UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y POSGRADO EN ALIMENTOS

Programa de Posgrado en Ciencias y Tecnologia de Alimentos

Especialidad en Almacenamiento y Procesamiento de Granos

Efecto de la Humedad de Alimentacion y la Temperatura de
Extrusion Sobre la Capacidad Antioxidante y Calidad Nutricional in-
vivo en Amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.)

TESIS

Como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS

Presenta:

Q.A. Almirudis Echeverria Socrates Joel

Hermosillo, Sonora Octubre del 2018



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

<
Q

—

TODO - LO - ILUMINAN

KA P
NP |

-

{

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



APROBACION

Efecto de la Humedad de Alimentacion y la Temperatura de Extrusion
Sobre la Capacidad Antioxidante y Calidad Nutricional in-vivo
en Amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.)

Q.A. Almirudis Echeverria Socrates Joel

Dra. Ana Irene Ledesma Osuna

Director de la tesis

Dr. Benjamin Ramirez Wong Dra. Concepcion L. Medina Rodriguez

Miembro del Comité de tesis Miembro del Comité de tesis

Dra. Elisa Magarfia Barajas

Miembro del Comité de tesis

Hermosillo, Sonora Octubre del 2018



DERECHOS DE AUTOR

El presente trabajo de tesis se presenta como uno de los requisitos parciales para la
obtencién del grado de Maestro en Ciencias de los Alimentos de la Universidad de

Sonora.

Se deposita en la biblioteca del Departamento de Investigacion y Posgrado en
Alimentos para ponerla a disposicion de los interesados. Se permiten citas breves del
material contenido en la tesis sin permiso del autor, siempre y cuando se otorgue el
crédito correspondiente. Para reproducir, 0 en su caso referirse a este documento en
forma parcial o total, se deberéd solicitar la autorizacion al Coordinador del Programa

del Posgrado.

Bajo cualquier otra circunstancia se debe solicitar permiso directamente al autor.

Atentamente

Almirudis Echeverria S6crates Joel

Dr. Enrique Marquez Rios

Coordinador del Programa de Posgrado

Hermosillo, Sonora Octubre del 2018



RESUMEN

El amaranto es un pseudocereal con alto valor nutricional, en comparacion con los
cereales convencionales tiene un alto contenido de proteinas que presentan un buen
balance de aminoacidos esenciales, un aporte considerable de lipidos, ademas
contiene compuestos fendlicos que contribuyen a su actividad antioxidante. Debido a
las condiciones controladas de procesamiento por extrusion, en este trabajo se utilizd
dicha tecnologia como alternativa al procesamiento tradicional. Las condiciones de
extrusion evaluadas fueron 2 niveles de temperatura (T) de 150 o 180°C, y 3 niveles
de humedad de alimentacion (HA) de la muestra al 18, 25 o0 32%. Se evalud el
indice de expansion, parametros de color L*a* y b*, el contenido de fenoles totales, y
la actividad antioxidante por medio del porcentaje de inhibicion del radical ABTS y
DPPH. Los tratamientos de extrusion con los mayores y menores niveles de HAy T
se sometieron a una evaluacion de calidad proteica usando un modelo murino, donde
se evaluo la razon neta de proteina (NPR), digestibilidad aparente (DAN) y verdadera
de nitrégeno (DVN). Se encontrd un efecto muy significativo por parte de HA, Ty
HAXT en el contenido de fenoles totales e inhibicion de radicales. Las condiciones
de extrusion de 150°C con interaccion del 18% de humedad presentaron mejores
resultados en las pruebas de actividad antioxidante y contenido de fenoles totales,
mientras que la extrusiéon a 180°C y 25% de humedad favorecié la expansién. La
actividad antioxidante para el método de ABTS fue mayor con respecto a la del
DPPH. La correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante fue de r de 0.773 para el ABTS y de 0.827 para el DPPH. Los
resultados del ensayo biolégico mostraron que los extrudidos de amaranto
presentaron mayor digestibilidad proteica con respecto al amaranto inflado y con

valores comparables a la proteina de referencia (caseina) en pruebas de NPR.
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INTRODUCCION

El amaranto es un pseudocereal con una rica historia como fuente de alimento en
Mesoamérica y como atractivo cultivo alternativo adecuado para ser producido en
condiciones semiaridas (Guillen-Portal, 1999). EIl grano de la especie de amaranto
es de alto valor nutricional, en comparacioén con otros cereales, posee un contenido
relativamente alto de proteinas y una composicion mas balanceada de aminoacidos
esenciales (Pisafikova et al., 2005) rica en lisina y triptéfano, que son comparables a
proteinas de origen animal (Bressani et al.,, 1992), acidos grasos insaturados
(Martirosyan et al., 2007), y contenido de fenoles (Pasko et al., 2008). Siendo dichos
atributos los cuales predeterminan su uso como una sustitucion de los cereales
convencionales (Gorinstein et al., 2007), y como potencial alimento funcional

(Caselato-Sousa y Amaya-Farfan, 2012).

Para aumentar el valor nutricional del amaranto, el grano se trata mediante un
tratamiento térmico siendo el mas comun el reventado y tostado, el cual alcanza
temperaturas de 170 hasta 190 °C (JaroSova et al., 1997). Sin embargo, el
procesamiento térmico puede causar dafio de aminoacidos esenciales resultando en
contenido reducido de estos ya que existe un estrecho rango de tolerancia entre el
calentamiento insuficiente para lograr el estallido y el calentamiento excesivo que
conduce a la carbonizacion (Bressani et al., 1987; Tovar et al., 1989; Hubbard, y
Guanella 1991). Por ello se sugieren el uso de otras técnicas de calentamiento en

donde pueda controlarse de forma mas eficiente la transferencia de calor.

La coccion por extrusion es una de las técnicas usadas en el desarrollo de productos
alimenticios, es un proceso de corto tiempo a altas temperaturas (HTST, por sus
gilas en inglés) el cual cocina, forma y seca el producto en una operacion integrada
(Moscicki y Van Zuilichem, 2011). Es un proceso multipaso, multifuncional y
termomecanico, el cual permite un gran nimero de aplicaciones en alimentos. Los
efectos benéficos incluyen la destruccion de factores antinutricionales, la
gelatinizacion del almidén, y el aumento de la fibra dietética soluble (Capriles et al.,

2008; Menegassi et al., 2011). Por otro lado, las reacciones de Maillard entre
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proteinas y azucares reductores reducen el valor nutricional de la proteina
dependiendo de los tipos de materia prima, su composicion y las condiciones del
proceso (Singh et al., 2007).

Tanto la temperatura como la humedad poseen un papel importante durante el
proceso de extrusion, como son el grado de transformacion de la materia prima como
la gelatinizacion del almidon (Muthukumarappan y Karunanithy, 2012), la dispersion
de los ingredientes y la desnaturalizacién de proteinas (Yu, 2011). Algunos autores
han reportado que condiciones severas benefician la reaccion de Maillard (Bjorck y
Asp, 1983), mientras que condiciones adecuadas no presentan perdidas en el
contenido de aminoacidos (Chavez-Jauregui et al., 2000) y una buena retencién de

los compuestos fendlicos (Ramos-Diaz et al., 2017)

Por lo descrito anteriormente, este trabajo se enfoca en evaluar el efecto de las
variables de temperatura en la cuarto zona del extrusor y humedad de alimentacion
en la extrusion de amaranto, sobre la actividad antioxidante, y calidad nutricional

evaluada por pruebas de digestibilidad proteica en un ensayo murino.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Generalidades de Amaranto

Amaranto un Pseudocereal

El amaranto es una, planta de hoja ancha no graminea, usada de la misma manera
gue los cereales cuyos granos pueden ser molidos para convertirse en harina, y que
ademas no contienen gluten (Lamacchia et al., 2014). El grupo de los
pseudocereales comprende 3 especies de granos alimenticios, siendo el amaranto
(Amaranthus spp.), el trigo sarraceno (Fagopyrum spp.), Yy los quenopodios
(Chenopodium spp.); y se pertenecen a las familias Amaranthaceae, Polygonaceae
y Chenopodiaceae (respectivamente) a diferencia de los cereales convencionales,
que pertenecen a la familia de las Gramineas (o0 Poaceae). Sus semillas son
comestibles cuando son tostadas y molidas, teniendo un sabor similar al de los
cereales verdaderos. Analisis y experimentos nutricionales han mostrado que los
pseudocereales son comparables a los cereales convencionales como fuente de
carbohidratos, siendo superiores en su contenido de proteina y lipidos (Hunziker,
1952; Harbhajan, 1961).

En la época precolombina el grano de amaranto fue un alimento bésico casi tan
importante como el maiz o el frijol y uno de los tributos mas demandados. Los
nativos usaban el amaranto en bebidas, salsas, papillas, molido junto con el maiz en
la harina con la que preparaban las tortillas, y para usos medicinales. Con la llegada
de los colonizadores espafioles, el consumo del amaranto fue prohibido por ser un
alimento ritual y su cultivo se continu6 solamente en pequefia escala (Ruskin, 1984;
Lehman, 1996).

La semilla de amaranto tiene potencial como una fuente de nutrientes en la dieta, la
planta de amaranto es consumida como vegetal y las semillas son usadas como
cereal (Saunders y Becker, 1984). Posee altos valores nutricionales y resistencia
ambiental, siendo cultivado en suelos pobres y a gran altitud lo que le otorga

potencial agronémico (Gorinstein et al., 2007).
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Historia

La civilizacion Maya fue probablemente una de las primeras en utilizar el amaranto
como cultivo alimenticio. Tanto los Aztecas en México como los Incas en Peru daban
gran importancia al amaranto, consumiéndolo diariamente en variedad de
presentaciones y acompafiado de otros alimentos. En la zona central de México
antes de la conquista el amaranto era un alimento basico con importancia similar al
maiz y al frijol. Estudios antropolégicos indican la incorporacion del amaranto en sus
creencias religiosas donde se hacian figuras hechas de amaranto que se consumian

durante sus ceremonias (Bressani, 1989).

En México, durante la historia temprana del grano de amaranto a este se le conocia
con nombres comunes. Durante la conquista el nombre Nahua de “huautli” fue el
nombre utilizado para diferentes hierbas y quenopodios, siendo Amaranthus
hypochondriacus la Unica especie que se cultivaba por su grano. En el noroeste de
la Sierra Madre los indios Jova y Tarahumara cultivaban semillas llamadas “guegui”,
las cuales fueron identificadas posteriormente como “zoale“, otro nombre utilizado
para el amaranto. Los indios Mayo, Warihio y Tepehuan, cultivaron A.
hypochondriacus con el nombre de “guegui”, “huautli” o “bledo”. Los indios Yaqui en
Sonora utilizaban al amaranto molido de forma similar al maiz. Al sur de la Sierra
Madre del norte de Jalisco, los indios Huichol cultivaron semillas de amaranto a las

que llamaron “wavé” (Sauer, 1967).

Para los colonizadores cristianos el grano de amaranto era simbolo de la idolatria
pagana, por lo que se prohibi6 su uso, disminuyendo drasticamente su cultivo
durante el periodo colonial. Sin embargo, en el valle de México todavia se cultiva
amaranto en la antigua area de huauhtli, el grano se usa como alimento ordinario
molidos como el maiz y siendo su uso mas comun es para dulces “alegria” como

pequefias bolas de palomitas enlazadas con jarabe (Sauer, 1967).

Un creciente interés en el amaranto aparecido en la década de 1980 cuando la
Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos lleva a cabo la investigacion



sobre el grano y describe su alto valor nutritivo y potencial agrondmico (Monteros et
al., 1994; Ulbricht et al., 2009).

Descripcion de la Planta

La especie de amaranto puede crecer satisfactoriamente desde el nivel del mal hasta
los 3,200 metros de altitud; siendo A. caudatus una variedad nativa de los Andes con

capacidad de crecer a alturas mayores de 2,500 metros (Ruskin, 1984).

Badui, (1988), define al amaranto (Amaranthus spp.) como una planta de tallo grueso
y ramoso de semillas, comestibles. La planta fresca contiene 86.9% de agua, 3.5%
de proteina, 0.5% de grasa, 6.5% de carbohidratos totales, 1.3% de fibra cruda y
2.6% de ceniza.

El género Amaranthus contiene mas de 60 especies. Siendo tres de ellas las que se
caracterizan por su produccion de semillas comestibles, A. hypochondriacus y A.
cruentus, nativas de México, y Guatemala; y A. caudatus, nativa de Per( y otros
paises andinos. Crecen vigorosamente, resisten la sequia, el calor y las plagas,
ademas de adaptarse facilmente a nuevos entornos; principalmente donde no es
apto el cultivo de cereales convencionales. La planta tiene hojas, tallos y flores de
colores brillantes que pueden ser de colores, purpura, naranja, rojo y dorado. Las
cabezas de semilla se parecen a las del sorgo y pueden medir hasta 50 cm. Por su
parte, las semillas son de tamafio semejante a un grano de mostaza, midiendo de 0.9
a 1.7 mm de diametro, pero en cantidades masivas de hasta 50,000 semillas por
planta (Ruskin, 1984).

Amaranthus hypochondriacus es la mas robusta de las 3 especies comunes y tiene
el mayor rendimiento de los tipos de grano. Probablemente domesticado en el centro
de México y aparecio por primera vez en las cuevas de Tehuacan hace unos 1.500
afios como un tipo de semilla palida, completamente domesticada. Algunos tipos de
Amaranthus hypochondriacus son espesos; otros son altos y no ramificados. La
especie es particularmente Util para éareas tropicales, altitudes elevadas vy

condiciones secas. Tiene una excelente calidad de semilla y muestra el mayor



potencial de uso como ingrediente alimentario. Puede usarse inflado, molerse

adecuadamente y tiene un gusto y un olor agradables (Ruskin, 1984).

