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RESUMEN

Se determiné la composicion quimica de dos variedades de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.), una variedad negra (Brunca) y una variedad roja
(Chirripo). Se determiné el contenido de residuo indigerible mediante un estudio
de digestibilidad in vitro y se analizo el contenido de celulosa y pectina presentes
en el residuo indigerible. Se analizo ademas, el efecto de la adicion de una
celulasa y una pectinasa sobre la digestibilidad in vitro y la aceptacién general del
frijol, Desde el punto de vista de tamano, las dos variedades anaiizadas son
similares (p > 0,05). Los frijcles negros tienen una tasa de absorcion de agua
mayor que los rojes (p < 0,05}, un mayor contenido de proteinas, un menor
contenido de carbohidratos y un menor contenido de grasa en comparacion con
los rojos (p < 0,05). Ambos presentaron contenidos de cenizas similares (p > 0,05).
El frijol negro presenta un contenido de residuo indigerible de 59,1% y el rojo de
59.8% (p > 0,05) y de celulosa entre un 13,0 y un 11,7% m/m (p > 0,05). Los
frijoles rojos tienen mas pectina (5.2% m/m) que los negros (4,4% m/m) (p < 0,05).
El empleo de una pectinasa a una concentracion de 1,0 % mv/m incremento la
digestibilidad in vitro de ambas variedades de frijol, entre un 12 y un 13%. El
incremento en digestibilidad fue proporcional a la concentracion de enzima.
Sensorialmente, los frijoles fueron evaluados con una caiificacion menor que el
frijol sin tratamiento (p < 0,05). Al empiear un 1,0 % m/m de celulasa, se obtuvo un
incremento en la digestibilidad in vitro del frijol rojo cercaro al 12% y mencr al 5%
en el frijol negro (p < 0,05). Los porcentajes de aceptacion con celulasa fueron
altos y ligeramente mayores al frijo! sin tratamientc (p > 0,03). Los resultados de
esta investigacion permitiran desarrcllar alternativas industriales para lograr un
mayor grado de digestibilidad dei frijol, reducir significativamente la flatulencia y los
efectos nocivos a la saiud humana asociados a ella, y mejorar la aceptabilidad en

las poblaciones donde los frijoles son parte de la cultura y tragicion aiimentaria.



I. INTRODUCCION

Las leguminosas, entre ellas los frijoles, constituyen una fuente importante de
proteinas y calorias; contribuyen con un 15 a un 25% de la ingesta diaria de estos
nutrientes, en la mayoria de los paises del area centroamericana. Es un producto
que tradicionalmente ha estado en la dieta de los costarricenses; es consumido
por el 96,7% de los hogares (Ministerio de Salud, 1996), con un consumc
promedio de 52,6 g per capita por dia (CITA, 1999). Son un recurso barato de fibra
dietética, ademas de que son bajos en grasa y altos en carbohidratos complejos
(Chau & Cheung, 1997; Gustafsson & Sandberg, 1995; Tovar, 1994; Cuauhtemoc,
1993; Marques et al., 1993; Hughes, 1991; Reddy et al., 1984).

No obstante su alto valor alimenticio, la digestibilidad de las leguminosas se ve
afectada por la presencia de factores antinutricionales: inhibidores de tripsina, de
a-amilasa y hemaglutininas, fitatos y taninos. La aceptacion de las ieguminosas
esta también restringida por la presencia de compuestes que causan flatulencia,
entre ellos, el almidon resistente, los oligosacaridos de [a familia de la rafinosa
(rafinosa, estaquiosa y verbascosa) y los componentes de la fibra dietetica
(Carmona et al, 1996; Occena et al., 1996 a, b; Tovar, 1994, Annison & Topping,
1994; Borejszo & Khan, 1992: Carmona et al, 1991; Nnana & Phillips, 1990;
Englyst & Cummings, 1990; Nanna & Phillips, 1990; Englyst & Hudson, 1987;
Tomkinson, 1986; Ready et al., 1984; Fleming, 1981; Bressani & Elias, s.f.).

El sistema digestivo humano carece de las enzimas capaces de hidrolizar cierto
tipo de compuestos que estdn presentes en las leguminosas, entre ellos,
carbohidratos complejos como la ceiulosa y la pectina, los cuales al no ser
digeridos ni absorbidos por el organismo, pasan al intestino grueso, donde son
fermentados por las bacterias colénicas alli presentes, produciendo grandes
cantidades de gas, diarrea y dolores abdominales. Esto no sdlo provoca una

menor utilizacion de los nutrientes sinc que también restringe la aceptacion y el
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consumo de los frijoles (Occena ef ali.. 1996 a, b; Tovar, 1994. Borejszo & Khan,

1992: Nanna & Phillips, 1990. Tomkinson, 1986; Reddy et al.. 1984; Fleming,
1981).

En virtud de lo anterior y ante {a escasa informacion acerca de los polisacaridos no
almidonosos (PNA) que causan flatulencia en el frijol comun costarricense
(Phaseolus vulganis, L.), se plantearon como objetivos fundamentales de este
estudio. en primer lugar la cuantificacion de dos de los principales PNA, celulosa y
pectina, presentes en dos variedades de frijol comin consumidas en el pais (una
variedad roja y una variedad negra). En segundo lugar, la determinacion dei efecto
de la adicion de dos enzimas comerciales. una pectinasa y una celulasa. sobre !a

digestibilidad in vitro y la aceptacion del frijol.

Dada su importancia en la dieta costarricense. este esfuerzo, cuyo proposito es
mejorar la digestibilidad y aceptabilidad del frijol. redundara en mayores beneficios
nutricionales, particularmente en aquellos sectores tales como nifios de corta
edad, vegetarianos y cierto grupo de adultos mayores. cuya fuente primordial de
proteina y de hierro son las leguminosas. Asimismo, la industria podra disponer
de un tratamiento que podria ser incorporado a los distintos procesos productivos.

permitiendo que los consecuentes beneficios sean accesibles a la poblacidén en

general.



II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Cuantificar los principales polisacaridos no almidonosos (celulosa y pectina)
causantes de flatulencia en dos variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
y determinar el efecto de la adiciéon de una pectinasa y una celulasa comerciales

sobre su digestibilidad y aceptabilidad.
2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Analizar la composicién quimica (sélidos totales, humedad, proteina, grasa,
cenizas y carbohidratos totales) de dos variedades de frijol comun
(Phaseolus vuligaris) consumidas en Costa Rica: la variedad Chirripo (roja) y la

variedad Brunca (negra).

2.2.2 Conducir un estudio de digestibilidad in vitro para determinar el contenido de

residuo indigerible.

2.2.3 Determinar el contenido de celulosa y pectina presentes en el residuo

indigerible.

2.2.4 Determinar el efecto de la concentracion de una pectinasa y una celulasa

sobre la digestibilidad in vitro.

2.2.5 Con la concentracion de enzima seleccionada, determinar la aceptacién

general del producto para cada variedad y cada enzima estudiada.
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3.1 Valor nutricional de las leguminosas

Las leguminosas constituyen un alimento basico y tradicional en la dieta de
muchos paises, incluyendo la India, Meéxico, Africa, Centro y Suramerica
(CITA, 1999; Gustafsson & Sandberg, 1995, Cuauhtemoc, 1993;
Reddy et al,, 1984; Bressani & Elias, s.f.).

