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Resumen

Debido a su composicion, el frijol podria ser una fuente alternativa de proteina
para atender la demanda de productos a base de proteina vegetal en México. Sin
embargo, es necesario el desarrollo tecnologico para su aprovechamiento integral
y el desarrollo de ingredientes de valor agregado como aislados y concentrados de
proteina, pigmentos, fibras y almidones. En este trabajo se investigaron condiciones
de hidratacion y secado para descascarillar frijol. Se evaluaron los efectos de
la relacion soluto/solvente, temperatura y extracciones consecutivas, sobre la
eficiencia de extraccion de proteina de frijol. El extracto de proteina se concentro
por ultrafiltracion determinando las condiciones de operacion del equipo. Los
resultados muestran condiciones de proceso para el descascarillado, extraccion y
concentracion de proteina de frijol. Esta investigacion puede servir como punto
de partida para la industrializacion del frijol como fuente de ingredientes para la
industria de los alimentos mas all4 de su uso como producto de consumo directo.

Introduccion

El rapido incremento en la poblacion mundial, los cambios sociodemograficos
de paises en vias de desarrollo y el aumento en la popularidad de dietas con
alto contenido de proteina han generado un incremento mundial en la demanda
de proteinas vegetales. En los ultimos 50 afios, a nivel mundial, el promedio de
consumo de proteina pasé de 62 a 83 gramos al dia por cada habitante (Henchion
et al., 2021). La busqueda de fuentes alternativas de proteinas obedece a una
necesidad nutricional, ecoldgica y social que busca la sustentabilidad a largo plazo.

De acuerdo con lideres de la industria alimentaria mexicana, en México,
el valor de mercado de los productos elaborados a partir de proteinas vegetales
crece a una tasa superior al 20% anual (Echeverria, 2021). Para satisfacer la
demanda de este sector se necesita desarrollar tecnologia a nivel local, ya que
uno de los efectos principales de la reciente pandemia global de la COVID-19
fue la necesidad de reordenar las cadenas de suministro de bienes, que debe
privilegiar la autosuficiencia regional de los productos de consumo para disminuir
la dependencia de las importaciones y sus complicaciones logisticas en tiempos de
contingencia (Sanchez-Suarez ef al., 2021).
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En este sentido, el frijol surge como un recurso regional para la produccion de proteina de origen
vegetal, debido a que posee un contenido relevante de proteina (cercano al 20% de su peso), a su
bajo costo y a su amplia disponibilidad en la region. Por otro lado, las proteinas de frijol no estdn
consideradas por agencias gubernamentales regulatorias como la Food and Drug Administration
(FDA) como un ingrediente potencialmente alérgeno, como si lo son proteinas provenientes de otras
fuentes convencionales como soya, cacahuate o trigo (Boye et al., 2010).

El desarrollo de ingredientes altos en proteina a partir de frijol es una oportunidad de negocio
debido a que en el pais la mayor parte de las fuentes alternativas de proteina son importadas. Sin
embargo, el establecimiento de una industria de ingredientes alrededor de esta leguminosa requiere
de la innovacion en procesos que, ademas de obtener sus proteinas, se aproveche integralmente toda
la semilla mediante el desarrollo de otros ingredientes de interés para la industria alimentaria, como
son pigmentos naturales, harinas, almidones y fibras. El descascarillado de frijol es el primer paso en
la separacion de sus dos principales componentes: cascarilla y cotiledon. De la cascarilla se pueden
obtener los pigmentos que pueden funcionar como colorantes naturales y antioxidantes, mientras
que de los cotiledones se extraen harinas suaves, proteinas y sus derivados, almidones, entre otros
compuestos de interés (Los et al., 2018).

Los procesos para la extraccion de proteina de frijol deben ser eficientes para aumentar los rendimientos,
y que el producto final presente niveles de pureza de acuerdo con su potencial aplicacion en la industria de
alimentos. No obstante, es prioritario que las tecnologias de obtencion sean escalables a nivel industrial.
Una de las propuestas tecnoldgicas de vanguardia para la obtencion y purificacion de proteinas es la
ultrafiltracion. Esta tecnologia se usa en la separacion de moléculas, de acuerdo con su tamaio, a un nivel
muy fino. De manera practica, en el caso de las proteinas, permite concentrar, purificar y desmineralizar
soluciones de estos polimeros (Van-Reis & Sydney, 2010). Empresas como “Merittm Functional Foods”,
con sede en Canada, actualmente basan sus métodos de produccion en esta tecnologia obteniendo proteinas
de chicharo y canola con alta pureza, solubilidad y sin dejar un sabor remanente en los productos finales.