El amaranto es una planta de via C4, lo que significa que su proceso fotosintético
tiene una modificacion del proceso normal en el que el primer producto de la
fotosintesis es un compuesto de cuatro carbonos. Este proceso hace un uso eficiente
del di6bxido de carbono disponible en el aire al concentrarlo en los cloroplastos de
células especializadas que rodean la hoja. En consecuencia, las plantas que usan la
via C4 pueden convertir una proporcion mas alta de carbono atmosférico en
azucares vegetales por unidad de agua perdida que las plantas que utilizan la via
clasica C3. La combinacién de caracteristicas anatémicas en el amaranto y el
metabolismo C4 da como resultado una mayor eficiencia para usar didéxido de
carbono en un amplio rango de ambientes de temperatura y humedad, contribuyendo
a la adaptabilidad geogréafica de la planta a diversas condiciones ambientales. El
amaranto no solo es util como grano y vegetal, sino que también tiene potencial
como cultivo forrajero y como cultivo en suelos pobres (Bressani, 1989; Stallknecht y
Schulz-Schaeffer, 1993). El amaranto tolera ambientes semiaridos mejor que el maiz
o el trigo. Investigaciones sugirieron que algunos genotipos especificos de amaranto
pueden tolerar condiciones desfavorables del suelo como alta salinidad, acidez o
alcalinidad (Tucker, 1986).

Condiciones Ambientales

Temperatura: la temperatura de germinacién puede variar de los 16 a los 35°C. Las
variedades de A. hypochondriacus y A. cruentus toleran mejor las altas temperaturas
pero no son resistentes a heladas, siendo su crecimiento afectado cerca de los 8°C.
Por otra parte A. caudatus es una especie resistente al frio (Ruskin, 1984).

Suelo: las especies consumidas por su grano tienen preferencia por los suelos de pH
con valores mayores a pH 6. Por otra parte las especies que se consumen como
vegetales son cultivadas en tierras tropicales donde los suelos son acidos (Ruskin,
1984).



Lluvia: durante la germinacion la presencia de humedad en el suelo es importante,
pero una vez establecida la raiz el grano se adapta a las limitaciones en el contenido
de agua. Las variedades vegetales por su parte tienen requerimiento constante de
humedad (Ruskin, 1984).

Siembra: En las variedades de A. hypochondriacus y A. cruentus es aceptable
plantar una densidad 320,000 unidades por hectarea para rendimiento y manejo. La
mayoria de las variedades de grano maduran en un periodo de 4 a 5 meses, pero
pueden tardar hasta 10 meses en regiones de tierras altas (Ruskin, 1984).

El Grano de Amaranto

A pesar que el tamafio del grano de amaranto es un impedimento para su manejo,
esta desventaja no supera a los beneficios nutricionales y a la versatilidad de la
especie para adaptarse facilmente a nuevos ambientes, especialmente la sequia. El
grano de amaranto puede ser sometido a molienda y separado en sus diferentes
componentes anatémicos como son el almidon, el salvado, germen, y aceite. La
molienda separa el germen y salvado del endospermo, obteniéndose de 26-28% de
germen y salvado y 72-74% de harina (Tucker, 1986), similar a la proporcién del
trigo. El endospermo contiene alrededor del 30-35% de la proteina del grano de
amaranto, siendo el germen y el pericarpio el 60-65% restante; una distribucion
diferente a la de otros cereales como el maiz y el arroz (Bressani, 1989). Por su
parte el germen posee alrededor de un 20% de aceite, a la vez que tanto en la
fraccibn de germen como en la de salvado se concentran las proteinas, las
vitaminas, los lipidos, los minerales y la fibra cuando se muele el grano entero
(Ruskin, 1984).
Usos del Amaranto

El amaranto es uno de los pocos cultivos multipropdsito, el cual provee de granos y
hojas de alta calidad nutricional como alimento humano y animal, adicionalmente
debido a su atractiva coloracion la planta puede ser usada como un cultivo

ornamental (Bavec y Bavec, 2006).



Consumo y Uso Moderno

La semilla de amaranto se puede usar en cereales para el desayuno o como
ingrediente en dulces. También puede ser secado o molido para producir una harina
dulce adecuada para galletas, panes, pasteles y otros productos horneados. Sin
embargo, contiene poco gluten funcional por lo que debe mezclarse con harina de
trigo para hacer productos horneados. Cuando se calienta, los granos de amaranto
revientan. Los granos reventados son livianos y crujientes y se pueden consumir
como un aperitivo, cereal con leche y miel, empanizado de carnes o verduras, o con
miel como un dulce. La semilla no es el Unico producto nutritivo del versatil amaranto
ya que las hojas también son ricas en proteinas, vitaminas y minerales; tienen un
sabor suave, y en gran parte del mundo las hojas jévenes y los tallos de amaranto se
hierven como verduras (Ruskin, 1984).

A pesar de su consumo como vegetal, una caracteristica popular de la planta de
amaranto es su uso decorativo. No existe registro de que los indios americanos
alguna vez plantaron esta especie principalmente por su color o para usarla como
tinte, pero evidentemente favorecen las formas rojas y amarillas en el cultivo de
granos. Tal pigmentacion llena el propdsito del amaranto como plantas ornamentales

y la razén principal por la que fueron llevadas a Europa (Sauer, 1967).

En los ultimos afios, el interés del consumidor en el amaranto como ingrediente
alimenticio se ha debido principalmente a las caracteristicas nutricionales positivas
del grano. La demanda del mercado de amaranto ha fluctuado, pero se ha utilizado
constantemente el cultivo de cereales para el desayuno, aperitivos y productos de
pan multigrano (Myers, 1996). En afos recientes el amaranto ha sido utilizado para
la elaboracion de granola, harinas integrales, alimentos extrudidos, panificados,
pastas, papillas, concentrados proteicos, barras energéticas y alimentos nutricionales
(Ayala et al., 2012).



Elaboraciéon Artesanal

En México, las hojas de amaranto silvestre se colectan, hierben y frien para usarse
como alimento. Las semillas solo se comen reventadas, donde se hacen estallar en
una plancha de arcilla (comal) con una escobilla. El uso comercial mas comun del
amaranto en las regiones de México es como un bocadillo (alegrias), realizado
mezclando las semillas estallada con melaza. También se utiliza como harina de
amaranto (pinole), que se obtiene moliendo las semillas en una piedra de molienda, y

con menor frecuencia tamales (Early y Capistran 1987).

El método tradicional para cocinar las semillas se lleva a cabo como se hacia en la
época precolombina, las semillas se ponen en una placa caliente hecha de arcilla en
alrededor de 190°C de temperatura, hasta que se hacen estallar o tostar (Tovar et
al., 1989).

Produccion

Debido a que el amaranto no es un cultivo convencional y no se produce a mayor
escala en comparacion a otros cereales como lo son el trigo, el maiz, la cebada o el
arroz, la informacién existente sobre su produccion es dispersa. Esto sumado a las
diferencias en los requerimientos ambientales para las diferentes especies de
amaranto. Sin embargo, se puede hacer mencion a algunas caracteristicas de las

variedades mas sobresalientes asi como a la produccion total nacional.

El servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) publico los siguientes
datos en la produccion de amaranto en México hasta el afio 2014 (Figura 1) y los
datos de produccion para el afio 2017 (Tabla 1). Existe una tendencia de aumento
en la produccion anual de amaranto, informacién publicada por la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), para el
afio 2017 indica un promedio de 5 mil toneladas de amaranto producido, y un

maximo de 9 mil toneladas en la produccién para el afio 2015.



5.00 - - 7.00

Hectareas (Miles)
Toneladas (Miles)

Sup. Cosechada === Produccion

== Sup. Sembrada

Figura 1. Superficie sembrada, superficie cosechada y produccion de
amaranto en Meéxico reportada del afio 2005 al 2014.
Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP),
(2018).
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Tabla 1. Produccién de amaranto en México.

- Sembrada y Volumen de Valor d_e
Nombre del Distrito de . produccion
Cosechada produccion :
Estado Desarrollo Rural X (Miles de
(Hectareas) (Toneladas) P
€s0s)
Ciudad de Xochimilco 122.8 13091  3,246,811.17
México / DF
México Coatepec Harinas 373.0 871.34 970,0574.47
Morelos Zacatepec- 5.0 7.25 107,356.04
Galeana
Oaxaca Valles Centrales 77.1 107.91 1,428,943.22
Puebla Tehuacan 1,975.1 2,780.67 15,678,986.86
Tlaxcala Huamantla 638.0 1,117.91 15,853,890.71

Produccion de amaranto por estado en toneladas para el periodo primavera-verano 2017.
Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, (2018).
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Aportes en la Dietay la Salud

Composicion del Grano

Entre los nutrientes mas destacables del grano de amaranto se encuentra su
contenido proteico, el cual posee alrededor de 15% y que ademdas contiene altos
niveles de lisina y aminoacidos azufrados (Becker et al., 1981); contiene también del
5% a 9% de lipidos, mayor que el de los cereales convencionales, siendo mas de un
70% grasas insaturadas con &cido linoleico como el acido graso predominante
(Stallknecht 'y Schulz-Schaeffer, 1993); presenta ademas un alto contenido de
vitaminas como &cido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), niacina,
riboflavina y tiamina (vitaminas B3, B2 y B1 respectivamente) (Singhal y Kulkarni.
1988; Bruni et al., 2001; Rodas y Bressani, 2009) y altos niveles de potasio,

magnesio, calcio y hierro (Fasuyi, 2007).
Calidad Nutricional

El amaranto posee un elevado indice de valor nutricional y biolégico, superior al de
los cereales, trigo, cebada, centeno y avena (Penagini et al., 2013), tanto por su perfil
de aminoéacidos, como por su biodisponibilidad o digestibilidad (Gorinstein et al.,
2002).

Las semillas de amaranto tienen alto valor nutricional y valores funcionales asociados
con sus lipidos y potencial antioxidante (Gorinstein et al., 2002; Gorinstein et al.,
2007). Su actividad antioxidante se le atribuye a su contenido de fenoles totales y
contenido de antocianinas. Tanto los granos como los germinados de amaranto

pueden ser usados dentro de la dieta tradicional (Pasko et al., 2008).

Perfil de aminoacidos

En base a su composicion de aminoacidos, los cereales convencionales son
considerados desbalanceados con respecto a la ingesta necesaria para una dieta

saludable, ya que son deficientes en el aminoacido lisina. El grano de amaranto en
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cambio posee altos niveles de lisina en comparacion con otros cereales, siendo el
balance de amino&cidos cercano al Optimo para la dieta humana (Ruskin, 1984).
Cabe mencionar que la leucina es el aminoacido mas limitante en la semilla de
amaranto, y de acuerdo a la especie de amaranto también puede existir deficiencia
de valina e isoleucina, pero esto se soluciona al incluir cereales convencionales en la

dieta para compensar las deficiencias nutricionales entre ambos (Bressani, 1989).

El alto contenido de lisina del grano de amaranto lo hace particularmente atractivo
para aumentar el valor biolégico al realizar mezclas con otros cereales en la
obtencién de alimentos procesados (Pedersen et al., 1987b). Entre todos los
aminoacidos esenciales, la lisina es el aminoacido esencial mas limitante en los
productos a base de cereales, por lo tanto un enfoque en la retencion de lisina

durante el procesamiento térmico es de particular importancia (Singh et al., 2007).

Perfil lipidico

Los acidos grasos en el perfil lipidico del amaranto comprenden alrededor del 70%
de acido oleico y &cido linoleico, 20% de &cido estearico y 1% de acido linolénico
(Ruskin, 1984). En un estudio realizado por Jahaniaval y Marcone (2000), se analiz6
la composicibn de acidos grasos para 5 variedades de amaranto (4 de A.
hypochondriacus y 1 de A. cruentus), donde se obtuvieron resultados similares en las
siguientes proporciones: acido linoleico (39.4-49.1%), acido oleico (22,8-31,5%) y
acido palmitico (21.4-23.8%).

El amaranto presenta altos niveles de escualeno, un hidrocarbono complejo y un
terpeno, en contenido de hasta un 8% de la fraccion total de aceite (Tucker, 1986).
En las fracciones lipidicas también hay presencia de tocotrienoles (derivados de la
vitamina E), los cuales tienen efecto sobre la disminucion del colesterol en los
mamiferos (Stallknecht y Schulz-Schaeffer, 1993).

Azucares, almidoén y contenido de fibra

El almidon es el carbohidrato mas abundante entre los componente del amaranto

siendo aproximadamente el 62% del peso total del grano. EIl contenido de amilosa
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en Amaranthus hypochondriacus es considerablemente mas pequefio que el del
almidon de trigo (Becker et al., 1981) y con tamafos pequefios de granulos de

almiddn que varian de 1 a 3.5 ym (Tosi et al., 2002).

Para los azucares totales, sacarosa se encuentra en mayor concentracion seguida
de rafinosa; y con inositol, estaquiosa y maltosa presente en pequefias cantidades.
Monosacaridos como la glucosa y la fructosa se encuentran en cantidades minimas

en granos de amaranto maduros (Becker et al., 1981).

El contenido total de fibra dietética, soluble e insoluble, en granos de amaranto de A.
caudatus, A cruentes y A. hypochondriacus varia entre 7.1% y 16.4% (Cai et al.,
2004). ElI amaranto tiene un contenido de fibra mas alto que el de los cereales
comunes, para los niveles de fibra en amaranto se reportan valores de fibra bruta del
3 al 6% mientras que los granos de cereal usados para consumo humano
generalmente contienen alrededor del 2%. Las semillas palidas contienen alrededor
del 8% de fibra dietaria y las semillas negras aproximadamente el doble (Pedersen et
al., 1987b).