Desde el punto de vista nutricional, los frijoles son una fuente importante de
nutrientes, principalmente proteinas. Contienen una alta proporcion de
carbohidratos, siendo el almidon el mas abundante. Son también fuente de
fosforo, hierro y ciertas vitaminas hidrosotubles. Contienen ademas. cantidades
apreciables de fibra y poca cantidad de grasa (Navarrete. 1999; Gustafsson &
Sandberg, 1995; Cuauhtemoc, 1993, Marques et al, 1993; Borejszo & Khan,
1992; Reddy ef al, 1984; Bressani & Elias, s.f.). Contraric a las fuentes de
proteina y de hierro de origen animal, los friioles son una fuente relativamente

barata de estos nutrientes (Gustafsson & Sandberg, 1995; Cuauhtercc, 1993).
3.2 Factores que limitan la digestibilidad y aceptacion de las leguminosas

Existen factores adversos que limitan ia digestitilidad de las leguminosas y come
consecuencia, afectan también su aceptabilidad; por un lado, la presencia de
factores antinutricionales y por otre, su composicion en oligosacaridcs,
pclisacaridos complejos y otros compuestos, que causan flatulencia {Navarrete,
1999: Carmona et al., 1996, Carmona et al, 1981: Nnana & Phillips, 1990;
Bressani & tlias. s.f.; Reddy et al., 1984 Fleming, 1987},



La digestibilidad del aimidén de las leguminosas se ve afectada por la forma
estructural de la pared celular y la presencia de factores antinutricionales:
inhibidores de w-amilasa, hemaglutininas, fitatos y taninos (Chau & Cheung, 1997).
Después de los cereales, los frijoles comunes {(Phaseolus vulgaris) son fuentes
naturales de inhibidores de «-amilasa, los cuales en el caso del frijol. se reportan
como glicoproteinas, que se inactivan con el tratamiento termico {Berre Anton et
al., 1997; Carmona et al, 1996, Boreszo & Khan, 1992; Lajolo et al.. 1991}. Se ha
propuesto que fos inhibidores pueden ser una reserva de proteina ¢ una defensa
endogena contra insectos o reguladores metabdlicos y han sido recomendados,
por algunos autores. en el control de dietas y el tratamiento de pacientes
diabeticos, ya que disminuyen la hidrolisis del almidén en el intestino y como
consecuencia reducen la concentracion de glucosa e insulina sérica, ademas de
que aumentan el metabolismo de los acidos grasos no esterificados del tejido

adiposo (Lajolo et al., 1991).

Los fitatos (hexafosfato de inositol) representan un grupo de compuestos que
tienen una influencia negativa en las propiedades nutricionales de varios
alimentos. En la naturaleza se encuentran gran cantidad de inositoles
polifosforilados (Jiménez, 1996) como fitina, fitato o acido fitico (acido mio-inositol
hexafosforico). Al pH fisiolégico, la molécula de fitato esta cargada negativamente
y forma quelatos con varios elementos minerales como hierro, zinc, magnesio y
calcio, formando compiejos insolubles que no son absorbibles (Ockenden et al.,
1997, Gustaffson & Sandberg, 1995; Sandberg & Svanberg, 1991). Los frijoles
contienen cantidades importantes de fitatos; la cantidad de acido fitico se
encuentra entre 0,54 y 1,58% (Gustaffson & Sandberg, 1995). Jiménez (1986)
encontro que el frijol crudo de la variedad Talamanca (negro) contiene 0,34% de
acido fitico, el cual se mantiene constante durante el remojo. pero disminuye con
el proceso de germinacion. Los fitatos también inhiben la accion de la pepsina

sobre las proteinas (Vaintraub & Bulmaga, 1991).
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Los taninos son polimeros ricos en compuestos fenolicos que se encuentran
presentes en las hojas, madera, flcres y semillas de plantas como frijol. Ei tipo de
taninos presentes en el frijol son los taninos condensados (proantocianidinas). los
cuaies son polimeros flavonoides solubles en agua. con uniones carbono carbono
unidos a monomeros individuales de flavonoides iJiméenez. 1996) Al igual gue
los fitatos, los taninos limitan la biodisponibiliidad de los minerales; no se destruyen
con el tratamiento termicoe y son capaces de formar complejos cen la proteina,
interfinendo con la digestibilidad dei frijol (biodisponibilidad de los carbchidratos y
proteinas), con la utilizacion de macronutrientes (Carmona ef al.. 1996) y la
biodisponibilidad de wvitaminas y minerales (King Thom et al.. 1998 Los
polifenoles tambien tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad de la fitasa

(Gustafsson & Sandberg, 1995).

La lignina es un polimerc complejo basado en unidades de fenilpropano
(derivados de los alcoholes fendlicos sinapol. coumarol. coniferol y cinamol), por lo
tanto no es un polisacarido (Asp & Gurr, 1994: Asp & Johansson. 1984)
Normalmente esta asociada ai resto de los componentes estructurales de la pared
celular y es altamente resistente a la digestion, por lo que muchos autores
incluyen a Ia lignina dentro de la fibra dietetica. La lignina puede interactuar con
componentes polisacaridos e inhibir también la accidon de ciertas enzimas

(Sewalt et al.. 1997).

Otro factor que afecta la digestibilidad del frijci es la baja solubiidad vy
digestibilidad de las proteinas, la cuai impide la hidratacion de la molecula proteica
y protege a 'os enlaces peptidicos del ataque enzimatico (Marques ef a/.. 1993,
Bressani & Elias, s.f.). La digestibiidad de ia proteina de ias leguminosas esta
limitada no solo por ia estructura proteinica. sino también por !a presencia de
factores antinutricionales tales como inhibidores de tripsina, fitatos y taninos (Chau
& Cheung, 1997). Los fitatos inhiben ia accién ce la pepsina sobre ias prcteinas;

siende esta inhibicion maxima a pH de 2 a 3 La actividad inhibitoria se manifiesta



cuando el fitato esta enlazado a un sustrato protéico (Vairtraub & Bulmaga. 1591).
Caracteristicas propias del individuo tambien afectan la digestibilidad proteica.
come por ejemplo, su capacidad para hidrolizar este tipo de compuestos debido a

un tiempo de reaccion insuficiente o al paso muy rapido a traves del intestino

La flatulencia es una de las principales restricciones que tiene el consumo de
legumincsas Los compuestos mas importantes causantes de flatulencia en frijol
son el almidoén resistente. los oligosacandos de la familia de la rafinosa (rafinosa.
estaquiosa y verbascosa) y los componentes de |a fibra dietetica (Occena et al..
1966 a y b: Tovar. 1994. Annison & Topping, 1994: Borejszo & Khan. 1992:
Englyst & Cummings, 1980; Nanna & Phillips, 1890; Englyst & Hudson. 1987;
Tomkinson. 1986; Ready et al., 1984: Fleming. 1981).

Los oligosacaridos de la familia de la rafinosa no son digeridos por el hombre
porque la mucosa intestinal carece de la enzima hidrolitica u-1,6—ga|actosidash y
son incapaces de pasar a través de la pared intestinal. Estos azucares son
metabolizados por la microflora del tracto intestinal bajo. produciendo grandes
cantidades de dioxido de carbonc e hidrégeno, metano en menor proporcion y
acidos grasos volatiles (Occena et al., 1996 a y b; Tovar. 1994; Borejszo & Khan.

1992: Nanna & Phillips, 1990 Tomkinson, 1286; Fleming, 1981).

Los productos finales de la fermentacion colénica influyen en la fisiologia del
intestino grueso y del metabolismo hepatico (Tovar, 1994; Fleming, 1991). El
grado de fermentacion y el rango y naturaleza de los productos formados depende
de los tipos de fibra consumidos. Los acidos grasos de cadena corta: acetico,
propionico y butirico producidos. reducen el pH y alteran el balance de
microorganismos en el colon. El acido outirico aparentemente es usado como
fuente energetica por las ceélulas del colon. mientras que Ics acidos propidnico y

acetico son absorbidos en la sangre y pueden ser utilizados por el higado y otros



tejdos como precursores de lipidos y azucares, respectivamente; ¢ pueden ser
usados directamente como energia. En pequenas cantidades. l0s gases
producidos por la fermentacion colonica (hidrogeno. dioxido de carbono y metano)
pueden ser absorbidos en la circulacion y expiran en los pulmones. En grandes
cantidades. sin embargo. pueden causar flatulencia. dolor intestinal, diarrea. etc.

(Tovar. 1994. Cummings, 1991 Fleming, 1991).

Se sabe que una cantidad importante del almidon escapa a la digestion; entre un
10% y un 15% del almidon de las legumincsas no se digiere ni absorbe en el
intestino delgado (Navarrete, 1999: Tovar, 1994) e ingresa al intestino gruesc,
donde junto con los w-galactosidos es fermentado por la microflora colonica. El
almidén resistente, no digerido, consiste basicamente en amilosa retrogradada
(que resiste el ataque enzimatice y que se produce despues de enfriar el almidén
que ha sido calentado) y almidon fisicamente inaccesible (Navarrete. 1999; Melito.
1998. Tovar. 1994; Holm et al., 1987). El almidon resistente es fermentabie en
grado variable en el intestino grueso y contribuye por tanto, junto con los

oligosacaridos, en la produccion de flatulencia (Tovar. 1994).