Dicho lo anterior, en la obtencion de proteina de frijol como nuevas fuentes de proteina vegetal se
deberan contemplar importantes retos, como con el establecimiento y desarrollo de cadenas de valor
productivas, garantizar su inocuidad, establecer procesos escalables y eficientes de produccion, asi
como permear en la aceptacion cultural y sensorial por parte de los consumidores. El objetivo de este
trabajo fue encontrar condiciones de proceso para el descascarillado de frijol, la extraccion de proteina
y su concentracion por ultrafiltracion.

Metodologia
Proceso de obtencion de concentrado de proteina de frijol

En la Figura 1a se representa un diagrama del proceso para la obtencion de concentrado de proteina
de frijol, este proceso cuenta con una solicitud de patente por el expediente Mxa2019011175
“CONCENTRADO DE PROTEINA DE FRIJOL Y SU PROCESO DE OBTENCION”. De manera
breve se describe el proceso. Primero se debe seleccionar y descascarillar la materia prima. Una vez
obtenidos los cotiledones limpios, estos pueden o no ser sometidos a un tratamiento térmico, previo a
la obtencion de una harina fina. Después, la harina se solubiliza en un medio alcalino (pH 9-10) para
realizar la extraccion de proteina. Posteriormente, se separan las fases por centrifugacion para obtener
un extracto soluble de proteina (sobrenadante) y una fase so6lida mas rica en carbohidratos (precipitado).
El extracto, a partir de este punto, se somete a un proceso de concentracidén por ultrafiltracion, en el
cual se eliminan agua y sales minerales. Durante la ultrafiltracion obtenemos dos fases: el retenido,
que es donde se concentran las proteinas de interés y el permeado, donde se eliminan agua, sales y
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pequeiias cantidades de proteinas de bajo peso molecular. Una vez que se logra la concentracion y
desmineralizacion requerida, el retenido (rico en proteinas) es ajustado a un pH neutro y secado por
aspersion para obtener un polvo fino de aspecto blanquecino (Figura 1b).
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Figura 1. a) Diagrama del proceso de obtencion de concentrados de proteina de frijol. b)

concentrado de proteina de frijol en polvo *El tratamiento térmico puede ser un proceso opcional.

Descascarillado

Para desarrollar un proceso de descascarillado eficiente y escalable se evaluaron dos condiciones de
proceso. Primero, previo a un remojo de 4 horas, se evalud el efecto de un tratamiento de escaldado
(inmersion en agua hirviendo por 2 minutos) en el frijol sobre el porcentaje de captacion de agua.
Posteriormente, se realizd una cinética de secado a 50°C para determinar el tiempo en el que el
frijol pierde el excedente de humedad. Estos dos procesos (remojo y secado) son indispensables
para generar una textura quebradiza de la cascarilla y poder separarla del cotiledon con la ayuda de
una descascarilladora.

Extraccion de proteina

Para obtener las condiciones de proceso que permitieron conseguir los mejores rendimientos de
extraccion de proteina de frijol se realizaron tres experimentos. En todos los experimentos se trabajo
con harina de frijol descascarillado crudo o cocido a presion por 10 min. El primer experimento
consistio en observar el comportamiento de la solubilidad de la proteina en medios acuosos entre pH
2 (4cido) y 12 (alcalino). El segundo experimento evalu6 el efecto de realizar hasta tres extracciones
secuenciales. Esto quiere decir que el precipitado producto de la primera extraccion fue solubilizado
y se extrajo proteina nuevamente en otras dos ocasiones. El tercer experimento consistioé en evaluar
los efectos de la coccion, la temperatura de extraccion (25, 60 y 90°C) y la relacion soluto/solvente
(1:10y 1:20) sobre el porcentaje de eficiencia de extraccion. La concentracion de proteina soluble fue
determinada por el método de “Lowry” y se calculo el porcentaje de extraccion tomando como 100%
la proteina total del frijol que fue de 21.9 g de proteina/ 100 g de frijol.
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Concentracion por ultrafiltracion