Vitaminas y minerales

Ademas de las caracteristicas Unicas de los principales componentes del grano de
amaranto, como son proteinas, carbohidratos y lipidos; también contiene altos
niveles de calcio, hierro y sodio en comparacién con los cereales convencionales
(Becker et al., 1981). De igual manera, la utilizacion de amaranto para alimento
animal y para humano se favorece por el alto valor nutritivo y la presencia de

tocotrienoles (Danz y Lupton, 1988), y acido ascorbico (De Ruiz y Bressani, 1990)
Alimento Funcional

El interés del consumidor en el amaranto como ingrediente alimenticio se ha debido
principalmente a las caracteristicas nutricionales positivas del grano (Myers, 1996).
La creciente aceptacion del amaranto en los paises donde su consumo no es
tradicional se debe principalmente al interés general por el consumo granos con

propiedades medicinales (Caselato-Sousa y Amaya-Farfan 2012).
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Huerta-Ocampo y De la Rosa, (2011), han reportado las propiedades nutracéuticas
del grano de amaranto. Las propiedades nutricionales y medicinales del grano de
amaranto le permiten considerarlo como un alimento funcional. Este término se
utiliza para alimentos enteros, fortificados, enriqguecidos o0 mejorados que
proporcionan beneficios de salud méas all4 de la provision de nutrientes esenciales
cuando se consumen a niveles eficaces como parte de una dieta variada de forma
regular (Hasler, 2002). Siendo las propiedades funcionales del amaranto la
reduccion del colesterol, la capacidad antioxidante, anticancerigena, antialérgica y
capacidad antihipertensiva evaluadas en diferentes estudios clinicos (Caselato-

Sousa y Amaya-Farfan, 2012).
Efecto Benéfico en la Salud

Efecto requlador del colesterol

Una de las cualidades del amaranto mencionadas de manera recurrente es su
potencial como reductor de colesterol. Existen diferencias en la literatura al momento
de seleccionar a cudl de los constituyentes del grano se le atribuye esta cualidad,
entre las cuales se pueden encontrar el contenido de fibra total y soluble (Plate y
Areas 2002), tocotrienoles y escualeno (Qureshi et al., 1996; Berger et al., 2003), asi
como su aporte de acidos grasos insaturados (Martirosyan et al., 2007). Por otra
parte algunos estudios atribuyen este efecto a la presencia de péptidos bioactivos
(Mendonca et al.,, 2009). Sin embargo, el efecto positivo en la salud ha sido
documentado en la literatura y bien podria deberse a la accion conjunta de los

elementos previamente mencionados.

Péptidos bioactivos, actividad antihipertensiva y anticancerigena

Mas alla de su aporte nutricio, investigaciones recientes han tomado interés en la
posible presencia de péptidos bioactivos en el amaranto. Propiedades
antihipertensivas y antitumorales pueden ser explicadas por la presencia de
sustancias como la lunasina, un péptido de 43 aminoacidos cuyas propiedades

preventivas del cancer se han demostrado en un modelo de cultivo de células de
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mamifero y en un bioensayo en ratones (Lumen, 2005). De igual manera, Silva-
Sanchez et al., (2008), investigaron la presencia del péptido lunasina en granos de
amaranto, concluyendo que el amaranto puede ser fuente potencial de varios

péptidos bioactivos con acciones relevantes sobre el cancer y la hipertension.

De la Rosa et al.,, (2010) estudiaron la capacidad antihipertensiva de péptidos
contenidos en el amaranto. Dichos péptidos presentaron actividad inhibitoria de la
enzima convertidora de angiotensina, y previniendo la formacion de sustancias de

caracter vasoconstrictor (Li et al., 2004).

Velarde-Salcedo et al., (2013), investigaron la capacidad inhibitoria de los péptidos
presentes en el amaranto sobre la enzima dipeptidil peptidasa-4, un inhibidor de las
incretinas, hormonas peptidicas al torrente sanguineo en respuesta a la ingesta de
nutrientes donde estimulan la secrecion de insulina (Nauck, 2011), dando la
inhibicion de la dipeptidil peptidasa-4 una prolongacion de la actividad de las

incretinas.
Actividad Antioxidante

Los antioxidantes tienen importantes beneficios potenciales para la salud; protegen
contra el dafio oxidativo y limitan el riesgo de diversas enfermedades degenerativas
como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la osteoporosis (Alvarez-
Jubete et al., 2010). Los pseudocereales se caracterizan por la capacidad de
neutralizar los radicales libres dada la presencia de flavonoides, acidos fendlicos,
escualeno, antocianinas y vitaminas con actividad antioxidante (Pasko et al., 2007).
Los flavonoides especificos tales como la rutina y algunos acidos fendlicos como el
acido galico, el acido hidroxibenzoico y el acido vanillico se encuentran presentes
tanto en las semillas como en los brotes de amaranto (Pasko et al., 2008). Muchas
especies silvestres de amaranto tienen una coloracion variable de inflorescencias,
hojas y vapores, debido a antocianinas como las que se encuentran en las
remolachas. Tal pigmentacion se intensifica en ciertas formas de todas las especies

domesticadas de granos y plantas (Sauer, 1967).
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Compuestos fendlicos

Pasko et al., (2008), investigaron la presencia de compuestos fendlicos en semillas y
germinados de 2 variedades de amaranto (Amaranthus cruentus) asi como su
actividad antioxidante en la prueba de capacidad reductora férrica del plasma (FRAP,
por sus siglas en inglés) y en la inhibicion del radical 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-4cido sulfénico) (ABTS, por sus siglas en inglés) y el 2 2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH, por sus siglas en inglés), encontrando resultados favorables en
la actividad antioxidante. En dicho estudio se reporté que el &cido fendlico en mayor
proporcion fue el acido galico (400 a 440 mg/kg en base seca), junto con la presencia
del acido 4-hidroxibenzoico (8.5 a 20.7 mg/Kg en base seca), y finalmente al 4cido
vanilico como el tercer acido fendlico mas abundante en semillas de amaranto. Por
parte de los flavonoides estudiados en la muestra de amaranto, la rutina fue el
flavonoide en mayor concentracion. Por otro lado, De la Rosa et al. (2009),
estudiaron la presencia de fitoquimicos en 4 variedades de Amaranthus
hypochondriacus, encontrando a los flavonoides rutina (4 a 10.1 ug/g), nicotiflorina
(4.8 a 7.2 ug/g) e isoquercitrina (hasta 0.5 ug/g) asi como los &cidos fendlicos:
vanilico (1.5 a 1.7 ug/g), 4-hidroxibenzoico (1.7 a 2.2 ug/g) y siringico (hasta 0.8
Mg/g). Ellos concluyeron que debido a la presencia de dichos compuestos fendlicos,
las semillas de amaranto podrian tener implicaciones en la prevencién de varias

enfermedades.

Alvarez-Jubete et al. (2010), en vista de los beneficios nutricionales de los
pseudocereales, en su busqueda por elaborar un alimento libre de gluten realizé un
producto de panificacién utilizando harinas con diferentes porcentajes de
pseudocereales (50 y 100%), y evalud su capacidad antioxidante in-vitro posterior al
tratamiento térmico que conlleva el horneado del pan, concluyendo que tanto la
cantidad de polifenoles en el producto final asi como la capacidad antioxidante fueron
mayores con respecto al control y con una alta correlacién entre el contenido de
fenoles totales (método de Folin-Ciocalteau) y la actividad antioxidante. Sin
embargo, existen discrepancias en la literatura con respecto a la correlacion de la

actividad antioxidante y compuestos fendlicos. Nsimba et al., (2008), reportaron que
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existia baja correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante (métodos DPPH y FRAP) en extractos de pseudocereales como
amaranto y quinoa. Una explicacion para estos resultados podria atribuirse a la
presencia de compuestos no fendlicos que se encuentren aportando actividad

antioxidante (Alvarez-Jubete et al., 2010).

Escualeno, tocoferoles vy tocotrienoles

Se ha reportado que el aceite de amaranto contiene cantidades del 2 al 7% de
escualeno (Becker et al., 1981), un hidrocarburo altamente insaturado, terpeno y
precursor bioquimico de esteroles, cuyos efectos antioxidantes y antitumorales en la

carcinogénesis estan cientificamente demostrados (Mlakar et al., 2009).

Conforti et al., (2005), estudiaron la actividad antioxidante de dos variedades de
Amaranthus caudatus. En su investigacién encontraron niveles muy diferentes (de
2.2% a 7.5%) de escualeno y actividad antioxidante pobre en extractos de metanol;
pero alta actividad antioxidante del escualeno en extractos de acetato de etilo y una
potente actividad antioxidante en extractos de hexano. Gonor et al., (2006),
investigaron la influencia de agregar aceite de amaranto o escualeno en la dieta para
pacientes con isquemia cardiaca e hiperlipoproteinemia. Se usaron diferentes
cantidades de escualeno dando como resultado efectos positivos: las dietas que
contenian 600 mg/por dia de escualeno proporcionaron una mejora en el estado
inmune, mientras que las dietas con contenidos de 200 a 400 mg/por dia

presentaban un efecto antioxidante.

De manera contradictoria, Tikekar et al., (2008), encontré baja contribucion a la
actividad antioxidante del escualeno en la prueba de Capacidad de Absorcion de
Radicales de Oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés), atribuyendo la actividad
antioxidante en las harinas de amaranto a la presencia de tocotrienoles en los
extractos. Los tocoferoles son componentes nutricionales que pueden actuar como
potentes antioxidantes que juegan un papel importante en la prevencion de diversas
enfermedades y pueden proteger a los lipidos insaturados y al colesterol (Brigelius-
Flohé et al., 2002). Lehmann et al., (1994), estudié el contenido de tocoferoles y
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tocotrienoles en semillas de amaranto y determinaron la presencia de a-tocoferol
(2.97-15.65 mg/kg), B-tocotrienol (5.92-11.47 mg/kg) y y-tocotrienol (0.95-8.69
mg/kg); algunas variedades de Amaranthus cruentus también contenian hasta 0.42

mg/kg de &-tocotrienol.

Kraujalis y Venskutonis (2013), realizaron una extracciéon de compuestos lipidicos
presentes en el amaranto y descubrieron que si bien el escualeno es un antioxidante
importante en amaranto, otros compuestos, muy probablemente tocoferoles, también
contribuyen a la actividad antioxidante general, porque la presencia de escualeno
solo no puede explicar valores altos obtenido para actividad antioxidante de los

extractos.

La identificacion de alimentos ricos en antioxidantes asi como los adecuados
métodos de procesamiento para preservar o mejorar su capacidad antioxidante
pueden resultar en la elaboracion de productos alimenticios con potenciales
propiedades asociadas a la proteccion de la salud (Alvarez-Jubete et al., 2010). Por
lo anterior, no solo es importante la identificacidon de nutrientes de interés en la
materia prima sino que se debe preservar la integridad y el efecto benéfico de dichos

nutrientes aun después del procesamiento previo a su consumo.
Proceso de Extrusion

Generalidades

El uso de los productos alimenticios que se elaboran a partir de amaranto esta
relacionado con el procesamiento exitoso en términos de propiedades funcionales
asi como en términos de valor nutritivo. El objetivo del procesamiento es mejorar o
desarrollar propiedades funcionales, pero no a expensas del valor nutricional
(Bressani, 1989). Muchos de estos procesos incluyen utilizacion de calor con el
objetivo de desactivar factores antinutricionales, mejorar la digestibilidad proteica,
promover la gelatinizacion del almidon o inhibir la oxidacion de lipidos (Menegassi et
al., 2011). Evaluaciones nutricionales en el grano de amaranto procesado muestran

gue cuando se realizan tratamientos térmicos en condiciones controladas se observa
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una mayor calidad en comparacion con el valor del grano crudo (Mendoza y
Bressani, 1987).

Los granos de amaranto pueden ser extrudidos para obtener harina de amaranto, la
cual tiene buen potencial como ingrediente para alimentos y puede utilizarse como
sustituto de harina convencional en un amplio rango de férmulas alimenticias
(Menegassi et al., 2011). La coccion por extrusion, es una de las técnicas usadas en
la industria de los cereales para producir una variedad de productos alimenticios. Es
un proceso de corto tiempo a altas temperaturas, el cual cocina, forma y seca el
producto en una operacion integrada (Moscicki y Van Zuilichem, 2011). La extrusion
es usada regularmente en el procesamiento de cereales y leguminosas para poder
obtener productos pre-cocidos y proteina vegetal texturizada (Mendoza y Bressani,
1987).

El proceso de extrusién consiste en hacer pasar un solido, por medio de un tornillo
sin fin, para cocer granos y cereales. Al equipo se le adapta una camisa por la que
circula vapor, alcanzando tratamientos de 130 a 170°C, y de 20 a 30 segundos, con
lo que se logra gelatinizar el almidén, destruir microorganismos e inactivar factores
antinutricionales (Badui, 1998). La exposicién a los efectos combinados de alta
presion, alta temperatura y cizalla conduce a varias reacciones y modificaciones en
la composicion nutricional de los materiales alimenticios, resultando en cambios en

las propiedades funcionales (Brennan, 2006).

Las condiciones de proceso durante la extrusion (alta temperatura y baja humedad)
favorecen las reacciones de Maillard que se producen entre grupos aminos y
azucares reductores, resultando en la pérdida de la biodisponibilidad de los
aminoacidos que participan en la reaccion y en la formacibn de compuestos
coloridos. La extrusibn también se puede causar el rompimiento de enlaces
peptidicos, reacciones de beta-eliminacion, oxidacion, desaminacion y racemizacion.
Los cambios que ocurren durante el proceso pueden ser simples o complejos, y
abarcan la gelatinizacion, solubilizacién y dextrinizacion o formacion de almidén

resistente, desnaturalizacion de proteinas, polimerizacion y texturizacion,
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desactivacion parcial o completa de enzimas, e inactivacion de factores
antinutricionales (Bjorck et al., 1983; Riaz, 2010).

Descripcion del Proceso de Extrusion

Los extrusores se componen de cinco partes principales: un sistema de pre-
acondicionamiento, sistema de alimentacion, un tornillo sin fin, barril, y dado. La
seleccidon de cada uno de estos elementos dependera de la materia prima utilizada y
del producto final deseado (Riaz, 2000). El efecto térmico en el extrusor puede variar
segun el disefio del mismo. Estos cambios son principalmente la fuente de calor, el
namero de zonas de calentamiento y el tiempo de residencia del producto dentro del
barril. Debido a que el mezclado y la transformacion de la materia prima requiere de
la participacion de la transferencia de energia, ya sea de origen térmico, como es el
sistema de calentamiento o enfriamiento utilizados o por la accibn mecanica que se
genera al aplicar el cizallamiento en el material. El éxito en la calidad del producto

final en el extrusor dependera del control del flujo de calor (Guy, 2001).