Se ha comprobado que aun después de eliminar los oligosacaridos, todavia se
produce flatulencia en cantidades apreciables (Reddy et al.. 1984; Fleming, 1981).
por lo que se presume que. ademas de las proteinas indigeribles, el almidén
resistente y los azucares de la familia de la rafinosa. existen otros compuestos que
también causan problemas de flatulencia. Entre ellos, han sido sugeridos ciertos
componentes de la fibra dietetica. denominados por Englyst y Cummings (1990)

como los polisacaridos no almidonosos (PNA).



3.3 Procesos que mejoran la digestibilidad del frijol y eliminan problemas

asociados a la flatulencia

La mayoria de los factores antinutricionales son destruides. al menos
parctalmente, durante la coccion (Carmona et al. 1996;. Otros procesos que
mejoran la digestibilidad del frijol son: el cocimiento a presién o autoclavado. la
extrusion, el tostado. la germinacion. la seleccion genética. la fermentacion y los
tratamientos alcalinos y enzimaticos, entre otros (Rodriguez-Burger et al.. 1998,
Chau & Cheung, 1997. Occena et al., 1996 a y b: Gustafsson & Sandberg.1995;
Jyothi & Sumathi, 1895: Barampama & Simard. 1895, Bonilla & Rcdriguez. 1998,
Shekib. 1994: Occena. 1994; Sambudi, 1994; Marques et al., 1993; Abia et al.
1993, Borejszo & Khan, 1992; Sandberg & Svanberg. 1991, Nanna & Phillips,
1990 Liet al.. 1990C).

El incremento en la digestibilidad debido al remojo. posterior eliminacion del agua
de remojo y tratamiento térmico. puede atribuirse no solo a la eliminacion de
azucares solubles con el agua de remojo, sino también debido a que la mayoria de
los factores antifisiclogicos son termolabiles y se eliminan con el tratamiento
téermico (inhibidores de tripsina, inhibidores de amiiasa pancreatica.
hemaglutininas y lectinas) (Navarrete, 1999. Rodriguez-Burger ef af. 1998:
Cuahtemoc, 1993 Bonilla et al., 1991: Jaffe, 1977).

Segun Chau & Cheung (1997), el decrecimiento en los niveles de antinutrientes
durante el tratamiento térmico se debe a la degradacion térmica v
desnaturalizacion de los mismos, asi como también a la formacion de complejos
insolubles, y parcialmente, a un efecto de remocion durante la hidratacion. El
decrecimiento de los factores antinutricionales produce una mayor digestibilidad
de la proteina y del almidén. Ademas. el hinchamiento de ios granulos del aimidon
al disociarse y romperse. el rompimiento de la estructura proteica. asi como la

desintegracion fisica de la semilla y la activacidon de algunas enzimas hidroliticas
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endogenas. hacen 2l sustrato mas accesible al sitio activo para la hidralisis con lo
que se obtiene una mayor digestibilidad (Navarrete, 1599: Chau & Cheung. 1997,
Barampama & Simard, 1995. Annison & Topping, 1984. Cuantemoc. "983: Bonllla
et al.. 1991. Tomkinson. 1986. Jaffe. 1977). Occena (1994) serala que Ia
gelatinizacion dei almidén por si scla no es el unico factor que interfiere en el
incremento de la digestibiidad del almidéon Al realizar una preincubacion con
pepsina, encontro que parte del almidon se encuentra encapsulado en ia matriz de
la proteina, la que al desintegrarse iibera el aimidon gelatinizado. el cual es
hidrolizado por la w«w-amilasa. Chau & Cheung (1997) encontraron gue la
digestibilidad in wvitro del almidon es mayor qgue la digestibilidad in vitro de la
proteina. debido en prmer lugar a que las globulinas (proteinas de
almacenamientc mayorntanamente presentes en las leguminosas). son
intrinsecamente mas resistentes a la protedlisis y en segundo lugar. al
embebimiento y ruptura de los granulos de almidon y a la activacion de algunas

enzimas hidroliticas endogenas como !a amilasa y la fosforilasa.

Periago et al. (1997) al estudiar los efectos de los metodos de coccién domestico e
industriales sobre el contenido de polisacaridos no almidonoss iPNA) y la
digestibilidad in vitro del almidon en garbanzos. concluyeron que la cptmizacion
del tiempo y condiciones de coccion, asi como también los metodos empleados en
su determinacion. son muy importantes cuando se quiere usar las .eguminosas
para mejorar el manejo de dietas. Estos autores encontraron que el tratamiento
termico produce un 'ncremento tanto en los PNA totales como en fos PNA solubles
y el almidon lentamente digerible, pero produce una reduccion en la fraccion de
PNA insoluble y del almidén resistente (AR)., mostrando valeres mas aitos de AR
en los domesticos. Aparentemente. segun ellos, algun material insoluble se
depolimeriza y se vuelve soluble. como consecuencia del procesamiente.
Concluyeron que los frijcies cocidos industrialmente tienen menos probiemas de

flatuiencia.
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Estos hallazgos estan en contraposicion con lo encontrado por Svandberg ef al.
(1997). quienes determinaron que los tratamientos térmicos severos (de
microcndas) solubilizan y degradan los polisacaridos no almidonosos solubles.
especialmente las sustancias pecticas. debido a que las pectinas son sensibies a
temperaturas elevadas en condiciones ligeramente acidas y son degradadas a
productos de bajo peso molecular a través de una reaccion de (-eliminacion
Segun estos autores, los tratamientos térmicos severos tambien solubilizan la fibra
dietética insoluble por rompimiento de los enlaces glicosidicos. con o que el

resultado final es un contenido menor de fibra dietética total.

Por otra parte. Marques et al. (1993). indican que el tratamiento térmico produce
un incremento en la fraccion de fibra inscluble, debido a la formacion de complejos

de esta fraccion de la fibra con proteinas y aminoacidos.

Aun cuando algunos autores senalan que los taninos son resistentes al
tratamiento térmico (Carmona et al.. 1996), tanto Bressani & Chon (1986) como
Chau & Cheung (1997) encontraron que estos compuestos se reducen con la
coccion. al igual que las catequinas, el almidon total y los azucares totales.
Li et al (1993) encontraron que el remojo previo a la coccién decrece las
actividades inhibitorias de la tripsina. quimiotripsina y «-amiasa y que Ia
combinacion de ambos mejora significativamente la disgestibilidad in vitro de la

proteina de los frijoles.

El efecto de! tratamiento térmico también se manifiesta sobre el contenido de
fitatos. Gustafsson & Sandberg (1997} demostraron que el remojo y el tratamiento
termico logran activar las enzimas fitasas endogenas, reduciendo el contenido de

fitatos.



Bressani et al. {1981) en un estudio sobre el efecto del tratamiento térmice sobre
los inhibidores de tripsina y el contenide de taninos en muestras crudas de
diferente coloracion. encontraron que los frijoles rojos presentaron el mayor
contenido de taninos. sequido de los negros y por ultimo Ics biancos.  Sin
embargo. la concentracion de tanincs en frijoles negros y rojos cocidos fue muy
similar, lo cual sugiere la activacion de algunas enzimas endogenas que favorecen
la eliminacion de estos compuestos. Resultados similares fueron reportados por
Mendoza et al. (1990) en un estudio de 20 cultivares de frjoi. Estos autores
encontraron que |os frijoles rojos crudos presentan un mayor contenido de taninos
en comparacion con los negros, sin embargo, éstos se reducen con la coccion,
permanectendo un contenido mayor de taninos en i0s frijoles negros cocidos que

en los rojos.

Las diferencias en los efectos del tratamiento termico scbre los diferentes
componentes, encontradas por los distintos autores, pone de manifiesto la
importancia indiscutible de definir para cada variedad. las condiciones y tiempos

de tratamiento térmico.