El extracto de proteina (crudo y cocido) fue concentrado por ultrafiltracion usando una membrana
con un corte de 5 kDa. Se utilizd esta membrana debido a que la mayor parte de las proteinas tienen
un peso molecular superior y son retenidas. Con la finalidad de establecer las mejores condiciones
de operacion se determind la presion transmembrana critica (TMPc). Para establecer este pardmetro
se midid el efecto del incremento de la presion transmembrana (TMP) (cada 5 psi) sobre el flujo de
permeado (mL /min). La TMPc se determin6 como el punto de inflexion en donde los incrementos de
flujo se reducen por cada unidad de TMP establecida. También se evaluo el efecto de la TMP sobre
la permeabilidad de las proteinas midiendo la concentracion de proteina soluble en el permeado con
respecto a incrementos de 5 psi en la TMP.

Resultados y discusion
Descascarillado

Ademas de la separacion inicial para fraccionar el frijol en cascarilla y cotiledones, el descascarillado
es necesario para evitar que los compuestos fenolicos abundantes en la cascarilla interactien con
las proteinas y afecten el rendimiento en la extraccion de estas. Para favorecer el descascarillado, el
frijol debe estar completamente hidratado, esto permite el total desprendimiento de la cascarilla. Sin
embargo, de acuerdo con Ulloa et al. (2011), la semilla de frijol posee una baja permeabilidad al agua
en condiciones de baja temperatura. En este sentido, se evalu6 el efecto del escaldado previo al remojo
sobre el proceso de hidratacion de los granos de frijol. Como se observa en la Figura 2a, el proceso
de escaldado tiene un efecto pequeno pero significativo sobre la resistencia del frijol a la hidratacion.
Los resultados muestran que el porcentaje de captacion de agua a los 120, 180 y 240 min fue mayor
para los granos de frijol que recibieron el tratamiento térmico previo al remojo. A los 240 min los
granos sin tratamiento mostraron un porcentaje de captacion de agua de 98.7% en relacion con su
peso, mientras que el frijol escaldado capt6 un porcentaje de 109%. En el trabajo de Ulloa ef al. (2011)
se reportd que la tasa maxima de captacion de agua fue de entre un 105 a 120%, siendo distinto para
diferentes variedades de frijol. Estas observaciones podrian indicar que después de 4 horas de remojo
el escaldado ayudo a lograr la hidratacion total del frijol.
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Figura 2. a) Efecto del escaldado sobre la hidratacion del frijol. b) Cinética de secado del frijol
hidratado (escaldado). *Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (n=3).
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Posterior a la hidratacion, la cinética de secado (Figura 2b) mostré que entre 7 y 8 horas de
horneado a 50°C son suficientes para reducir la humedad del frijol a un porcentaje menor al previo a la
hidratacion. Una vez seco, la cascarilla del frijol se remueve facilmente por presion mecanica. Con base
en las caracteristicas adquiridas por el frijol después del tratamiento (hidratacion-secado), se utilizé una
maquina descascarilladora rotatoria con labios de neopreno (Figura 3a) que separ6 los cotiledones de la
cascarilla (Figura 3c). La descascarilladora se acoplé a un tinel con aire comprimido (Figura 3b) que
retir6 la cascarilla para obtener cotiledones limpios (Figura 3d) y cascarilla (Figura 4e).

Figura 3. a) Modelo de descascarilladora rotativa con labios de neopreno, b) prototipo de tinel de
separacion de cascarilla, ¢) frijol descascarillado, d) cotiledones de frijol limpios, €) cascarilla de frijol.

Extraccion de proteina

En la Figura 4 se muestran dos curvas tipicas de solubilidad de proteina, donde la solubilidad maxima
y minima para el frijol crudo fue de 250 mg/1 g de cotiledon (pH 12) y 19 mg/1 g de cotiledon (pH
4), mientras que para el frijol cocido fue de 132 mg/1 g de cotiledon (pH 12) y 40 mg/1 g de cotiledon
(pH 4). Se observa que tanto para frijol crudo como cocido los medios alcalinos por encima de pH 8
favorecen la extraccion de proteina, teniendo su pico maximo de solubilidad en pH 12. Por otro lado,
en pH 4 (un medio ligeramente acido) las proteinas de frijol presentan su minima solubilidad. La
solubilizacion en medios acuosos alcalinos es efectiva para obtener altos rendimientos de extraccion
de proteina de leguminosas como el frijol (Aguilo-Aguayo ef al., 2021). Si bien en pH 12 se reportod
una mayor concentracion de proteina soluble, la diferencia con el valor reportado a pH 10 no fue
estadisticamente significativa. Por esta razon se decidi6 trabajar a un pH 10 en todas las extracciones
subsecuentes ya que segun lo reportado por Hadnadev et al. (2018), la solubilizacion de proteinas por
encima de este valor tiende a afectar su calidad y funcionalidad.
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Figura 4. Curva de solubilidad de proteina de frijol crudo y cocido.