Velocidad del tornillo

La velocidad del tornillo es responsable del desarrollo de la cizalla, el tiempo de
residencia de la alimentacion y la disipacién del calor por energia mecanica dentro
del barril (Muthukumarappan y Karunanithy, 2012). Los extrusores se pueden dividir
en dos tipos de tornillos: extrusor de tornillo simple y tornillo de doble (twin screw).
Los extrusores de tornillo doble estan compuestos por dos ejes que giran dentro de
un solo barril, de forma co-rotativas o contra-rotativas. Los extrusores de un solo
tornillo, aunque son mas simples, son los extrusores mas comunes gue se aplican en

la industria alimentaria (Riaz, 2000).

Humedad de alimentacion

El contenido de agua juega un papel importante en la calidad final de los productos
extrudidos. La materia prima puede variar en su contenido de agua segun el cultivar,
las mezclas de cereales o las condiciones de almacenamiento. Por lo anterior, se

afiade agua a los granos o la harina hasta alcanzar la humedad deseada. La
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humedad puede agregarse al alimento, inyectarse en el barril 0 agregarse en forma
de vapor al preacondicionador o barril. La humedad es una variable critica con
influencia directa en la gelatinizacion del almidon, la dispersion de los ingredientes, la
desnaturalizacion de proteinas, la formacién de fluido viscoso y la lubricacion del
barril (Yu, 2011). El efecto del contenido de agua descrito en la literatura de manera
general sefiala una reduccién en la relacion de expansion con un aumento en la
humedad (Alvarez-Martinez et al., 1988).

Temperatura

La temperatura del barril tiene un efecto positivo sobre el grado de gelatinizacion del
almidon y la expansion del extrudido. Los estudios demuestran que la temperatura
elevada conduce a una mayor evaporacion de la humedad y a productos mas

expandidos al salir de la matriz (Muthukumarappan y Karunanithy, 2012).

Tamario de particula

El tamafio de particula también juega un papel importante en la distribucion de la
humedad, la transferencia de calor, la viscosidad y el producto final. Un producto
compuesto de particulas finas tendra buena estabilidad de agua, indice de absorcién

de agua y expansion (Riaz, 2000).
Efecto de los Componentes del Alimento Durante la Extrusion
Almidon

El almidon es una de las materias primas mas importantes en la industria alimentaria
y el componente principal durante la extrusion, ya que proporciona la estructura el
producto extrudido. Los granulos de almiddn se gelatinizan y dispersan durante la
extrusion, lo que resulta en la formacion de una fase continua dentro del extrusor
(Guy, 2001). Capriles et al. (2008) estudiaron el efecto de los métodos de
procesamiento en la digestibilidad del almidén de amaranto y encontraron que los
productos extrudidos presentaban un indice glucémico menor en comparacion con

otros métodos de coccion de amaranto como el hojuelado, el inflado y el tostado.
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Proteina

En la extrusion, la proteina forma una estructura continua similar al almidon en el
sentido de que las proteinas deben dispersarse desde su forma nativa a una masa
continua fluida dentro del barril (Guy, 2001). La proteina es de gran interés en el
grano de amaranto, debido a las cantidades relativamente grandes (15%) y por su
buen patron de aminoacidos esenciales, principalmente, el contenido de lisina
(Bressani, 1989). Mendoza y Bressani (1987) discutieron que el procesamiento del
grano de amaranto mediante la extrusion aumenta la disponibilidad de proteina, y
gue el aminoacido lisina sigue estando disponible de igual forma que en la materia

prima.
Lipidos

Los lipidos tienen dos funciones en el proceso de extrusion: pueden afectar en la
calidad del producto, y actuar como un lubricante durante el proceso, siendo el efecto
lubricante un factor que influye en una menor expansion del extrudido (Yu, 2011). El
amaranto contiene alrededor del 8% de grasa, un alto contenido en comparacién con
los cereales comunes (Rodas y Bressani 2009), por lo que el amaranto puede reducir
la expansion del producto final. Ramos-Diaz et al.,, (2017), reportaron que el
contenido de lipidos en amaranto influye en la extrusion por medio de una ligera
disminucién en la expansion de los extrudidos. Algunos estudios han reportado la
extrusion de amaranto previamente desgrasado para evitar la oxidacion de los lipidos
(llo et al., 2000) y la reduccion de la tasa de expansiéon (Chavez-Jauregui et al.,
2000), sin embargo, debe tenerse en cuenta que otros estudios como Rodas y
Bressani, (2009), han publicado la importancia del efecto beneficioso del perfil
lipidico de amaranto sobre la salud, como fuente de &cidos grasos insaturados y

escualeno.

Fibra

El amaranto tiene un mayor contenido de fibra soluble que la mayoria de los cereales

(Plate y Aréas 2002). El efecto mas notable de la fibra en las variables de respuesta
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de productos extrudidos es la disminucion en la expansion (Robin et al., 2011). De
manera inversa, el proceso de extrusion tiene un efecto benéfico sobre la fibra, al
presentarse un aumento en el contenido de fibra soluble después de la extrusion
debido a la fraccion de fibra insoluble que pasa a ser solubilizada durante el proceso
térmico (Capriles et al., 2008; Bjorck et al., 1984).

Variables Respuesta Evaluadas en Extrudidos de Amaranto

indice de Expansioén

La expansion es probablemente la respuesta mas estudiada en la investigacion de la
extrusion de amaranto. Esto debido al interés de obtener resultados texturales
similares a otros aperitivos extrudidos comerciales hechos de cereales
convencionales. La relacion de expansion aumenta con la disminucion del contenido
de humedad de la alimentacion y el aumento de la velocidad del tornillo y la
temperatura del barril (Yu, 2011; Muthukumarappan y Karunanithy, 2012). Chéavez-
Jauregui et al., (2000), trabajaron en la optimizacion del proceso de extrusion en
amaranto (Amaranthus caudatus L.), encontrando que las mejores condiciones de
expansion fueron con 15% de humedad de alimentacion y temperatura de 150°C. La
optimizacién propuesta por Chavez-Jauregui et al., (2000) se usa principalmente en
investigaciones que quieren incorporar al amaranto durante la extrusion de otros
cereales como maiz (Zea mays) y arroz (Oryza sativa) (Koepee et al., 1987; llo et al.,
1999), leguminosas como el garbanzo (Chavez-Jauregui et al., 2003), o mezclas con
verduras como la calabaza (Cucurbita maxima L.) (Peksa et al., 2016), resultando
estas en adiciones beneficiosas. Sin embargo, dicha optimizacion basd sus
resultados en propiedades texturales y fisicas tales como la relacién de expansion, la
resistencia al cizallamiento, el esfuerzo cortante, la densidad y la aceptabilidad de la
textura. Sin embargo, este trabajo no considerd aspectos nutricionales y funcionales
de interés como el perfil lipidico, el contenido fendlico, la retencion de vitaminas, el

efecto sobre el indice glucémico y la actividad antioxidante.
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Color

El color es un atributo fisico importante en el papel de la aceptacion sensorial del
consumidor. Menegassi et al., (2011), utilizando el método medicion de color usando
el colorimetro HunterLab, reportaron que los valores de color del amaranto
(Amaranthus cruentus L.) eran de 79.9 para el parametro de luminosidad denotado
por L; 2.1 para el parametro a*; 14.9 para el pardmetro b* resultados que
corresponden a una semilla blanca con un ligero tono amarillento. Sin embargo,
después de la extrusion, reportaron que una condicion de extrusion de 120°C y 15%
de humedad, los cambios de color fueron de 69.6 para L; 5.0 para a*; 19.1 para b*, y
la extrusion a 180°C y 25% de humedad tuvo los siguientes cambios en los valores
de color 58.7 de L; 8.01 de a*; 24.7 de b* mostrando asi una disminucién en los
valores L y un aumento en los valores a* y b* después de la extrusion. Esto esta de
acuerdo con lo reportado por llo et al., (1999), quienes encontraron una disminucion
en los valores L y un aumento en los valores a* y b* para la coccion por extrusion de
harina de arroz y mezclas de amaranto, atribuyendo estos cambios a reacciones de
pardeamiento no enzimatico y degradacion de pigmentos. Gearhart y Rosentrater
(2017) reportaron que ni la humedad ni el tamafio de particula tuvieron un efecto
sobre los valores de L, sin embargo, los valores de a* disminuyeron con la
disminucién del tamafio de particula y los valores b* se vieron afectados por los
parametros de humedad y tamafio de particula. Esto implica que los pardmetros
deben tener un equilibrio entre las propiedades quimicas y fisicas a fin de obtener
extrudidos con alta calidad nutricional y que también satisfagan la aceptacion
sensorial del consumidor tanto en los aperitivos de amaranto como en las mezclas de

amaranto.

Contenido de lisina

La lisina es el aminoéacido limitante en los cereales comunes, que son la mayoria de
los productos extrudidos. Por lo tanto, un enfoque en la retencion de lisina durante el
proceso de extrusién es de particular importancia. La pérdida de lisina puede tener

lugar cuando es extrudido en condiciones severas, como temperatura superior a
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180°C y humedad inferior al 15%, especialmente en presencia de azlcares
reductores que benefician la reacciéon de Maillard (Bjorck y Asp, 1983). Algunos
autores (Chavez-Jauregui et al., 2000; Koepee et al., 1987; Mendoza y Bressani
1987) han reportado que la extrusion no afecta la lisina disponible. Por otro lado,
Bressani et al. (1987) informaron que el proceso de inflado en amaranto causo una
disminucién del 19% de la lisina disponible en comparacién con la muestra cruda,
mientras que la extrusion no tuvo un efecto significativo sobre la pérdida de lisina,
proponiendo a la extrusion como un tratamiento térmico mas confiable en la

retencion de aminoacidos.

Perfil lipidico

Las investigaciones sobre la extrusibn de amaranto tienden a utilizar amaranto
desgrasado en su estudio, principalmente utilizan las condiciones de extrusion
propuestas por Chéavez-Jauregui et al., (2000). Sin embargo, para algunos de los
estudios realizados en grano integral, los resultados se muestran como sigue:
Ramos-Diaz et al., (2017) informaron que la extrusion redujo sustancialmente el
contenido de acido palmitico, oleico, linoleico y linoleico, y atribuye este
comportamiento a la formaciéon de complejos de amilosa-lipidos, mismos resultados
qgue se informaron en el trabajo de Capriles et al., (2008). Nsimba et al., (2008)
estudiaron la actividad antioxidante de diferentes extractos de amaranto, y sugieren
gue cada fraccion tiene su propio potencial antioxidante, por lo que el contenido de
lipidos en el amaranto puede tomarse en consideracidn como contribuyente a este

efecto.

Contenido fendlico

Akande et al., (2017) reportaron que el contenido de compuestos fendlicos en
mezclas de amaranto disminuy6 con la temperatura y la humedad de alimentacion.
Repo-Carrasco-Valencia et al., (2009) encontraron que la extrusion a 180°C redujo
los compuestos fendlicos totales de dos variedades de amaranto en un rango de 80 y
65% del contenido fendlico total. Por el contrario, Ramos-Diaz et al., (2017)

observaron una alta retencién de compuestos fenolicos después de la extrusion y un
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aumento de la misma en mezclas extrudidas con un aumento a medida que
incrementa el porcentaje de amaranto en la mezcla. Brennan et al., (2011) también
observaron una alta retencion de compuestos fendlicos posterior al proceso de
extrusion y explicaron que las diferencias reportadas en la literatura para los cambios
en la extraccion fendlica pueden deberse a una baja extraccion del método de
deteccion utilizado, atribuyendo las diferencias en los resultados a la formacion de un
complejo entre compuestos fenodlicos y proteinas desnaturalizadas, la cual tiene
como consecuencia una disminucién en la extraccion con algunos de los disolventes

utilizados en las técnicas de medicion de compuestos fendlicos.

Actividad antioxidante

Milan-Carrillo et al., (2012), realiz6 una extrusion de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) a 130°C con la que obtuvo un aumento en la capacidad
antioxidante atribuida a compuestos fendlicos. El tratamiento presentdé una
disminucién en el contenido de fenoles libres pero un incremento total en el
contenido fendlico por efecto del aumento en la cantidad de fenoles ligados. Por otra
parte, Montoya et al., (2014), estudio el efecto de la extrusion en la capacidad
antioxidante de amaranto atribuida a péptidos bioactivos, encontrando una
disminucién la actividad antioxidante por efecto del proceso. Estos autores
explicaron que esta disminucion en la actividad antioxidante fue debido a la
formacién de complejos entre el almidén, los lipidos y las proteinas durante el
proceso de extrusion, ya que al usar la enzima pancreatina para obtener hidrolizados

a partir de los extrudidos se obtuvo un aumento en la capacidad antioxidante.
Vitaminas

Los tratamientos térmicos tienen un efecto en general negativo sobre la retencion de
vitaminas, y la extrusion no es una excepcion. La vitamina E es uno de los nutrientes
estudiados en los granos de amaranto por sus propiedades en la dieta diaria.
Ramos-Diaz et al., (2017), realizaron extrusién a temperaturas de 140 a 160°C con
contenidos de humedad del 14 a 16% Yy reportaron que la extrusion redujo el

contenido detectable de a, By y tocoferol.
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Ensayos Biol6gicos

En un sentido amplio, los términos bioensayo o ensayo biolégico se refieren a
procedimientos para determinar la relacion entre agentes fisiologicamente activos y
el efecto que produce en un organismo vivo (Hoskins & Craig, 1962). Un bioensayo
tipico implica un estimulo aplicado a un sujeto donde la aplicacion del estimulo va
seguida de un cambio en alguna caracteristica medible del sujeto, en la que la
magnitud del cambio depende de la dosis. Por ejemplo, ganancia de peso del animal

de experimentacion (Saha, 2002).

Uno de los organismos mas populares en la realizacion de bioensayos es la rata
(Rattus rattus). La rata ofrece muchas ventajas sobre otros organismos, su fisiologia
es mas facil de controlar y se parece mas a la condicion humana correspondiente,
las ratas son un modelo excelente para enfermedades cardiovasculares y el tamafo
del animal mejora su uso como modelo de enfermedad donde se comporta el modelo
de rata mas como la enfermedad humana en formas importantes, incluida la
capacidad de los agentes ambientales como las toxinas, el estrés, la dieta y la
vacunaciéon. La rata se ha convertido en un modelo fisiol6gico y toxicolégico
estandarizado, particularmente en la industria farmacéutica (lannaccone y Jacob,
2009).