La germinacion mejora la digestibilidad. reduce los niveles de fitatos. taninos, los
inhibidores de tripsina y de «-amilasa y los problemas asociados a la flatulencia
(Chau & Cheung, 1997, Bonilla & Rodriguez, 1995, Khalii & Mansour, 1995). En
un estudio desarrollado por Rodriguez (1994}, se determino que la digestibiidad
in vitro del frijol germinado es mayor que la del frijol cocido. La misma autcra
encontro que el engrudo con un 50% de frijol con 72 horas de germinacion es mas

digerible que el frijol cocido tradicional.

Los polifencies también son reducidos con el remejo (Gustafsson & Sandberg,
1995). Estos autores encontraron gue la adicion de tanasa reduce |os fitates en

un 49%. mentras que el remgjo activa la fitasa intrinseca de las leguminosas,
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reduciendo ei contenido de fitatos hasta en un 98% (dependiendo del tiempo de
remojo). El uso de fitasas también permite la reduccion de fitatos. con lo que se
incrementa la solubilidad del hierro (Sandberg & Svanberg, 1991) Las fitasas
hidrolizan el fitato a mio-inositol y fosfato inorganico (Gustafsson & Sandberg,

1995).

Sambudi (1994) encontré que el remojo del frijol en soluciones alcalinas (polvo de
hornear y carbonato acido de sodio) producia frijoles mas suaves. probablemente
por la reduccion de los niveles de Ca™y Mg'2 y el incremento en los niveles de
Ky Na*" Ademas. las disoluciones alcalinas pueden reaccionar con diferentes
compuestos con grupos fendlicos y carboxilicos para formar las sales
correspondientes, aumentando por lo consiguiente su solubilidad y reduciendo el
nivel de compuestos como los taninos (Jyothi & Sumathi, 1995). El color de los
frjcles tratados con soluciones aicalinas es mas oscuro y los niveles de
aminoacides esenciales menores (Sambudi. 1994). El empleo de carbonato de
sodio. tanto a bajas como a altas temperaturas, es eficiente en la eliminacion de
fitatos (Jyothi & Sumathi, 1995). Se ha comprobado también que la retencion de
niacina y riboflavina es mayor en frijoles tratados con hidroxido de sodio (Jycthi &

Sumathi. 1995).

La adicion de tanasa (tanin-acil hidrolasa. EC 3.1.1.20) favorece la reduccion de
fitatos (Gustafsson & Sandberg, 1995) y se ha sugerido que puede ser usada para

remover taninos (Barthcmeuf et al., 1994).

Los problemas de la flatulencia se reducen eliminando los sustratos de la
fermentacion. La rafinosa. estaquiosa y verbascosa son solubles en agua
{(Barampana & Simard, 1995; Tomkinson, 1986), por lo que en su mayocria. estos
pueden ser eliminados mediante el remojo y posternor eliminacion del agua de

remojo.



Otros tratamientos como la germinacion. la fermentacion. la extrusion y los
tratamientos enzimaticos, causan una reduccion de los oligosacaridos (Occena et

al., 1996 b; Boreszo & Khan, 1992) y una mayor hidrolisis del aimidon

La presencia de componentes no almidonosos. como proteinas. lipidos. celulosa.
hemicelulosa y oligosacaridos de la familia de la rafincsa tambien pueden bloquear
la hidrélisis del almidon (Navarrete, 1999; Melito. 1998 Tomkinson. 1986). de

manera que una reduccion en los primeros permitira mejorar la hidrolisis del

almidon.
3.4 Polisacaridos no almidonosos (PNA)

Aun cuando desde el punto de vista cuantitativo los carbohidratos constituyen el
componente principal de las leguminosas, la mayoria de los estudios nutricionales
se han enfocado principalmente sobre sus proteinas (Tovar. 1994). Esto debido a
una idea errada preconcebida de que los carbohidratos eran facilmente digeribles
y a un menor impacto de estos en la salud, comparados con las proteinas. Hoy se
reconoce que el papel de los carbohidratos ha sido por mucho tiempo
subestimado y se sabe que existen diferentes tipos y grados de digestibilidad de

los mismos (rapidamente digeribles. lentamente digeribles e indigeribles) (Melito,

1998).

Los estudios sobre fibra dietética han avanzado con mas lentitud que los estudios
sobre otros componentes polisacaridos. probablemente por la falta de definicion
sobre qué se entiende por fibra dietética y las técnicas empleadas en su medicion
(Englyst & Cummings. 1990). Se sabe que la fibra dietética consiste en un grupo
complejo de sustancias que difieren en su estructura quimica y morfoiogica y en
su efecto fisiolcgico (Hernandez et al. 1992), Existe todavia mucha
argumentacion scbre como debe definirse ia fibra gietética. Las opiniones se

pueden agrupar fundamentalmente en aos lineas: una define a la fibra dietética



desde el punto de vista estructural, para lo cual toma en cuenta los origenes de la
fibra dietetica en las paredes celulares de las plantas y define por tanto a la fibra
dietetica como los polisacaridos no almidonosos. La segunda definicion esta
basada en los efectos fisiologicos y nutricicnales de la fibra dietéetica. y se enfoca
en la inhabilidad de la fibra dietética de ser absorbida. por lo gue en esta segunda
linea la definicion incluiria a los polisacaridos y la lignina, que no pueden ser
digeridos por las enzimas del intestinc delgado (Gurr & Asp. 1994). Ninguna de
las dos definiciones son mutuamente excluyentes y la tendencia a inclinarse por

una u otra depende de los objetivos del investigador.

Hughes (1991) clasifica los componentes de la fibra dietética en: soluble e
insoluble; estructural y no estructural. La porcion insolubie esta compuesta por
celulosa, hemicelulosa insoluble y lignina; mientras que ia pectina. la hemicelulosa
soluble y otros polisacaridos como las gomas y mucilagos constituyen la porcion
scluble. No siempre los componentes solubles € insolubles son faciles de
distinguir; ciertos componentes parcialmente solubles también existen y no pueden
categorizarse como fibra dietética scluble o insofuble. Los frijoies contienen entre
un 3 y un 7% de fibra dietética soluble y un 13% de fibra dietética insoluble

{Occena et al, 1996 b: Pak et al., 1890; Acevedo & Bressani, 1890).

La fibra dietetica estructural esta intimamente relacionada con el mantenimiento
de la estructura celular y no puede ser faciimente separada de los otros
componentes celulares: mientras que la fibra dietética no estructural se encuentra
tipicamente entre las células, o son excretadas por ellas y por eso son faciles de
extraer y de aislar. La fibra estructural incluye la lignina. 1a celulosa y la
hemicelulosa insolubles y otros no polisacaridos como la lignina. La no estructural
incluye la pectina, la hemicelulosa soluble. las gomas y mucilagos (Occena et al.,

1990; Lanza & Butrum. 1986).



3.5 Efectos fisiolégicos de la fibra dietetica

Hace varias deécadas, se introdujo la hipotesis de que las dietas modernas bajas
en fibra dietética podrian ser un factor importante en el desarrolio de ciertos
padecimienios y enfermedades degenerativas caracteristicas de sociedades
industrializadas. El interés sobre los beneficios de [a fibra ha evolucionado v
actuaimente el enfcque esta dingido hacia ef funcionamiento correcto del sisterma
digestivo y su efecto protector sobre algunos tipos de cancer como el de colon vy el
de mama. enfermedades cardiovasculares y el tratamiento de la diabetes entre

los mas importantes (Kellogg’'s. 1997, Kritchevsky 1997. Pietinen et al, 1996:
Mata. 1995: Mejia et al.. 1989).

Cabe destacar que los diferentes tipos de fibra, de distintos origenes, tienen
diferentes efectos fisiologicos. E! efecto depende de la historia natural del
desorden clinico, del tipo de fibra. de su forma en la sangre. de las circunstancias
personales del individuo, su estilo de vida. asi como también del consumo de
grasa y la actividad fisica, entre otros (Keilogg's. 1997, Gurr & Asp, 1994;
Eastwood. 1894: Cummings 1992: Nattall. 1892. Rose. 1992; Schweizer &
Edwards,1981).