Ademas del pH, fue necesario explorar otras condiciones del proceso que permitieran maximizar
los rendimientos de extraccion de proteina. En la Figura 5a se muestra el rendimiento de proteina
expresado en porcentaje de eficiencia de extraccion (con respecto a la proteina total en el frijol crudo)
al realizar hasta tres extracciones secuenciales y considerando dos diferentes relaciones entre soluto y
solvente (1:10 y 1:20). Después de las tres extracciones secuenciales, los tratamientos con una relacion
soluto/solvente 1:20 presentan la mas alta eficiencia de extraccion, siendo 80.2% y 90.5% para frijol
crudo y cocido, respectivamente. Bajo estas condiciones, la primera extraccion es eficiente en 62.2%
para frijol crudo y 56.7% para frijol cocido. Con la segunda y tercera extraccion, en conjunto, suman
entre un 18% extra de rendimiento para el frijol crudo y un 33% extra para el frijol cocido. Esta
informacion puede ser relevante para la toma de decisiones a nivel industrial, ya que se debera valorar
los beneficios de reprocesar la materia prima a través de extracciones secuenciales y obtener los
maximos rendimientos contra los beneficios logisticos de solo procesar la materia prima una sola vez.

El efecto de la temperatura y la relacion soluto/solvente sobre la extraccion de proteinas se muestra
en las Figuras 5b y 5c para frijol crudo y cocido, respectivamente. En frijol crudo la temperatura no
tuvo un efecto (p>0.05) sobre la eficiencia de extraccion en ninguna de las dos relaciones soluto/
solvente. Sin embargo, para el frijol cocido la temperatura de solubilizacion influy6 significativamente
(p<0.05) en la eficiencia de extraccion. El aumento en la eficiencia de recuperacion fue de 52.7% para
la extraccion a 25°C y una relacion soluto/ solvente 1:20, mientras que fue de hasta un 67% para el
tratamiento a 90°C. Sin embargo, no existieron diferencias entre el tratamiento a 90°C y a 60°C, por lo
que, en términos de eficiencia energética, el tratamiento a 60°C seria el mejor para extraer la proteina
de una matriz de frijol cocido.
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Figura 5. Efecto de diferentes condiciones de proceso sobre la extraccion alcalina de proteina en frijol. a)
Solubilizaciones alcalinas consecutivas sobre la eficiencia de extraccion en frijol crudo y cocido. b) Temperatura
y la relacion soluto/solvente sobre la eficiencia de extraccion en frijol crudo. ¢) Temperatura y la relacion soluto/

solvente sobre la eficiencia de extraccion en frijol cocido. *Los resultados se expresan como el promedio y
la desviacion estandar. El porcentaje de eficiencia se calculd con base en la proteina soluble cuantificada en
frijol crudo. Letras diferentes indican diferencias entre las muestras de cada tratamiento (p<0.05, Tukey).