Las ratas han destacado ampliamente dada su similitud nutricional con los animales
monogastricos, por esta razon los requerimientos de nutrientes de la rata son
conocidos a mayor detalle que la de otros animales de laboratorio (Atondo, 1990).
Siendo en este caso, un modelo murino (bioensayo en ratas de experimentacion)

para conocer la calidad de la proteina en una dieta.

Las proteinas como nutriente se ven afectadas por la cantidad y la calidad, las
fuentes proteicas pueden clasificarse de buena, mediana y mala calidad segun su
eficiencia para ser utilizadas por el organismo y la calidad de la proteina considera la
cantidad aminoacidos esenciales y no esenciales, asi como su digestibilidad (Pellet,
1978).

28



Los ensayos bioldgicos estan sujetos a limitantes por lo que es importante considerar

lo siguiente:

1. Los resultados dependen del aminoacido limitante, de su disponibilidad y de su

balance y de la presencia o0 ausencia de otros factores.
2. Una proteina puede ser de alta calidad para un propdsito pero no para otro.

3. Los resultados son extrapolados de animales de experimentacion a humanos, por

lo que son indicadores, y pueden ser reforzados por otros analisis.
4. Los diferentes ensayos pueden proporcionar valores distintos (Mitchell, 1924).
Indicadores de Calidad Proteica

Razén de eficiencia de proteica (PER)

El PER (por sus siglas en inglés) se basa en que bajo condiciones controladas la
ganancia de peso del animal de experimentacién es proporcional al suministro de
aminoacidos esenciales. Por lo tanto el valor nutritivo puede predecirse en base a la
relacion entre la ganancia en peso y la cantidad de proteina consumida (Osborne et
al., 1919).

El método de PER se ve limitado en el sentido de que no considera la proteina de
mantenimiento del metabolismo y la excretada en las heces, asumiendo que la
totalidad de la proteina consumida se destina a la ganancia en peso. Por esa razén,
pese a que el PER es un método oficial existen modificaciones que dan lugares a

otras pruebas para bioensayo.

Razén neta de proteina (NPR)

De sus siglas en inglés net protein ratio; este método propuesto por Bender y Doell
(1957) es una modificacion del método PER. Esta diferencia se basa en el periodo
experimental (de 14 dias) y en incluir un grupo control de ratas con una dieta libre de
nitrégeno (DLN). Se basa en el uso de la dieta libre de nitrogeno para la correccion
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en peso debido a que no toda la proteina que se consume se destina a crecimiento,

sino que parte de ella se va a mantenimiento del balance cero.

Al término del experimento se calcula la ganancia en peso que resultdé de la
diferencia entre el peso final y el peso inicial por rata y por grupo, mediante la

siguiente ecuacion:

Ganancia en peso + Pérdida en peso del grupo DLN
NPR = (1)

gramos de proteina consumida

Digestibilidad aparente de nitrégeno (DAN)

Como se menciond anteriormente, no se puede asumir que toda la proteina de la
dieta es interpretada como ganancia en peso del animal de laboratorio, si no que
existe proteina destinada al mantenimiento metabdlico, asi como proteina que es
liberada en las heces. A la diferencia entre el nitrdgeno consumido en la dieta y la
cantidad de nitrégeno encontrada en las heces se le da el nombre de digestibilidad

aparente de nitrégeno (DAN).

El DAN se expresa como el nitrogeno del alimento menos el nitrégeno de las heces
con respecto al nitrdgeno de alimento expresado en porcentaje. La técnica asume
que del total del nitrégeno de la dieta, lo que no se aprovecha por el organismo
gueda en las heces. El calculo de la digestibilidad aparente de nitrégeno se expresa

de acuerdo a la ecuacion (Pellet, 1978):

(Nitrégeno consumido - Nitrégeno en heces )
= X100

DAN (%)

(2)

nitrégeno consumido

Digestibilidad verdadera de nitrégeno (DVN)

De forma complementaria al DAN la proteina residual que no procede de la dieta
puede determinarse a partir de dietas que no contienen nitrégeno, con ello se obtiene
la digestibilidad verdadera de nitrégeno (DVN). Este indicador considera que no todo
el nitrdgeno presente en heces proviene de la dieta sino que parte es proveniente de

la microflora (bacterias) del tracto digestivo y demas enzimas usadas en las
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diferentes funciones metabdlicas del organismo, se utilizd un grupo con una dieta

libre de nitrégeno (DLN) para el calculo de la digestibilidad verdadera de nitrégeno.

El porcentaje de digestibilidad se calcula mediante la siguiente ecuacion (Pellet,
1978):

(Nitrégeno consumido—(Nitrégeno fecal-nitrégeno fecal de DLN))

DVN (%) = X100 (3)

Nitrégeno consumido

Valor biolégico

Se define como la proporcién del nitrégeno absorbido que es retenido por el
organismo. Se asume que el nitrégeno ingerido que no es liberado en heces y orina

ha sido retenido y utilizado por el organismo.

Para determinar el nitrégeno fecal metabdlico y el nitrégeno urinario enddégeno de un
animal en reposo, se utiliza una dieta libre de nitrégeno y se mide el nitrogeno fecal y

urinario durante el periodo experimental (Mitchell, 1924).

La informacién generada se usa para determinar los indicadores de calidad proteica
como: Digestibilidad de Materia Seca (DMS), Digestibilidad Aparente de Nitrégeno
(DAN), Digestibilidad Verdadera de Nitrogeno (DVN) y Razon Neta de Proteina
(NPR).

Proteinas de Amaranto en Bioensayo

Las proteinas de origen animal son significativamente superiores en calidad a las
proteinas de fuentes vegetales. La diferencia es debida a una mayor
biodisponibilidad de su proteina y del patrén de aminoacidos esenciales que
satisface las necesidades de la dieta humana. Sin embargo, hay algunas
excepciones como la soya, la quinoa y el grano de amaranto, proteinas vegetales

gue se acercan a la calidad de la proteina animal (Bressani, 1989).

El valor nutricional de la proteina de amaranto es muy bueno, donde los valores de

PER han variado de 1.5 a 2.0 (corregido a la caseina 2.5) para el grano cocido, y su
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digestibilidad total es de alrededor del 90 por ciento. La proteina de amaranto (valor
biolégico de 75) se acerca mas que cualquier otra proteina de grano al equilibrio
perfecto de aminoacidos esenciales; valor de 100 en la escala de calidad de proteina
de los nutricionistas basada en la composicion de aminoacidos. Mientras que al
contrario las puntuaciones para el maiz son aproximadamente 44, trigo 60, soja 68 y
leche de vaca 72 (Ruskin, 1984).

Antinutrientes

De los datos mas importantes en el trabajo de Bresanni, (1989), se obtuvo que para
pruebas de razon eficiencia proteica (PER), en el grano crudo de amaranto el patron
de aminoéacidos no se ve reflejado en el valor de proteina. Esto debido a que el
grano procesado por coccién obtuvo un valor de calidad proteica mayor que el grano
crudo en todas las especies de amaranto revisadas. Ademas, cuando se procesa en
condiciones que no dafian la disponibilidad de aminoacidos esenciales, temperatura
superior a 180°C y humedad inferior al 15% (Bjorck y Asp, 1983), su calidad de
proteina es muy similar a la de la caseina (Mendoza y Bressani, 1987). Estudios
realizados por Bresanni (1989), y Onyango et al., (2017) han sugerido que esto
puede deberse a la presencia de factores antifisiolégicos tales como inhibidores de
tripsina y lectinas, aun cuando la cantidad presente de cada uno de éstos en el grano
de amaranto es muy pequefa (Bresanni, 1989). Esta informacion concuerda con lo
reportado por Pond, (1991), al estudiar variedades de A. hypochondriacus y A.
cruentus, los cuales tienen patrones de proteinas y aminoacidos de alto valor
nutritivo para el crecimiento, pero presentan un factor o factores inhibidores del
crecimiento en ambas especies. Connor et al., (1980), reportdé que un factor toxico
(hepatotoxico) presente en Amaranthus caudatus fue destruido por tratamiento
térmico, por lo que el procesamiento de calor apropiado puede ser importante para

maximizar el valor nutricional del grano de amaranto.

Contenido de Fibra

Uno de los factores que afectan la digestibilidad y la ganancia en peso en las dietas

de amaranto es el contenido de fibra. Pedersen et al., (1990), estudié el contenido
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de fibra en semillas de amaranto palidas y negras, donde las semillas palidas
contenian alrededor del 8% de fibra dietaria (FD) y las semillas negras alrededor del
16%. EIl nivel de fibra soluble (FS) fue constante (entre 2.5 y 4.2%), ademas la
fraccion de FS comprendia entre el 33 y el 44% de la fraccion de FD en las
variedades palidas, pero solo el 18% en las negras. Finalmente los resultados de su
estudio indicaron que las semillas péalidas crudas contienen factores que reducen la
palatabilidad y que este problema puede corregirse con el tratamiento térmico. A su
vez, sus resultados obtuvieron que para los tratamientos de inflado y de tostado de la
variedad de amaranto estudiada aumenté la proporcion de fibra soluble del 33 al 39%
y la digestibilidad aumentd en un 44 al 55% por efecto del tratamiento térmico.
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HIPOTESIS

El efecto de la humedad de alimentacion y la temperatura durante el proceso de
extrusion mejorara la calidad nutricional de la proteina y la actividad antioxidante en

harina a base de amaranto.

34



OBJETIVOS

General

Evaluar el efecto del tratamiento térmico por extrusiébn en la composicién quimica,
actividad antioxidante y calidad nutricional in vivo en harinas de amaranto

(Amaranthus hypochondriacus L).
Especificos

1. Establecer las condiciones de humedad de alimentacion y temperatura de la
cuarta zona del extrusor que permitan obtener un producto extrudido con
caracteristicas adecuadas y uniformes, que contribuya a la actividad antioxidante y

preserve su calidad nutricional.

2. Caracterizar fisica y quimicamente harinas de amaranto obtenidas por extrusion,

asi como grano sin procesar y amaranto inflado comercial.

3. Evaluar el efecto de la humedad de alimentacion y temperatura de extrusion sobre

la actividad antioxidante en harinas de amaranto.

4. Evaluar la calidad nutricional de las harinas de amaranto extrudidas por medio de
pruebas de calidad proteica y digestibilidad de nitrbgeno en animales de

experimentacion.
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se utilizé grano de amaranto sin procesar (Amaranthus hypochondriacus), y
amaranto inflado procesado por tostado comercial, que es la forma comun en la que
se encuentra disponible en el mercado. La materia prima fue adquirida por medio de
la comercializadora Quali para productos de amaranto con sede en el estado de
Puebla, México, productos considerados organicos y por lo tanto libres de pesticidas
agricolas que impidiera su consumo humano. La materia prima adquirida fue
transportada al Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos y
almacenadas de forma adecuada en un lugar libre de humedad y a temperatura

constante de 25°C.

Los reactivos utilizados en la determinacion del contenido de fenoles totales y las
pruebas de actividad antioxidante fueron: Folin-Ciocalteu 47641 Sigma, acido galico
G7384 Sigma, DPPH D9132 Aldrich, y ABTS 10102946001 Roche. Adquiridos por
parte de la comercializadora Sigma-Aldrich.

Andlisis Quimico del Amaranto

Se llevo a cabo la determinacién del andlisis quimico proximal de grano entero de
amaranto, para ello se utilizaran los métodos propuestos por la AACC (1999):
humedad (método 44-15), cenizas (método 08-12), proteina (método 46-13), y fibra
dietaria (método 32-05); métodos propuestos por la AOAC: grasa (método AOAC
2003.05).

Etapa Preliminar

La etapa preliminar consistio en definir una distribucion de tamafio de particula en la
molienda del grano de amaranto. Se utilizaron dos mallas de 0.5 o 0.8 mm.
También se evaluaron dos temperaturas de extrusién para la cuarta zona del
extrusor de 130 o 170°C; y dos humedades de acondicionamiento de las muestras
de 20 o 30% (p/p). Las variables respuesta evaluadas en los extrudidos fueron el
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diametro de expansion, los pardmetros de color L*, a* y b*, el contenido de fenoles
totales y las pruebas de actividad antioxidante por medio de inhibicibn de los
radicales ABTS y DPPH. Los resultados obtenidos se analizaron con la finalidad de

seleccionar las condiciones de proceso a utilizar en la etapa experimental final.
Proceso de Extrusion

Molienda de Amaranto

Después de verificar no se encontraran impurezas en el grano de amaranto
(particulas extrafias de hojas, ramas, piedras o insectos), la molienda se realizd con
un molino de matrtillo Christy Turner Ltd, (Christy & Norris modelo 8" Laboratory &
Soil Mill, Inglaterra) con un tamiz de 0.5 mm. El material molido se almacend en

bolsas de polietileno en refrigeracion a 4°C y en ausencia de luz.
Acondicionamiento

Se realiz6 un acondicionamiento del amaranto molido al cual se le agregd agua
destilada hasta alcanzar contenido de humedad correspondiente a la humedad de

alimentacion en el extrusor utilizando la siguiente formula:

(4)

M(Hum F — Hum 0)
mL de Agua =

100 — Hum F

Donde: M es la muestra en gramos, Hum F es el porcentaje de humedad deseado, y

Hum 0 es el porcentaje de humedad inicial del grano.