Desde el punto de vista fisioldégico. se sabe que la fraccion de fibra dietética
soluble en agua (pectinas, gomas, mucilagos y algunas hemicelulosas) disminuye
el colesteral sérico y el riesgo de enfermedades coronarias. asi como también
tiene efectos beneficiosos sobre el tratamiento de la Diabetes meliitus. La fibra
dietetica insoluble (celulosa y algunas hemiceaiulosas) acelera el transito intestinal.
aumenta el volumen de las heces, desacelera la hidrolisis del almidon, retrasa la
absorcion de glucosa y es efectiva en la reduccion del cancer de colon y otros
tipos de cancer (Kellogg's. 1997 Eastwood. 19383. Mora & Unbe. 1993:
Anderson. 1993: Frati Munari. 1993: Hernandez et al.. 1291 Kritchevsky. 1991



Nuttal. 1991 Rose, 1991).

La utilizacion de la glucosa por el tejidoc depende de la secrecion de la hormona
insulina en la sangre. Si se produce mas glucosa de la necesaria, se debe producir
mas insulina, por lo que los niveles de hormona producidos aumenta, condicién
que a menudo se asocia con obesidad. concentraciones altas de trigliceridos en la
sangre e hipertension (Gurr & Asp. 1994. Tovar, 1994). Estos autores senalan
que el consumo de fibra soluble como pectinas y gomas, aumenta la viscosidad y
limita el incremento de glucosa € insulina en la sangre, lo cual resuita efectivo en
el control de la Diabetes mellitus. El efecto depende del consumo de una
determminada cantidad minima de fibra soluble. Las pectinas y otras fibras solubles
también reducen la concentracidon de colesterol. Aparentemente, estos tipos de
fibra ligan los acidos biliares, reduciendo su reabsorcion y obligando a emplear
mas colesterol en la produccion de acidos biliares. Se requiere también de un
corsumo minimo de fibra soluble para obtener tal efecto. El consumo de grasa y el
gjercicio fisico tienen una influencia importante en el efecto final obtenidc y en la
cantidad ideal recomendada. lLa mayoria de las recomendaciones del consumo
de fibra es de 20 a 40 g/dia en personas aduitas (Kellegg's. 1997), aunque
depende también del tipo de fibra consumida y de les otros alimentos que se

ingieran con ella.

Aparentemente, aigunos productos de la fermentacién de ia fibra. tales como el
acido butirico, inhiben el desarrollo de celulas tumorosas, inhibicion que se
potencializa por el pH bajo que resulta de la produccion de acidos grasos de

cadena corta (Gurr & Asp. 1994).

Una de las hipotesis que concierne al desarrollo de cancer en el colon o el recto es
que excesivas cantidades de acidos biliares en el intestino gruesoc. en individuos

susceptibles, son convertidas en sustancias que ayudan en la transformacion de



celulas normales en celulas cancercsas, de manera que la reduccion de los acidos
billares por ligamento con componentes de la fibra, contribuyen en ia prevencion

de ciertes tipos de cancer (Gurr & Asp, 1994).
3.6 La celulosa y la pectina como sustratos de fermentacion colonica

En las plantas. la mayoria de los polisacaridos estan asociados en una estructura

compleja de la pared celular (Gurr & Asp. 1994).

Los fryjoles constituyen una fuente de fibra de naturaleza estructural, aificiles de
aisiar 0 extraer. ya que astan intimamente relacionados con el mantenimiento de
la estructura celular y no pueden separarse faciimente de los otros componentes

celulares (Hughes. J 1991).

Las enzimas que digieren los polisacaridos en el intestino delgado humano son
especificas para el tipo de estructura guimica presente en el almidon y son

incapaces de digerr los polisacaridos nc aimidoncsos (Gurr & Asp, 1994).

La celulocsa y la pectina forman parte de los polisacandos no almidonosos
presentes en semiilas de frijol. Se trata de polisacaridos complejos. 10s cuales
difieren no solo por el numero de monosacaridos que se encuentran unidos en la
molécula, sino tambpién por los diferentes tipos de monomeros presentes en la
misma. €l orden en la cadena polimerica. la presencia de ramificaciones y los tipos

de enlaces entre cada unidad de monosacaridos.

La celulosa es el mayor polisacarido estructural de |a pared celular de las plantas
Es un polimerc lineal gue consiste exclusivamente de unidades de glucesa,
alrededor de 10 000 unidades, unidas pcer enlaces |5 1-4. Las moléculas lineales de

celulosa estan empaquetadas muy juntas en largas filas. estabilizadas por



atracciones quimicas entre las cadenas. o Gque la hace una estructura muy

insoluble {Gurr & Asp. 1984)

Las pectinas son pclimeros que se ancuentran combinadcs con la celulosa en las
paredes celulares Se trata de un polisacando lineal del acido D-galacturonico.
unido por enlaces glucosidicos «-1.4 espaciados por unidades de azucar ramnosa,
aungue tambien pueden contener como cadena lateral otros sacandos tales como
arabinosa y galactosa Las unidades de acido galacturonico estan presentes
parcialmente como acido libre 0 como metii ésteres: el acice libre puede 10nizarse
y mezclarse con minerales como calcio y magnesio. Las pectinas se caracterizan
por su solubilidad en agua caliente y la formacion de geles al enfnarse
(Gurr & Asp. 1994). Cuando estan presentes en la pared celular son mas o menos
insclubies debido a la formacion de compiejos con calcio. Pueden solubilizarse

con agentes quelantes tales como el oxalatoc de amcnio o el EDTA.

Se ha comprobado gue |la mayoria de las pectinas. gomas y hemiceiulosas. son
altamente fermentables por bacterias colonicas, la celulosa es fermentabie en
menor proporcién. mientras que la lignina y las cenizas no son fermentables
(Gurr & Asp. 1994. Tomkinson. 1986). Este ultimo autor determind que las
pectinas, gomas y xilanos, producen un volumen de gas mucho mayor durante la
fermentacion. La velocidad de fermentacion de la celulosa fue mucho mas lenta
aue la de la pectina. la hemiceluicsa y las gomas Dicho autor concluyd que la
produccion de gas no es funcion de un unico componente sino de la combinacion
de muchos factores y que cada componente en particular tiene diferentes grados

de fermentabilidad y produce diferentes cantidades de gas.
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3.7 Uso de enzimas comerciales para hidrolizar la celulosa y la pectina en frijol

No existen referencias en la literatura sobre el uso de pectinasas y/o celulasas
comerciales, con el proposito de mejorar la digestibilidad del frijol. La eliminacion
y/o reduccion de dos de los mas importantes sustratos de fermentacion colonica
permitira reducir los problemas asociados a la flatulencia. ademas de mejorar la
digestibiidad general del frijol. pues los compuestos que resultan de dicha

hidrolisis si son absorbidos en el nivel del intestino delgado.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Composicion quimica en muestras de frijol entero crudo

4.1.1 Procedencia de los frijoles

Los frijoles utilizados en este estudio corresponden a las variedades Chirripo
(rojos) y Brunca (negros). ambos proceden de la Estacion Experimental Fabio

Baudnt de la Universidad de Costa Rica. ubicada en la Garita de Alajuela

4.1.2 Medicion del tamano de los frijoles

Se tomaron al azar 16 frijoles de cada variedad y utilizando un Vernier. se midio
tanto el largo como el ancho. Se calculod el analisis de varianza (ANDEVA) al 95%

de confiabilidad.