Concentracion de proteina

La exploracion de tecnologias emergentes, como la ultrafiltracion para la concentracion de proteinas,
ha demostrado la obtencidn de altos rendimientos, permitiendo una mayor funcionalidad tecnologica
cuando se compara con otras metodologias como la precipitacion isoeléctrica o la precipitacion
micelar. Ademas, permite la eliminacion de algunos compuestos no deseables en el producto final
como sales y oligosacaridos (Alfaro-Diaz et al., 2021). Otra ventaja de la ultrafiltracién en los
procesos de concentracion de proteinas es la capacidad de escalamiento para el manejo de grandes
volumenes. No obstante, la eficiencia de este proceso requiere de una correcta exploracion de las
condiciones de operacion, principalmente presion, flujo y concentracion de solidos.
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Una correcta configuracion de las condiciones disminuye la acumulacion de so6lidos en la
membrana, retardando el ensuciamiento y en consecuencia se alarga el tiempo de operacion previo
a la limpieza (Tejeda et al., 1995). En la Figura 6a se muestra una curva tipica de la medicion del flujo
con respecto al aumento de la TMP en el proceso de ultrafiltracion para frijol crudo y cocido cuando
se utilizd una membrana con un corte de 5 kDa. Aunque es tenue, se aprecia una flexion negativa en la
linealidad de la curva entre la TMP 25-30, pasando de un aumento de 8 mL/min de flujo por cada 5 psi
de aumento a 6 mL/min para frijol crudo y de 9 a 6 mL minuto para frijol cocido. Esta disminucion en el
flujo se determin6 como la TMPc para concentrar proteina de frijol crudo o cocida solubilizada en pH 10.
Trabajar por debajo de la TMPc disminuye la probabilidad de la formacion de la pelicula de proteinas en
la superficie de la membrana retrasando el fenémeno de ensuciamiento (Tejeda et al., 1995).
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Figura 6. Determinacion de condiciones para el proceso concentracion de proteinas de frijol negro San Luis por
ultrafiltracion con membrana polimérica de 5 kDa MWCO. a) Perfil de ensuciamiento de membrana con respecto a
la TMP. b) Concentracion de proteina soluble en permeado con respecto a la TMP. Los resultados se expresan como

la media y la desviacion estandar. *TMP= Presion Transmembrana. psi= Libras de presion por pulgada cuadrada.

Otro aspecto importante dentro de los pardmetros de operacion del equipo de ultrafiltracion durante
la concentracion de proteina de frijol es evaluar la pérdida de proteina en permeado con respecto a la
TMP durante el proceso de ultrafiltracion para frijol crudo y cocido (Figura 6 b). Se observd que a
medida que la TMP aumenta, el permeado de proteina disminuye, permitiendo la pérdida de 0.42 a
0.47 mg/mL cuando la TMP fue configurada a 15 psi y pasando a solo 0.25 a 0.33 mg/mL cuando la
TMP se configur6 por encima de 30 psi. Sin embargo, las pruebas estadisticas no indican diferencias
para las condiciones de TMP, tanto en ftrijol crudo y cocido (p>0.05), por lo que se puede trabajar
por debajo del punto de TMP critico, favoreciendo el proceso para no ensuciar prematuramente la
membrana sin afectar el permeado de proteina de manera significativa.

De acuerdo con los resultados expuestos, se decidio que la TMP que mejor favorece la concentracion
de proteina de frijol fue de 25 psi. Esta condicion de operacion fue replicada en procesos de ultrafiltracion
donde se trabajaron lotes de 1 kg de frijol (10 litros de extracto) y los resultados fueron publicados
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en el trabajo de Alfaro-Diaz et al. (2021), cuyas conclusiones sobre el proceso es que bajo estos
parametros una membrana de corte de 5 kDa permite una pérdida méaxima de proteina de 2.54% para
frijol crudo y hasta 4.14% para cocido. No obstante, existen pérdidas de proteina durante el proceso
de ultrafiltracion, estas son menores comparadas con el trabajo de Vijayasanthi ef al. (2019), quienes
reportaron una permeabilidad de hasta 10% de proteina cuando se concentré proteina de coco con una
membrana de SkDa.

Con las condiciones exploradas en este trabajo, Alfaro-Diaz et al. (2021) report6 que para 1 kg de harina
de frijol descascarillados fue posible extraer entre 49 y 55% de la proteina contenida en el frijol. Obteniendo
un rendimiento de entre 185y 195 g de polvo con una concentracion de proteina de entre 55.9 y 60%.

Conclusiones

Se exploraron las condiciones que permitieron un proceso eficiente para la obtencién de un concentrado
de proteina de frijol a través de procesos escalables en cada una de sus etapas. El tratamiento de
escaldado aplicado a los granos de ftrijol previo al remojo permitié una mejor hidratacion para el frijol
y benefici6 el descascarillado. Por otro lado, la relacion soluto/solvente fue el pardmetro que mas
impacto tuvo sobre la eficiencia de extraccion de proteina de frijol, siendo favorecida por una mayor
proporcion de solvente. Por ltimo, se determiné el punto critico de presion operativa de la membrana
durante el proceso de ultrafiltracion, siendo este el principal factor para ejecutar este proceso de
manera escalable y concentrar mayores volimenes de proteina en solucion. Este estudio ofrece un
punto de partida para la industrializacion del frijol como fuente de proteinas alternativas e ingredientes
funcionales para satisfacer la creciente demanda de la industria de alimentos en México.
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