El agua se agreg6é gradualmente y fue homogenizada empleando para ello una
mezcladora (Kitchen Aid, modelo K45SSWH, U.S.A.), primero a baja velocidad y
posteriormente, una vez adicionado el contenido de agua, a velocidad moderada por
tiempo de 2 a 4 minutos. Finalmente se almacend por un minimo de 12 horas a 4°C

en bolsas de polietileno y en ausencia de luz.
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Extrusion

Cada grupo de material fue molido y acondicionado a su respectivo contenido de
humedad, tamizado para remover la presencia de grumos, y extrudido de manera
consecutiva. Empleando un extrusor de tornillo simple (Brabender Instruments,
modelo E 19/25 D (OHG Duisburg, Duisburg, Germany). El equipo consta de un
cafion separado en 4 zonas independientes de calentamiento/enfriamiento (1,300 W
cada una). Las temperaturas en el cafion fueron: 60, 90, 120°C en la primera,
segunda y tercera zona, respectivamente. La temperatura de la cuarta zona fue de
150 o0 180°C. Las condiciones que permanecieron constantes fueron: la velocidad de
alimentacion de 50 rpm, velocidad del tornillo de 130 rpm, tornillo con una razén de
compresion de 1 a 1, y didmetro del dado de 3 mm. Las condiciones de operacion
fueron combinaciones factoriales de las variables: 3 humedades de alimentacion (18,

25 0 32%) y 2 temperaturas en la cuarta zona del extrusor (150 o 180°C).
Secado y Molienda

Los extrudidos obtenidos fueron troceados y se les mido el diametro de expansion,
en el momento, posteriormente fueron secados en un secador tipo tunel con una
corriente de aire a una temperatura aproximada de 60°C en un tiempo de 30 minutos
hasta 1 hora. Posterior al secado los extrudidos secos se destinaron a la obtencion
de harina extrudida de amaranto, para ello fueron molidos nuevamente en el martillo
Christy Turner utilizando un tamiz de 0.5 mm, almacenados en bolsas de polietileno y

en un congelador (Torrey, modelo ch-15, México) a -20°C de temperatura.
Evaluaciones en Extrudidos
Fisicas

Indice de expansion

Se tomaron 20 muestras de extrudido al azar de cada uno de los 6 grupos de

tratamientos. Se utilizo un calibrador digital (Mitutoyo Corp., Modelo CD-6 CS,

38



Japén) midiendo el didmetro del extrudido en la parte media de la longitud del

extrudido muestra.

Medicion de color

La medicién de color se realizé utilizando un colorimetro de triestimulo Hunter Lab
(Hunter Association Laboratories, Miniscan XE Plus, U.S.A.) con el que se midieron

los parametros de L*, a*, y b* por triplicado.
Quimicas

Se realizé la obtencion de extractos a partir de 1 g de muestra de harina extrudida de
amaranto con 10 mL de metanol en tubos para centrifuga de 50mL, utilizando un
equipo de agitacion (Burrell Scientific Wrist Action, Model 75, pittsburgh,
Pennsylvania, U.S.A.) durante 30 minutos en ausencia de luz. Posteriormente se
colocaron en centrifuga (ThermoFisher Scientific, model Heraeus Primo R, U.S.A.) a
10,000 g, a 25°C durante 30 minutos para separar el precipitado del sobrenadante.
Los extractos decantados fueron preservados en congelacion a -20°grados de

temperatura.

Fenoles totales

El contenido de fenoles totales en el extracto se midi6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Mau et al. (2001), con modificaciones. El extracto sé homogeniz6 en un
equipo de agitaciéon vortex (Daigger Scientific Vortex Genie 2, model 3030A, U.S.A.)
se tomaron 10 pL y se depositaron en una microplaca de 96 pozos. Posteriormente
se agregaron 150 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu 2N en una relaciéon de 1:10
Folin-Agua ultra pura (miliQ), 120 pL de Carbonato de Sodio (Na,COj3; al 7%),
obteniéndose un volumen final de 280 uL por pozo; y el blanco utilizado fueron 10 pL
de metanol. La placa se incub6 en oscuridad y a temperatura ambiente (25°C)
durante 1 hora. La absorbancia se midi6 a 750 nm en un espectrofotometro de
microplaca (BIO-RAD Model xMark, U.S.A.) Los resultados fueron calculados por

medio de una curva estandar de acido galico.
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Curva de acido galico

Se utilizé acido gélico a partir de un stock de 0.24mg por mililitro de acido galico en
diluciones seriadas de 0.20, 0.16, 0.12, 0.08, 0.04, 0.02 y 0.01 mg por mL. Se realiz6
la prueba de Folin-Ciocalteu en las proporciones previamente mencionadas; los
valores de absorbancia obtenidos fueron graficados en una curva de absorbancia
contra concentracion, y reportadas como mg de equivalente de acido gélico (GAE,
por sus siglas en inglés) por cada 100 gramos de muestra.

Pruebas de Inhibicién de Radicales

Inhibicién del radical DPPH

La actividad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) se realiz6 de
acuerdo a la metodologia establecida por Molyneux, (2004), con algunas
modificaciones. Los resultados se reportaron como porcentaje de inhibicion, el cual
es el porcentaje en el cual la muestra atrapa al radica. El radical se preparé justo
antes de la determinacion, pesando 2.5 mg del radical comercial DPPH en 50 mL de
metanol, ajustando la absorbancia a 0.7 = 0.01 en una longitud de onda de 515 nm.
Se tomaron 50 microlitros de extracto, previamente homogenizado en agitador
vortex, se transfiri6 a una microplaca de 96 pozos y se mezclé con un volumen de
200 microlitros de soluciéon de radical. La solucion se homogenizo, se le realiz6 una

lectura a tiempo 0 y postreramente se incub6 por 30 min en la oscuridad.
El porcentaje de inhibicién se calcular4d mediante la siguiente formula:

Abs(0) - Abs(F)
Abs(0)

% de inhibiciéon = 100 (5

Donde: Abs(F) es la absorbancia del antioxidante a los 30 min, y Abs(0) es la

absorbancia del control a tiempo 0 min.
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Inhibicién del radical ABTS

La actividad antioxidante del radical acido 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfonico (ABTS) se realiz6 en base a la metodologia propuesta por Medina, (2010),

con modificaciones.

Para la preparacion de la solucion stock se realizaron 3 soluciones A, By C. Para la
solucion A se pesaron 19.3 mg de ABTS y se agregaron 5 mL de agua destilada,
homogenizado en agitacion vortex por 1min. Para la solucion B se pesaron 0.0378 g
de persulfato de potasio y se homogenizaron 1 ml de agua destilada en agitacion
vortex por 1min. Para la soluciéon C se prepard tomando 88 uL de la solucién B y
agregandolos a la solucion A, la mezcla homogenizada se dejé reposando en

oscuridad a temperatura ambiente en un periodo de 16 h.

Una vez finalizado el proceso de incubacion de la solucion C, se tomé 1 mL de la
solucion y se agreg6 etanol hasta ajustar a 0.7 + 0.02 de absorbancia a una longitud
de onda de 734nm.

Para la medicion de las muestras se utilizaron 50 uL de extracto previamente
homogenizado y se transfirid a una microplaca de 96 pozos y se mezclé con un
volumen de 200 pL de solucion de radical. La solucion se homogenizo, se le realizd

una lectura a tiempo 0 y postreramente se incub6 por 30 min en la oscuridad.

Los resultados se expresaron en % de inhibicion

Abs(0) - Abs(F)

A5 0) 100 6)

% de inhibicion =

Donde: Abs(F) es la absorbancia del antioxidante a los 30 min, y Abs(0) es la

absorbancia del control a tiempo 0 min.
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Ensayo bioldgico
Animales de Experimentacion

Para evaluar la calidad proteica del grano de amaranto, el amaranto inflado comercial
y las harinas extrudidas de amaranto se realiz6 un bioensayo murino de la siguiente
forma. Se realiz6 la prueba de Razon Neta de Proteina (NPR, por sus siglas en
inglés) con una duraciéon de 2 semanas posterior al tiempo de adaptacion de los
animales de laboratorio. La especie utilizada fueron ratas de laboratorio tipo
Sprague-Dawley de 21-23 dias de edad recién destetadas, todas de la misma colonia

y camada.

Al tener un peso de 50 gramos, las ratas fueron separadas por sexo, pesadas, y
seleccionando segun un peso promedio para formar cada uno de los grupos de
experimentacién, el cual consto de 2 machos y 2 hembras por grupo; siendo los
grupos las dietas de: semilla molida, amaranto inflado comercial, harina extrudida de
amaranto a 150°C y 18% de humedad (Ext15018), harina extrudida de amaranto

(Ext18032), Caseina como control y dieta libre de nitrégeno.
Dietas Experimentales

La elaboracion de dietas se realiz6 de acuerdo al método oficial (960.48) de la
AOAC, (2005). Las dietas se disefiaron en funcién del contenido de proteina de las
materias primas, ajustando al mismo contenido de proteina (al 10%) y fibra con
ingredientes: caseina de referencia como fuente de proteina en la dieta control,
mezcla de sales como fuente de minerales, mezcla de vitaminas, aceite de maiz
como fuente de grasa, y celulosa como fuente de fibra. La composicidon de las dietas
utilizadas en el presente estudio se presenta en la Tabla 2. Las dietas utilizaron
como base al grano de amaranto sin procesar, amaranto inflado comercial o
amaranto extrudido (se consideraron las dos condiciones extremas de extrusion,
150°C y 18% y 180°C y 32% de humedad). Adicionalmente se formulé una dieta
control de caseina, y una dieta libre de nitrogeno.
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Tabla 2. Formulacién de dietas experimentales.

Dieta Base Aceite Vitaminas Azlcar Minerales Fibra Almidéon

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Caseina 11.16 800 200 500 300 800 62.84
Grano de Amaranto 68.97 3.76 2.00 0.00 3.00 3.22 19.06
Amaranto Inflado 58.82 4.02  2.00 000  3.00 3.03 29.12
coixgg‘?/;ddoeiﬁizccl:a 46897 376 200 000 300 018 22.10
Coixgg;jddoeﬁ?nogga 46897 376 200 000 300 018 2210
Libre de Nitrtégeno  0.00 800  2.00 500  3.00 800 74.00

Dietas formuladas en base a el método oficial (960.48) de la AOAC, (2005)
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Periodo Experimental

Una vez formados los grupos se ordenaron las ratas de acuerdo al tratamiento
experimental, colocando a los animales en forma individual en jaulas de acero
inoxidables codificadas con su propio comedero y bebedero; también se colocaron
charolas de papel en la parte inferior de la jaula para la recoleccion de heces, orina 'y
alimento que la rata tirase. La etapa de adaptacion a la dieta y a la estancia aislada
en la jaula de acero inoxidable fue de 24 horas. El estudio comenz6 al momento con
duracion de 2 semanas en condiciones controladas de temperatura a 25°C, humedad
relativa de 65-80%, ciclos de iluminacion de 12 horas luz-oscuridad. El alimento y el

agua fueron suministrados ad-libitium.

Se registraron datos cada tercer dia, los cuales fueron: gramos de alimento
consumido, el total de heces presentes en la charola y el incremento en peso de
cada animal. Las heces recolectadas se secaron en una estufa (Thelco Precision
Scientific Lab, Model 130, U.S.A.) a 50-55 °C por 12 h previo a la medicion del peso,
posteriormente se molieron y se les determiné el contenido de proteina por el método

de micro Kjeldahl usando el factor de conversion de nitrégeno de 6.25.

La ganancia en peso, consumo de proteina y NPR para cada rata y por grupo de las
dietas de prueba se tabul6 y se compararon los resultados con los obtenidos por el

grupo con dieta de referencia (caseina).
Disefio de Experimento y Andlisis Estadistico

Se utilizé un disefio factorial de 2 factores con 2 y 3 niveles, respectivamente. Los
factores fueron la temperatura de la cuarta zona de calentamiento en el extrusor, con
2 niveles (180 o 150°C), y la humedad de alimentacién con 3 niveles (18, 25 0 32%)

del contenido de humedad.

Para la etapa del bioensayo se utilizé un disefio completamente al azar, donde los
tratamientos fueron el grano de amaranto molido, el amaranto inflado comercial, la

harina extrudida a condiciones de 180°C y 32% de humedad, la harina extrudida a
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condiciones de y 32% de humedad, la harina extrudida a condiciones de 150°C y

18% de humedad, y la dieta de caseina como referencia.

Los datos de todas las determinaciones fueron analizados por medio de un analisis
de varianza (ANDEVA) y una prueba de Tukey para comparaciones de medias. El
ANDEVA se llevé a cabo con el software estadistico Statistical Analysis System

(SAS, 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resumen de |la Etapa Preliminar

Durante la etapa preliminar, en el proceso de extrusion se utilizaron 2 tamices de
molienda (0.5 o 0.8 mm), 2 niveles de temperatura (170° o 130°C) y 2 niveles de
humedad (20 o 30%), (datos no presentados). En base a los resultados se
selecciond el tamiz de 0.5 mm, ya que el menor tamafio favorecioé la homogeneidad
del producto extrudido y presentd menor cambio en los parametros de color L*, a* y
b* con respecto al amaranto sin extrudir. Para la etapa final de procesamiento se
modificé la temperatura de la cuarta zona de extrusion a 150 o 180°C, ya que las
temperaturas de 130 o 170°C no se presentd interaccion con la humedad de
alimentacion, y donde la temperatura de 170°C fue benéfica en todas las variables
respuesta y de igual manera las condiciones de humedad de alimentacion se
modificaron a 3 niveles con 18, 25 o 32% para evaluar si a estas condiciones se
presentaba un efecto por parte de la humedad de alimentacion en las variables

respuesta.
Analisis Quimico del Amaranto

Los resultados de la composicion proximal tanto de la materia prima como del
amaranto inflado comercial y extrudido se presentan en la Tabla 3. ElI amaranto
inflado presentd un mayor contenido de lipidos y un menor contenido de ceniza
(p<0.05), no se presentaron diferencias significativas en el contenido de proteina
(p>0.05). El amaranto inflado present6 mayor contenido de lipidos por lo que podria
indicar el uso de algun aceite como lubricante durante el procesado comercial,
mientras que el menor contenido de ceniza podria sugerir la pérdida del pericarpio
durante el tratamiento térmico. El amaranto presenta alto contenido de proteina,
lipidos y cenizas comparado con otros cereales como por ejemplo el trigo que
presenta del 9-12%, 1.6-1.8% y 1.5-1.7% de estos componentes, respectivamente; y
el maiz que reporta del 7-9%, 4-5%, y 1-1.5%, respectivamente (USDA, 2018).
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Tabla 3. Comparacion de medias de la composicion quimica del grano amaranto sin

procesar, inflado y extrudido.