4.1.3 Preparacion de las muestras de frijol para el analisis de composicion quimica

Un lote de frijoles de 46 kg por variedad, cosechados en enero de 1998, fueron
tratados en la planta piloto del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (CITA), donde se seleccionaron mediante cuarteos consecutivos en una
mesa de seleccion, hasta obtener una muestra de 2 kg. Estos frijoles fueron
empacados en bolsas de polietileno de alta densidad y se introdujeron en un balde
de plastico de 20 galones. el cual se selld herméticamente y se mantuvo en
refrigeracion a 5°C hasta su analisis. Con el proposito de obtener una muestra
homogenea, se tomaron 200 g de frijoles enteros, se seleccicnaron y se hicieron
pasar a través de un molino (Cienceware Micro Mill. Belt Art Products. New
Jersey) dotado de un sistema de enfriamiento para no degradar los componentes

del frjol. A la muestra molida se le determino la composicion quimica.
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4.1.4 Composicion guimica

La descripcion completa de los metodos de anaiisis de ias determinaciones que se

realizaron se mencionan a continuacicn y se detailan en el Apendice !
4.1.4.1 Determinacion def contenido (% m/m) de solidos y de humedad

Se usc el metodo AOAC 925 09, 1680, modificado por el laboratcrio de Quimica
del CITA en enero de 1996. E! metodo consistio en medir la perdida de masa
debida a la evaporacion de agua en una estufa al vacio. El vacio permitio trapajar
a temperaturas menores de 100 °C y avitar la descomposicion de determinados
productcs. Se pesd una determinada cantidad de muestra y se secd en una

sstufa al vacio a 98 “C. hasta alcanzar peso constante.
4.1.4.2 Determinacion def contenido (% m/m) de proteina

El contenido de nitrogeno se determino siguiendo el metodo de Kjeidahl
referencia 920 87 del AOAC. 1990, modificado por 2! CITA en febrero de 1996).
Censistio en la destruccion oxidativa de las sustancias organicas de la muestra
mediante ia utiizacion de acido sulfunico concentrado hirviendo, con Ia
consiguiente reduccion del nitrégeno organico a amonio. E! amonio se destilo,
previa adicion de un alcali no volatii y fue retenido en acido sulfurico nermalizado.

Se titulo el acido sobrante utilizando una solucion valorada de NaOH.

4.1.4.3 Determinacion del contenido (% m/m) de grasa

Se utilizo la referencia 920.87 del meétodo del AOAC. 1990. modificado por el
CITAen 1996 E! meétcdo consistié en una hidrolisis acida con acide clorhidrico
(2+3). para extraer todos los componentes lipidicos presentes 2n fa muestra (libres

vy combinados) los cuales se extrajercn iuego con un soivente poco poiar (eter de

cetrdlec) en un extractor
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4.1.4.4 Determinacion del contenido (% m/m) de cenizas

Se utilizo ef método 923 03 del AOAC, 1990. modificado por el CITA en febrero de
1996 Ei metodo consistio en la medicion de la masa de! residuo inorganico que
queda después de quemar la muestra a temperaturas entre los 500 y 600 'C Las
sales organicas se descomponen durante la incineracion. perdiéndose la parte

carbonatada. El metal de esas sales forma oxidos o reaccicna con otros aniones

de la matnz.

4.1.4.5 Determinacion dei contenido (% m/m) de carbohidratos

Se calculo por diferencia. Al 100% se le resto el contenido de proteinas, cenizas y

grasa.
4.2 Determinacion de la digestibilidad in vitro en muestras de frijol cocido

4.2.1 Preparacion de las muestras de frijol cocido

Se trabajaron por triplicado muestras de frijol rojc (variedad Chirripo) y Brunca
(variedad negra). Se remojo el frijol durante 16 h. utilizando una relacion 1:3,
frijol:agua. Posteriormente se elimind el agua de remojo. en la que se solubilizaron
los mono y disacaridos y los oligosacaridos solubles. Los frijoles se sometieron
luego a coccidon en una olla de presién (15 Ib/plg®) durante 5 min a partir del
momento en que se alcanza la presion, utilizando una relacion 1:1. frijol: agua. Se
hizo uso de un homogeneizador de alta velocidad para obtener una pasta fina, la
cual fue deshidratada en una estufa de conveccion a 85 C, durante 16 h. El
analisis del contenido (% m/m) de residuo indigerible se realizo a ias muestras de

frjol cocido, secas y morterizadas.
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4.2.2 Determinacion del contenido (% m/m) de residuo indigerible (R.l.)

El objetivo de la digestibiidad in vitro fue simular la digestion humana del almiden
y de la proteina y obtener ics componentes del residuo incigerible. entre los que
se enconiraban {0s principales polisacandos no almidencsos causantes de
flatulencia. Se hizo una combinacion de los meéetodos descritos por Tomkinson
(1986) y Kohn et al (1971). utiizando las enzimas pepsina, para la digestion de |a
proteina y pancreatina, que es una mezcla de amilasa, proteasa y lipasa. para la

hidrolisis del almidon. proteinay lipidos.

4.3 Determinacion del contenido (% m/m) de pectina en el residuo indigerible

Las pectinas fueron extraidas con agua caliente y oxalatoc de amonio como agente
quelante. Posteriormente se utilizé un acido fuerte para la hidrolisis de la pectina a
sus acidos uronicos; con el calentamiento en presencia de un acido fuerte. se llevo
a cabo una reaccidon de deshidratacion produciéndose carboximetilfurfural
Mediante la aplicacion de un compuesto fenolico en un medio fuertemente acido,
se preduje la condensacion del grupo carbenillo del carboximetilfurfural,
desarrollandose un complejo coloreado que se leyo espectrofotométricamente. Se
hizo uso de una curva patron de acido galacturonico para determinar el contenido

de pectinas presentes en el residuo indigerible (Teamkinson. 1988).
4.4 Determinacion del contenido (% m/m) de celulosa en el residuo indigerible

Las celulosas fueron extraidas siguiendo el metodo descrito por Tomkinson (1986)
Se trataron primero con acido sulfirico al 5% viv en un tario a ebullicion para
disolver las hemicelulosas y gomas, las cuales se descartaron por filtracion. El
residuo se tratd con acido sulfurico al 72% para disclver 1a celulosa la cuai fue
hidrolizacda a glucosa mediante 'a adicion de acido suifurico concentrado La

adicion en caliente de acido sulfurico produjo la deshidratacion de !a celulcsa a
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hidroximetilifurfural. el cual desarrcllo un ccmplejo coloreaco con el fenol. Se hizo
uso de una curva patron de glucosa para determinar ei contenido de celulosa

presente en el residuo indigerible

4.5 Determinacion del efecto de la enzima pectinolitica Pectinex Ultra SPL

sobre la digestibilidad in vitro del frijol (variedades Chirripo y Brunca)

Para medir el efecto de la enzima pectinolitica Pectinex Ultra SPL, se trabajc con
un engrudo de frijol tratado bajo las mismas condiciones de remojo y coccion
descritas anteriormente. El engrudo presento un contenido de soildos entre 74-
77% y un pH de 6,3-6.4 La temperatura usada fue la recomendada por la casa
distribuidora (40 °C) y se mantuvo un tiempo de accicn de 60 min. Se determind la
actividad de la enzima (apartado 10 del Apendice) como [a reduccion de la
viscosidad relativa por unidad de tiempo. de 4,5/min. Se pesaron 100 g de este
engrudo y se le adiciond la enzima. Se probaron tres diferentes concentraciones
de la enzima: 0,25%. 0,5% y 1.0% m/m. Concluido el tiempo de accidn enzimatica,
se inactivo la enzima mediante la adicion de HCI concentrado hasta un pH de 1 9-
2.0. Se deshidrataron las muestras en una estufa de conveccion a 85 °C, durante
toda la noche. Se enfrido y se molieron las muestras en un molino (Cienceware
Micro Mill. Belt Art Products, New Jersey) Posteriormente se pasaron a través de
una maila de 40 mesh. para obtener una muestra hcmogenea y se les determino
el contenido de residuo indigerible mediante un estudio de la digestibilidad i1 vitro,
por el metodo descrito. A excepcion de la adicion de la enzima. el frijol sin
tratamiento (control) fue mantenido durante 80 min en un barfo a 40 “C. tratado
con HCI hasta bajar el pH a 1.9-2.0 y deshidratado y molido bajo ias mismas

condiciones,

Se selecciono la concentracion de enzima que logro la mayor digestibiidad in vitro
del frijol {el menor contenido de residuc indigerible} £sta concentracion fue usada

posteriormente para medir el efecto sobre la calidad y el agrade general.