Muestra Proteina Grasa Ceniza
(%) (%) (%)
Grano de amaranto 17.14+2.86 a 6.61+£0.07 b 3.25+0.02 a
Amaranto inflado 17.47+£1.08 a 7.73+0.13 a 3.06 £0.03b
Amaranto extrudido 17.77 £0.52 a 7.08+0.72b 3.40+0.15a

Resultados reportados en base seca como el promedio + desviacion estandar.
El amaranto extrudido a las condiciones de 180°C y 32% de humedad.
Valores con la misma letra para la misma columna no presentan diferencias significativas P>0.05

47



Los resultados para la determinacion de fibra soluble e insoluble se presentan en la
Tabla 4. Los resultados muestran diferencias significativamente mayores en el
contenido de fibra soluble e insoluble posterior al tratamiento térmico tanto para el
amaranto inflado como para el amaranto extrudido. Lo anterior coincide con Capriles
et al., (2008), y Bjorck et al., (1984) quienes reportaron un aumento en el contenido
de fibra soluble después de la extrusion. Pedersen et al., (1990), trabajaron con
semillas de amaranto palidas y negras, y reportaron que el proceso de inflado y
tostado aumento la proporcion de fibra soluble del 33 al 39%; lo cual puede interferir
con la digestion y absorcion de nutrientes y tener efectos adversos durante las

evaluaciones nutricionales en el ensayo murino.
Evaluaciones Fisicas

indice de Expansion

Los resultados del analisis de varianza (ANDEVA), del valor F, del efecto de la
humedad de alimentacion (HA) y temperatura (T) de extrusion sobre el indice de
expansion de los extrudidos se presentan en la Tabla 5. El indice de expansién fue
afectado muy significativamente (P<0.01) por HA y T, asi como por su interaccion
(HA x T). Siendo HA quien presenté el mayor efecto en la variable respuesta.

En la Figura 2 se muestran los resultados del indice de expansion para los 6
tratamientos a 2 niveles de temperatura (180 o 150°C) y 3 niveles de humedad (18,
25 0 32%). El mayor indice de expansion se obtuvo al nivel intermedio de HA (25%),

siendo los resultados significativamente (P<0.05) diferentes de la HA del 18 y 32%.

A su vez, la interaccion de 25% (HA) x 180°C (T) fue significativamente mayor
(P<0.05) a la interaccién de 25% (HA) x 150°C (T). La mayor expansion se obtuvo
a la mayor temperatura, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura por
Muthukumarappan y Karunanithy (2012), quienes afirmaron que a mayor
temperatura se promueve un mayor grado de gelatinizacién del almidon, y también
un incremento en la evaporaciéon de la humedad, lo cual crea la formacion de

burbujas y expansion del producto.
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Tabla 4. Contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble en amaranto sin

procesar, inflado y extrudido.

Fibra Dietaria Insoluble  Fibra Dietaria Soluble Fibra Total'

Muestra
(%) (%) (%)
Grano de
6.73+0.02c 1.95+0.31b 8.68+0.28b
amaranto
Amaranto
_ 8.44+0.15b 1.71+0.35Db 10.15+0.50b
inflado
Amaranto
_ 9.98+0.83 a 2.81+0.30a 12.79+0.86 a
extrudido

1 . . . . . .
El contenido de fibra total se obtuvo por medio de la sumatoria de la fibra insoluble y soluble.

Resultados reportados en base seca como el promedio + desviacion estandar.

Valores con la misma letra para la misma columna no presentan diferencias significativas P>0.05
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Tabla 5. Andlisis de varianza, valor de F, del efecto de la humedad de alimentacion
y temperatura sobre el indice de expansion de los extrudidos de amaranto.

F
Fv! GL2
indice de expansion
Humedad de B
Alimentacion (HA) 2 93.99
Temperatura (T) 1 28.91 **
HAXT 2 12.66 **
Error 114
Total 119

" Fuente de variacion
2 Grados de libertad
** muy significativo (P<0.01)
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Figura 2. Efecto de la humedad de alimentacién y temperatura sobre el indice
de expansién de los extrudidos de amaranto. Las barras indican desviacion
estandar.
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En los resultados también se observa un comportamiento no lineal para la expansién
por efecto del contenido de humedad, siendo tanto el nivel de humedad inferior como
el superior, 18 y 32%, no significativamente diferentes entre ellas, pero
significativamente menores al nivel intermedio (25%) (P<0.05). Esto puede deberse
a que la humedad juega un papel importante en la expansién de los extrudidos pero
también presenta un efecto lubricante que podria disminuir la presion en el extrusor y
contrariamente reducir la expansion del producto final; mismo efecto lubricante que

puede presentarse por la accion de los lipidos (Yu, 2011).

Ramos-Diaz et al., (2017), estudiaron el efecto de la incorporacion de amaranto o
quinoa en expandidos a base de maiz, y reportaron que la adicion de amaranto, y por
tanto de lipidos, disminuyé ligeramente la expansion de los extruidos. Bhatnagar y
Hanna, (1994), discutieron que la formacién de complejos de amilosa-lipidos durante
la extrusidon puede afectar las propiedades fisicoquimicas de los extrudidos como son
la reduccién del diametro de expansion y la densidad aparente. En base a lo anterior
y a nuestros resultados la baja humedad (18%) del extrudido podria favorecer la
interaccion del contenido lipidico con las cadenas de amilosa dando la formacién de
complejos que afectan la expansion del extrudido; mientras que en la humedad del

32% la menor expansion podria deberse a un efecto lubricante por parte del agua.

Medicién de Color

Los resultados del ANDEVA, del valor F, del efecto de HA y T de extrusion sobre los
pardmetros de color L*, a* y b* de los extrudidos se presentan en la Tabla 6. El
parametro L* presentdé un efecto significativo (P<0.05) por T, mientras que el
parametro b* presentd un efecto significativo (P<0.05) por HA.

Parametro L*

Los resultados del parametro L* (brillantez) se muestran en la Figura 3. Como se
indicé en el ANDEVA, los resultados no presentaron efecto por HA x T, siendo
Gnicamente significativos por efecto de T donde el valor de L* a 150°C fue menor con

respecto a la temperatura de 180°C.
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Tabla 6. Analisis de varianza, valor de F, del efecto de la humedad de alimentacion

y temperatura sobre los parametros de color de los extrudidos de amaranto.

F
FV! GL?
L a b
Humedad de .
Alimentacion (HA) 2 2.23 NS 1.76 NS 4.00
Temperatura (T) 1 8.82* 0.29 NS 2.32NS
HAXT 2 2.42 NS 0.14 NS 0.29 NS
Error 12
Total 17

" Fuente de variacion

2 Grados de libertad

* significativo (P<0.05)

NS no significativo (P>0.05)
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre el valor L* (brillantez) en amaranto
extrudido. Las barras indican desviacion estandar.
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El grano de amaranto sin extrudir obtuvo una L* = 85.25, siendo los tratamientos
posteriores a la extrusibn menores (P<0.05). El menor cambio en el parametro L*
(mayor L*) se obtuvo a la temperatura de 180°C con el menor nivel de HA (18%).
Mientras que la mayor disminucion en L* fue mayor para T de 150°C con respecto a
T de 180°C, siendo los resultados significativos por efecto de la temperatura de
extrusion (Tabla 6). La disminucién en la brillantez posterior al proceso de extrusion
de amaranto concuerda con lo reportado en la literatura (Menegassi et al., 2011; llo
et al.,, 1999). Todos los tratamientos presentaron menor brillantez con respecto al
amaranto sin extrudir (L* = 85.25), aunque la magnitud del oscurecimiento posterior a
la extrusion fue menor al reportado en estudios de Menegassi et al., (2011), quienes
obtuvieron un valor L* de 69.6 y 58.7 para extrusiones de 120°C con 15% humedad,
y 180°C con 25% de humedad respectivamente. Menegassi et al., (2011) explica sus
resultados en color debido a la participacion de la reaccion de Maillard, es decir,
encafecimiento no enzimatico promovida por la condensacion de grupos amino,
principalmente lisina y azlUcares reductores a lo cual se le atribuye el oscurecimiento
de los extrudidos lo cual se evidencia por una disminucion en el parametro de color
L*. Se ha reportado que el efecto de las altas temperaturas y la baja actividad de
agua benefician la reaccién de Maillard (Badui 2006), lo que podria indicar una
menor pérdida de lisina por efecto de la reaccion de Maillard en las condiciones de

proceso.

Parametro a*

Como se indico en el ANDEVA (Tabla 6.) los resultados no presentaron diferencias
significativas por efecto de HA, T, ni su interaccion (P>0.05). El promedio de los

tratamientos para el valor +a* fue de 2.90+0.21.

El valor +a* para el grano de amaranto sin extrudir fue de 2.46, siendo
significativamente menor (P<0.05) a los extrudidos, es decir, los extrudidos son mas
rojos. Si bien el aumento en +a* por efecto del proceso de extrusion coincide con
otros autores (Menegassi et al., 2011; llo et al., 1999; Gearhart y Rosentrater 2017).

Al menos para las condiciones de HA y T utilizados en este disefio experimental el
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cambio en el parametro a* no presentd una tendencia por efecto de las condiciones
de extrusion en el grado de pigmentacion del producto y por tanto no es viable como
un indicador de las transformaciones en el amaranto, como puede ser la perdida de

lisina por efecto de la reaccion de Maillard.
Parametro b*

Los resultados del parametro +b* (color amarillo) se muestran en la Figura 4. Como
se indic6 en el ANDEVA (Tabla 6) solo la HA presento efecto significativo en el valor
+b* (p<0.05). La humedad de alimentacién elevada produce extrudidos mas densos,
lo cual podria explicar el aumento en el color al aumentar HA, esto posiblemente
debido al cambio en la estructura macromolecular en los componentes del producto

lo cual reduce su expansion y forman materiales mas compactos (Ding et al., 2006).

Al comparar los extrudidos con respecto al grano sin procesar se obtuvo un aumento
significativo (p<0.05) en +b* por efecto de la extrusion siendo este mayor, es decir,
color mas amarillo (b* = 15.29). Comportamientos similares fueron previamente
descritos por Menegassi et al., (2011), y Gearhart y Rosentrater (2017), es decir un

aumento en la pigmentacion posterior a la extrusion.

Quimicas

Contenido de fenoles

Los resultados del ANDEVA, del valor F, del efecto de HA'y T de extrusiéon sobre el
contenido de fenoles totales y capacidad inhibitoria de radicales DPPH y ABTS de los
extrudidos se presentan en la Tabla 7. Todas las variables respuesta fueron
afectadas muy significativamente (P<0.01) por HA y T, asi como por su interaccion

(HA x T), siendo HA quien presentd el mayor efecto.

Los resultados para el contenido de fenoles totales se muestran en la Figura 5. Se
observa una tendencia lineal decreciente a medida que aumentaba HA del 18 al
25%, permaneciendo sin cambio al nivel de humedad de 32%. Para el efecto de T,

de manera general, se obtuvo un mayor contenido de compuestos fendlicos a la
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Tabla 7. Analisis de varianza, valor de F, del efecto de la humedad de alimentacion
y temperatura sobre el contenido de fenoles totales y porcentaje de inhibicidn de los

radicales DPPH y ABTS de los extrudidos de amaranto.

F
Fvi GL?
Fenoles DPPH ABTS
Totales
Humedad de - - -
Alimentacion (HA) 2 30.35 506.81 188.15
Temperatura (T) 1 24.12 ** 80.85 ** 39.05 **
HAXT 2 9.61 ** 11.81 ** 11.48 **
Error 90
Total 95

1 Fuente de variacién
2 Grados de libertad
** muy significativo (P<0.01)
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temperatura de 150°C en comparacion a la de 180°C, independientemente de la
humedad de alimentacion. Se obtuvo un efecto de la interacciéon HA x T, donde los
resultados para la HA del 25% con T de 180°C, 32% con 150°C, y 32% con 180°C no
presentaron diferencias significativas (P>0.05), y siendo los 3 tratamientos con el

menor contenido de fenoles totales.

En los resultados se obtuvo una disminucion en el contenido de fenoles por efecto
del procesamiento de extrusion a excepcion del tratamiento de HA 18% a T de 150°C
el cual no presento diferencias significativas con respecto al grano de amaranto sin
extrudir (10.45+£1.37 mg GAE/100g de muestra). La disminucion en el contenido de
compuestos fenodlicos puede deberse a que el tratamiento térmico por extrusion
promueve la polimerizacién de algunos compuestos fendlicos y los vuelve menos
extraibles, como puede ser la formacion de una matriz proteica compleja que dificulte
la extraccion de los compuestos (Brennan et al., 2011), por lo que seria pertinente
profundizar en la eficiencia de cada solvente para la extraccion de compuestos
fendlicos en amaranto, asi como cuantificar los compuestos fendlicos ligados, ya que
se ha reportado que el procesamiento por extrusion puede favorecer la liberacion de
estos compuestos unidos quimicamente a la matriz alimentaria (Brennan et al.,
2011).

Wang et al., (2014), menciona diversos estudios de tratamiento térmico para
diferentes fuentes botanicas, donde el tratamiento por extrusion resulto ser perjudicial
en la extraccion de compuestos fendlicos. Zielinski et al., (2006), realizaron un
estudio sobre el trigo sarraceno “buckwheat” (Fagopyrum esculentum Moench L),
otro pseudocereal que ha ganado popularidad por sus caracteristicas nutricionales y
antioxidantes, donde se reporté una disminucion de hasta 3 veces del contenido de
fenoles totales posterior al proceso de extrusion. Lo anterior se atribuye a reacciones
de descomposicion o descarboxilacion de algunos compuestos fendlicos vy
polimerizacion de fenoles, ademas de una tendencia decreciente tanto para el
contenido fendlico total como para el contenido total de flavonoides cuando se
incrementaron la humedad de la alimentacion y la temperatura de extrusion (Brennan
etal., 2011; Wang et al., 2014).
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Actividad Antioxidante

Inhibicion del radical DPPH

La actividad antioxidante medida como porcentaje de inhibicion del radical DPPH de
los extrudidos de amaranto se presenta en la Figura 7. Los resultados presentaron
un efecto muy significativo por la efecto de HA, T y la interaccién HA x T (Tabla 7).
Se observa que independientemente de la temperatura de extrusion, los porcentajes
de inhibicién disminuyeron al aumentar la humedad de alimentacion y por otro lado,
independientemente de la humedad de alimentacion, la temperatura de 150°C
presentd mayor porcentaje de inhibicion que la de 180°C. Los tratamientos
presentaron una tendencia similar a la obtenida para los compuestos fendlicos
totales, siendo un comportamiento lineal por parte de la temperatura para los niveles
de HA del 18 y del 25%, hasta el nivel de 32%, el cual no fue significativamente
diferente (P>0.05).

Inhibicién del radical ABTS

La actividad antioxidante medida como porcentaje de inhibicion del radical ABTS de
los extrudidos de amaranto se presenta en la Figura 8. Los resultados presentaron
un efecto muy significativo por la efecto de HA, T y la interaccion HA x T (Tabla 7).
De manera similar al DPPH, independientemente de la temperatura de extrusion, los
porcentajes de inhibicion disminuyeron al aumentar la humedad de alimentacion, al
igual que independientemente de la humedad de alimentacion, donde el mayor
porcentaje de inhibicion se presenté a HA del 18% con T de 150°C, el porcentaje de
inhibicion disminuyd a medida que aumentaba HA, hasta el 32% el cuyos resultados

no fueron significativamente diferentes (P>0.05) a HA de 25%.

Se obtuvieron resultados similares al comportamiento de los resultados previamente
mencionados para el DPPH, aunque con resultados mas favorables para el ABTS.
Para ambos radicales el tratamiento de 150°C y 18% de humedad obtuvo la mejor
capacidad antioxidante (12.79% para el DPPH y 41.71% para el ABTS).
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Figura 6. Efecto de la temperatura de extrusiébn y humedad de alimentacion
sobre la actividad antioxidante medida como porcentaje de inhibicion del
radical DPPH en amaranto extrudido. Las barras indican desviacion estandar.
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Los resultados encontrados en el presente estudio estan de acuerdo con lo realizado
por Kraujalis et al., (2013), quienes trabajaron con diferentes partes anatémicas de
Amaranthus hybridus, encontrando mayor actividad antioxidante para el radical ABTS
en extractos metandlicos (70:30) de semillas de amaranto; y con lo reportado por
Repo-Carrasco-Valencia et al., (2009), quienes estudiaron 2 variedades de A.
caudatus en donde reportaron tanto una disminucion en la actividad antioxidante por
efecto de la extrusion como una mayor inhibicién por parte del radical ABTS ante al
DPPH. Este comportamiento puede atribuirse a la participacion de compuestos
antioxidantes de caracter lipidico ya que, aunque ambos radicales DPPH y ABTS
utilizan mecanismos relacionados a la transferencia de electrones y transferencia de
atomos de hidrogeno, el ABTS presenta mejor adaptacion para medir compuestos
tanto hidréfilos como lipofilos, mientras que DPPH principalmente componentes
hidrofilicos (Londofio, 2012)

Correlacion Entre Compuestos Fendlicos y Actividad Antioxidante

La correlacion entre la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales para
los tratamientos de extrusion se presenta en la Tabla 8. La correlacion fue muy
significativa (P<0.01) para los 3 resultados, siendo la mayor entre el DPPH y ABTS
con una r = 0.972, ya que los resultados de inhibicién tanto para el radical ABTS
como DPPH presentan una tendencia similar para todos los tratamientos de HAy T
en ambas pruebas, es decir, una mayor actividad antioxidante a T de 150°C y
descenso en la actividad antioxidante a medida que aumentaba HA.

La correlacion entre el contenido de fenoles y el DPPH fue de r = 0.827, muy
significativa (P<0.05). Por ultimo tenemos la correlacion entre el ABTS y el contenido
de fenoles con r = 0.773 (P<0.05). Dicha correlacion se debe a que los compuestos
fendlicos son compuestos bioactivos presentes en fuentes vegetales, los cuales se
ha asociado que su consumo en la dieta puede proteger de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo (Alvarez-Jubete et al., 2010). La correlaciéon
obtenida para el ABTS y el contenido de fenoles es mayor que la reportada por

Repo-Carrasco-Valencia et al., (2009) (r = 0.584) pero menor que la reportada por
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Tabla 8. Coeficientes de correlacion (r) entre el contenido de fenoles totales y

pruebas para actividad antioxidante.

DPPH ABTS Fenoles Totales
DPPH 1 0.972 ** 0.827 **
ABTS 1 0.773 **
Fenoles Totales 1

** Muy significativo (P<0.01)
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Pasko et al., (2009), r = 0.98; y Kraujalis et al., (2013), r = 0.95 para Amaranthus
hybridus. Para los 2 ultimos puede explicarse por las diferencias en la metodologia,
ya que dichos autores utilizaron una extraccibn secuenciada con diferentes
solventes, lo cual permitié la extraccion de otros compuestos de naturaleza lipidica.
En el caso de Repo-Carrasco-Valencia et al., (2009), estas variaciones podrian
deberse a la cantidad de compuestos lipidicos con actividad antioxidante presentes

en cada diferente variedad de amaranto.

Existen diferencias entre los ensayos antioxidantes del ABTS y el DPPH, como
puede ser la solubilidad del extracto. Dicho factor puede afectar la capacidad de los
antioxidantes para reaccionar con diferentes radicales (Pellegrini et al., 2003). Si bien
ambos radicales utilizan mecanismos de donacion de electrones o atomos de
hidrogeno, presentan diferencias en su afinidad por la naturaleza del extracto, siendo
mayor la afinidad del DPPH a compuestos hidrofilicos, mientras que en caso del
ABTS su afinidad es para ambos compuestos hidrofilicos y lipofilicos (Ott et al.,
2015).

Ensayo Biologico

Los resultados para las pruebas de calidad proteica se muestran en la Tabla 9. Para
la prueba de NPR se obtuvo que el tratamiento por extrusién a 18% de humedad de
alimentacion con temperatura de 150°C no presentd diferencias significativas con
respecto al control de caseina (4.33). A su vez, el tratamiento por extrusion a 32%
de humedad de alimentacion con temperatura de 180°C, a pesar de ser
significativamente diferente al control de caseina, obtuvo valores altos de NPR
(4.11); siendo ambos tratamientos de extrusion superiores a los resultados obtenidos
por el control de grano y al amaranto inflado comercial. También se puede observar
gue no se presentaron diferencias significativas entre el amaranto inflado y el grano
molido de amaranto sin tratamiento térmico. Los valores de NPR comparables a la
caseina indican un buen perfil de aminoacidos, con presencia de aminoacidos

esenciales y buena digestibilidad.
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Tabla 9. Resultados de las pruebas de calidad proteica in vivo.

Tratamiento NPR! DAN? DVN?
Grano de amaranto 3.81+£0.14c 78.76 £1.23 ¢ 83.01+£1.10c
Amaranto inflado 3.76 £0.05¢c 81.24+£1.49bc 84.55+1.33bc
PALAA0ALN0C CON 4321005 BL94£105h  85.00%0.92 be
BaI00 8 LB0C CON  411+003b  8336+0.65b  86.72+0.65b
Caseina 4.33+0.15a 88.08 +1.98 a 91.40+1.40a

lNPR, razén neta de proteina

ZDAN, digestibilidad aparente de nitr6geno

3 . A s
DVN, digestibilidad verdadera de nitrégeno

Los resultados se reportan como el promedio + desviacion estandar. Valores con la misma letra para

la misma columna no presentan diferencias significativas P> 0.05
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Un bioensayo mide el efecto de un estimulo aplicado a un sujeto de experimentacion,
el cual puede ser medido por un cambio en una magnitud de respuesta (Saha, 2002).
La prueba de razon neta de proteina (NPR) es la medicion de la ganancia en peso
por efecto de la calidad proteica corregida considerando un grupo control alimentado
con una dieta libre de nitrégeno (Bender y Doell 1957). En base a los anteriores
resultados se puede afirmar que las condiciones de extrusion empleadas
posiblemente lograron inactivar compuestos antinutricionales en el amaranto, por lo

gue su calidad proteica fue mejorada.

Estudios en amaranto (Pedersen et al., 1987a) han reportado la presencia de
factores antifisiologicos como acido fitico, el cual forma complejos insolubles con la
proteina y la vuelve menos susceptibles a la actividad de enzimas digestivas
(Knuckles et al., 1985); inhibidores de tripsina e inhibidores de quimotripsina. Sin
embargo, al ser dichos antinutrientes termolabiles, estos pueden ser degradados por
efecto del tratamiento térmico (Pedersen et al., 1987a). Algunos autores han
reportado una mejoria de la calidad nutricional posterior al tratamiento térmico, ya
sea por la inhibicion de antinutrientes (Pedersen, et al., 1987b; Bressani, 1989), o por
el aumento en la digestibilidad (Bejosano y Corke 1998). Por otra parte otros autores
afirman que el inflado es un tratamiento térmico deficiente debido a la pérdida de
calidad proteica que este implica (Gamel et al., 2004). Bressani et al., (1987)
informaron que el proceso de inflado en amaranto causo una disminucion del 19% de
la lisina disponible en comparacién con la muestra cruda, la cual se puede atribuir a
la perdida de lisina por efecto de la reaccion de Maillard (Bejosano y Corke 1998),
siendo dicho tratamiento térmico menos efectivo comparado con otros tratamientos
como la coccién (Onyango et al., 2017), o la extrusibn para el caso de las

condiciones utilizadas en el presente experimento.

La prueba de digestibilidad aparente (DAN) y verdadera de nitrdgeno (DVN), toman
otras consideraciones en los resultados de un ensayo de calidad proteica. La prueba
de DAN considera que no toda la proteina de la dieta se traduce en ganancia en
peso, ya que existe proteina destinada al mantenimiento metabdlico, asi como

proteina que es liberada en las heces; mientras que la prueba de DVN considera que
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no todo el nitrdgeno presente en heces proviene de la dieta sino que parte es
proveniente de la microflora (bacterias) del tracto digestivo y demas enzimas usadas

en las diferentes funciones metabdlicas del organismo (Pellet, 1978).

Entre los resultados de DAN y DVN no se presentaron diferencias significativas entre
las dietas para los tratamientos de extrusion a 150°C y 18% de humedad vy el
extrudido a 180°C y 32% de humedad, siendo ambos menores y significativamente
diferentes a la dieta de caseina, pero mayores que los controles de grano y amaranto
inflado. Para ambas pruebas la dieta de grano de amaranto obtuvo las menores
digestibilidades, esto atribuido a los factores antifisiologicos los cuales interfieren con
la digestibilidad de la proteina. También se puede considerar la participacion de la
fibra, la proteina asociada a la fibra generalmente tiene una baja digestibilidad, y a su
vez la fibra dietética aumenta la excrecion endoégena de nitrogeno fecal (Shah et al.,
1982).

De manera general se observan resultados positivos para el ensayo biologico,
existiendo una tendencia favorable por parte de la extrusidn, y pese a la inevitable
variacion propia de cada sujeto experimental al ser un organismo vivo con

metabolismo Unico.

69



CONCLUSIONES

Se obtuvo un efecto en la actividad antioxidante y calidad nutricional de la proteina
de amaranto por parte de la humedad de alimentacién y temperatura de extrusion.
Siendo la humedad de alimentacion la condicion que méas afectdé las variables

respuesta.

Se obtuvieron extrudidos con caracteristicas deseables con las condiciones de
extrusion utilizadas. EI mayor indice de expansion a la humedad de alimentacion del

25% con temperatura de 180°C.

Se presentd una disminucién en los parametros de color por efecto de la extrusion,
siendo los menores cambios para la mayor temperatura, y a la menor humedad. El

proceso de extrusion aumento la cantidad de fibra total en el amaranto.

Las condiciones de humedad de alimentacion y temperatura presentaron un efecto
en la actividad antioxidante, siendo las condiciones de 150°C y 18% de humedad las
que preservaron el contenido de compuestos fendlicos totales detectables. Se
obtuvo mayor porcentaje de inhibicion para método del radical ABTS con respecto al
radical DPPH

Las dietas elaboradas por extrusion presentaron mejor calidad proteica que el grano
crudo y que el amaranto inflado. Donde la dieta elaborada a partir del tratamiento a
temperatura de 150°C y 18% de humedad obtuvo resultados comparables de NPR a

la dieta control de caseina.

El proceso de extrusién es una buena alternativa para el procesamiento térmico de
amaranto, ya que a condiciones adecuadas permite preservar la capacidad
antioxidante del grano y a la vez mejora la calidad proteica y digestibilidad de la

proteina.

70



RECOMENDACIONES

Los resultados presentaron tendencias similares a las reportadas para otras
variedades de amaranto (Amaranthus cruentus y Amaranthus caudatus). Sin
embargo seria de interés estudiar si las condiciones de extrusion utilizadas durante
el experimento presentan diferencias puntuales entre el grano claro y el grano
oscuro. Ya que se ha reportado mayor cantidad de compuestos fendlicos en el grano
oscuro y estos pueden traer un beneficio a la actividad antioxidante pero una
desventaja para el estudio de calidad proteica.

Existen tendencias para los cambios en el color posterior al tratamiento térmico pero
seria conveniente un analisis que permite conocer exactamente que
transformaciones en los compuestos son responsables de los cambios en los
parametros L*a*b*, la cual permita obtener informacién de la transformacion y

degradacion de nutrientes en base al color.

Si el tipo de extrusor lo permite, utilizar condiciones de humedad de alimentacion
menores a las utilizadas en este experimento. Esto debido a la tendencia en la
disminucién de la actividad antioxidante expresada como porcentaje de inhibicion del

radical al aumentar la humedad de alimentacion.

Realizar un estudio enfocado a la correlacion entre los resultados de actividad
antioxidante in vivo e in vitro podria reforzar los conocimientos sobre la actividad de

los compuestos presentes en amaranto.

Realizar un estudio comparativo para la extraccion con diferentes solventes para
compuestos fendlicos libres y ligados, y compuestos lipidicos presentes en amaranto

con actividad inhibitoria de radicales libres.

Finalmente, se puede afirmar que el estudio es candidato a un disefio de
optimizacién para las variables de respuesta de expansion, actividad antioxidante y

calidad proteica.
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