26

4.6 Determinacion del efecto de la enzima Pectinex Ultra SPL sobre la

aceptabilidad del frijol (variedades Chirripd y Brunca)

Con la concentracion de enzima seleccionada en la etapa anterior, se prepararon
muestras de frijol molido de la siguiente manera: 1 kg de frijoles remecjados se
cocinaron con 1 kg de agua. 40 g de cebolla, 40 g de chile dulce, 3gde ajoy5g
de culantro. Una vez cocidos, se molieron en un melino de martillos {Fitz Mill, Fitz
Patrick) empleando una malla de 0.33 plg. Se dividieron en dos fracciones de 1 kg
cada una. Una de ellas fue el control {sin enzima) y la otra se trat¢ con 1,0% nm/m
de Pectinex. Ambas muestras se colocaron en un bafio a 40 °C durante 1 h.
Posteriormente se calentaron a 90 °C por 10 min para inactivar la enzima
adicionada. Se les adicionarcn 6 g de sal. 3 g de azucar y 25 g de grasa
(margarina) y se sometieron a la evaluacion sensorial por parte de panelistas
entrenados. Los jueces, 24 en total, evaluaron las muestras segun el agrado
general y la calidad general, utilizando una escala heddnica estructurada de 150
puntos. Los resultados se analizaron mediante un analisis de ANDEVA al 95°% de

confiabilidad.

4.7 Determinacion del efecto de la enzima Validase sobre la digestibilidad in

vitro del frijol (variedades Chirripo y Brunca)

Para medir el efecto de la enzima Validase TRL, se trabajo de la misma manera

que con la enzima Pectinex (Apartado 4.5).

4.8 Determinacion del efecto de la enzima Validase sobre la aceptabilidad del

frijol (variedades Chirripé y Brunca)

Con la concentracion de enzima seleccionada en la etapa anterior. se efectuo el

panel de degustacion de la misma manera descrita para Pectinex en el apartado

4.6.
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4.9 Analisis estadistico del efecto de las enzimas sobre la digestibilidad in vitro

de los frijoles

Para el analisis estadistico de los datos, se utilizé el paquete estadistico SPSS. Se
calculdo el ANDEVA al 95% de confianza. La actividad de las enzimas Pectinex

Ultra SPL y Validase TRL se analizaron mediante el siguiente modelo:

Yi=p + B Xtz toVvee,; + 02V

dondey, = contenido de residuo indigerible (% m/m)
u = media general

x = concentracion (% m/m) de enzima empleada

z = enzima

v = variedad

[ = efecto de la concentracion

u = efecto de la enzima

5 = efecto de la variedad

£, = elerror

0 = la interaccion enzima:variedad



V. DISCUSION DE RESULTADOS
5.1 Tamano, tasa de absorcion de agua y composicion quimica de los frijoles
Las dos variedades de frijol analizadas en este estudio mostraron tamanos muy

similares (Cuadro 1), obteniéndose en promedic 10,9 mm de largo y 6.88 mm de

ancho para los negros y 10,5 mm de largo y 6,7 mm de ancho para los rojos

(p > 0,05).

Cuadro 1. Tamano promedio* de los frijoles (Phaseolus vulgaris L.)

Frijol negro Frijol Rojo
J I
Largo | Ancho | Largo } Ancho

‘Media, mm | 10,9 | 6.88 10,5 | 6,7
'Desviacién | 0,7 | 0.37 0.8 ‘ 0,5
| estandar _ |
'Error | 0.2 0.09 02 | 0.1
Intervalo de : ! |
confianza al 105-11,3 | 669-708 | 10,1-109 64-70 |

0 | |
95% | | |
*Nn=17

Los frijoles negros presentaron una tasa de absorcion de agua mayor {2,095) en
comparacion con los rojos cuya tasa de absorcion fue de 1,95 (p < 0,095

(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Tasa de absorcion de agua de los frijoles (Phaseolus vulgaris L.)
después de 16 h de remojo en una relacion 1:3

- ' Desviacion | Intervalo de confianza
Frijol n | Media estandar | Error para la media *
Negro 12| 2,095 0,024 10,007 2,080-2,110
Rojo 12| 1.95 005 001 1,92 - 1,99

* al 95 % de confianza

- En un estudio desarrollado por Sambudi (1994), se encontré que los frijoles mas
pequenos son mas duros de cocer, ya que tienen niveles mas altos de calcio y
magnesio y menores niveles de absorcion de agua. Segun Bressani et al. (1981},
un frijol de mayor tamano tiene tasas de absorcion de agua menores y un menor
contenido de proteinas, ya que acumula mas carbohidratos. En este estudio se
encontro que efectivamente, los frijoles con mayor contenido de proteinas, son los
que presentan tasas de absorcion de agua mayores. No se pudo establecer la
relacion con respecto al tamarno, pues si bien es cierto los frijoles negros son
ligeramente mas grandes (Cuadro 1), las diferencias encontradas no son

significativas (p > 0,05).

La cemposicion guimica del frijol (Phaseolus vuigaris) se presenta en los
Cuadros 3 y 4. Las dos variedades analizadas (Brunca y Chirripd) difieren en su
contenido de proteinas (p < 0.05). Los frijoles negros (Brunca) presentan un
contenido de proteinas de 24,4%, mientras que el contenido de proteinas en los
rojos (Chirripo) fue de 21,8%. Los negros tienen a su vez una menor cantidad de
carbohidratos, 69,8% contra un 71,3% presentes en los rojos (p < 0.05). El
contenido de cenizas en ambas variedades es muy similar (p > 0.05), no asi el
contenido de grasa, el cual fue menor para los negros. 1,83% contra un 2,95%
presente en el rojo (p < 0,05). La composicion quimica es muy similar a la
encontrada por Moro et al. (1997) y Occena et al (1594) en otro tipo de

leguminosas.
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Cuadro 3. Composicién quimica (% m/m) del frijol negro (base seca)

Sclidos Humedad | Proteina | Grasa | Ceniza ;Carbohidratos'
totales | | ~ totales
Media, 86,58 13,42 24,4 1.83 | 3,910 | 69,8 |
% m/m : -‘ {
Desviacién| 0,14 0,14 03 | 023 ! 0014 1' 0,2 :
estandar | | i ;
| Error | 0,05 0.05 0,1 0,09 | 0.005 | 0,2
Intervalo | i | ] !
confianza | 8648 |« 1332 | 242 | 162 | 3898 | 696 |
al95% | 86,68 1352 | 247 205 | 3922 |  70.1

n | 10 10 8 8 8 | 6

Cuadro 4. Composicion quimica (% m/m) del frijol rojo (base seca)

Solidos | Humedad ' Proteina | Grasa = Ceniza  Carbohidratos |

- totales | ! f | totales i
Media. 8737 | 1263 218 | 295 386 71,3
% mym |
' Desviacion |, 0,22 | 0,22 | 0,3 0,25 0.20 0,4
;esténdar | I ' .
iError 007 | 007 0.1 009 007 | 02
Intervalo | '
‘confianza | 87,22 12,47 215 | 274 369 | 709 |
al95% 8753 1279 | 220 316 | 402 | 718 |

n 10 10 : 8 8 3 i 6
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5.2 Digestibilidad in vitro

El contenido de residuo indigerible (R.I) presente en frijcles negros y rojos fue
muy similar (p = 0,05) Los frijoles negros tienen en promedio un contenido de R.J
de 59.1% y los rojos de 59.8% (Cuadro 5). Navarrete (1999) encontro valores
semejantes de R.I. en frijol negrc de la misma variedad (Brunca). tratado bajc
condiciones similares. Sin embargo. estos valores difieren con respecto a los
valores encontrados por otros autores (Tomkinson. 1986, Bressani et a/. 1981).
Las diferencias en los valores de R.l. obtenidos por los diferentes autores se
deben a varios factores las diferencias implicitas en cada variedad, el método y
enzimas empleadas en el analisis. el tamano de particula y la preparacion de la
muestra. entre otros (Navarrete. 1999; Melito. 1998; Occena. 1994; Tomkinson,

1986, Kon et al.. 1971).

Cuadro 5. Residuo indigerible (% m/m) en frijoles (Phaseolus vulgaris L.)
negros y rojos * (base seca)

Variedad n Media Deswviacion  Error  Limites de confianza
de frijol " mim _ estandar estandar _ (95%)

Negro 13 59.1 1.5 0,4 58.1 -60.0
Rojo 14 59.8 23 06 58.4 - 611

‘muestras cocidas. secas y morterizadas
5.3 Contenido de pectina en el residuo indigerible

El ambito lineal de la curva de acido galacturonico empleada en la determinacion
de pectina es de 10 a 40 ppm (r* = 0.9997) (Figura 1A del Apéndice) y es una
curva de tipo homocedastica (Figura 2A del Apéndice). El limite de deteccidon y de
cuantificacion para pectina, calculadoe como se describe en el apartado 7 del
Apéndice 1. es de 1,146 ug/mL y 3.821 ug/mL. respectivamente. En el ensayo de

repetitividad, la desviacion estandar relativa fue de 3,8% para el frijol negro y de
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58% para el frijol rojo. El porcentaje total de recuperacion para el frijol

(Phaseolus vuigaris L ) fue de 73,2% (Apéndice 1).

Los frijoles rojos tienen un mayor contenido de pectinas que los negros (p < 0.05);
los valores correspondientes son de 5,22 para rojos y de 4.37% para |os negros

(Cuadro 6).

Cuadro 6. Contenido de pectina* presentes
en el residuo indigerible de frijol negro y frijol rojo (base seca)

Variedad  n Media | Desviacion } Error ' Limites de confianza -
__de frijol % mim gstandar | estandar {95%)
Negro 9 4,37 012 004 | 4,23 - 4.49
‘Rojo 10 5,22 022 | 007 ! 5,00 - 5,44

* recalculados segun el porcentaje de recuperacion de 73.2%

Los valores de fibra soiuble reportados por otros autores estan entre un 3 y un 7%
(Occenia et al., 1996, Acevedo & Bressani. 1830; Pak et al.. 1990). Segun Walters
et al. (1992) y Asp & Johansson (1984), los diferentes metodos de anaiisis, las
diferencias en los metodos de extraccion y la cantidad de muestra. afectan la
precision y exactitud del analisis y conducen por consiguiente, a diferencias en las
cantidades de fibra soluble e insoluble encontradas. La fibra soluble no se
compone exclusivamente de pectina, incluye ademas a otros polisacaridos como

gomas, mucilagos y ciertas hemicelulosas, que no fueron cuantificadas en este

estudio.

Segun Gurr & Asp (1994) y Tomkinscon (1986). las pectinas son altamente
fermentabies por [as bacterias colonicas. por lo que es de esperar que los frijoles

rojos produzcan mas gas por fermentacion de pectinas que los negros.
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5.4 Contenido de celulosa en el residuo indigerible

El ambito lineal de la curva de glucosa empleada en la determinacion de celulosa
es de 10 a 50 ppm (r* = 0,9992) (Figura 3A del Apéndice). La curva es de tipo
homocedastica (Figura 4A del Apéndice). El limite de deteccion y de cuantificacion
para celulosa por este método es de 00,0255 ug/mL y 0,085 ug/mL,

respectivamente (apartado 9 del Apéndice 1).

El contenido de celulosa presente en el residuo indigerible en frijoles negros es de
13.0% y en los rojos de 11.7% (Cuadro 7) (p > 0,05). Estos valores son muy
similares a los encontrados por Tomkinson (1886) de 11,8 a 13,8% y por Occefa
et al. (1996) de 13%.

Cuadro 7. Contenido de celulosa presente
en el residuo indigerible de frijol negro y frijol rojo (base seca)

Variedad | n  Media Desviacion Error | Limites de confianza |
| de frijol | . % m/m | estandar estandar (95%)
| Nego 6 | 130 © 18 = 07 11,3-147
Rojo | 6 117 | 1.4 | 06 10,2 -13.2

Segun Tomkinson (1986) las pectinas presentes en frijol Phaseolus vulgaris son
fermentables en alrededor del 85%. mientras que las celulosas lo son en
aproximadamente un 60%. De acuerdo con los resultados obtenidos, la celulosa
contribuiria alrededor de 2 veces mas a la formacion de flatulencia que las

pectinas.



34

5.5 Actividad de la enzima Pectinex Ultra SPL y efecto de la concentracion de

pectinasa sobre la digestibilidad in vitro y aceptabilidad del frijol

Se determino una actividad para la pectinasa equivaiente a la reduccion de

viscosidad de 4 5/min. (Apartado 10. Apéndice 1, Figura 5A).

Al analizar el efecto de adicion de la enzima Pectinex. se determino gue no existe
un efecto debido a la variedad (p >0.05), pero si debido a la concentracion de
gnzima utilizada (p < 0,05} A mayor concentracion de enzima. se obtiene una
reduccion mayor en el contenido de residuo indigerible obtenido. lo que implica
una mejora en la digestibilidad mn vitro. Al emplear un 1.0% m/m de pectinasa
{Pectinex Ultra SPL) se cbtuvo un incremento en la digestibilidad in vitro del frijol
entre un 12 y un 13% en ambas variedades (Figura 1, Cuadro A42 del Apéndice).
El coeficiente de correlacion de Pearson es de — 0.832. Del analisis de regresion
multiple se obtiene la ecuacidn que mide el efecto de la concentracion de la
pectinasa sobre el contenido de residuo indigerible obtenido (R® = 69%) como
sigue:
R.I. {% m/m) = 38,84 — 4.58 x concentracion + ¢,

La adicion de Pectinex mejora sustancialmente |a digestibiiidad i vitro del frijol y
elimina compuestos fermentables, disminuyendo por tanto problemas asociados

con la flatulencia.

La adicién de Pectinex. a la concentracion de enzima seleccionada (1,0% m/m)
mostré una aceptacion mayor para el frijol sin tratamiente (control), tanto en frijoles
negros como en rojos (p < 0,05) (Cuadro 8). Esto se debe principaimente a que la
pectinasa produce cambios sensibles en el producto. lo cual fue negativamente

evaluago por [0s jueces, quienes encentraron una textura arenosa poco agradable.
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Figura 1. Efecto dma Pactinex sobre ia digeatibilidad in vitro

del frijol
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Cuadro 8. Analisis sensorial para los frijoles negro y rojo
tratados con Pectinex

Frijol negro _ Frijol rojo
Sin enzima® | Con Pectinex’ | Sin enzima® | Con Pectinex’
Agrado 80,31 60,33 79.61 | 52,67
general, %
Sin enzima® | Con Pectinex” .| Sin enzima* l Con Pectinex”
Calidad 72,39 53,42 75,69 47,22
general, % A

* son significativamente diferentes (p < 0,05)
5.6 Efecto de la concentracion de Validase sobre la digestibilidad in vitroy
aceptabilidad del frijol

Un 1,0% de celulasa permite una mayor digestibilidad in vitro en el frijol rojo

(alrededor de un 12%), mientras que en el negro los valores obtenidos fueron
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significativamente menores (cercancs a un 5%), indistintamente de la

concentracion de enzima empleada (Figura 2, Cuadro A43 del Apendice 2).

La reduccion del contenido de residuo indigerible al utilizar la enzima Validase es
diferente segun la variedad y segun la concentracién de enzima empleada
{(p < 0.05). Se encontrd que el modelo con interaccion explica mejor el efecto de la

celulasa (R® = 61%). La ecuacion obtenida en este caso es la siguiente:

R.l. (% m/m) = 39,53 — 1,57 x concentracion + 0.35 x vari — 3.06 x inter. + g;

Si el frijol es negro, vari=0 e inter = 0; con {o que:

R.I. {% m/m) = 33,53 - 1,57 x concentracion

Si el frijol es rojo, entonces var = 1 e inter = 1x concentracion, con lo que la

ecuacion que resulta es:

R.l. (%o m/m) = 39,53— 1,57 x con¢ + 0,35 — 3.06 x conc.

R.l. (% m/m) = 39,88 — 4,63 x conc,

No se encontraron diferencias significativas en el frijol tratado con 1,0% m/m de

Validase y el frijol sin tratamiento (p>0.05).

Al hidrolizar ta celulosa se produce glucosa, con !0 que se obtiene un sabor
residual “dulcete”, que resulta muy agradable al gusto del panelista. La textura no
se modifica como en el caso de la pectinasa, por lo que los atributos sensoriales,
en general, fueron evaluados con una calificacion mayor para los frijoles tratados

con celulasa que para los tratados con pectinasa.
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Figura 2. Efecto de Validase sobre la digestibilidad in vitro
del frijol
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Cuadro 9. Analisis sensorial para los frijoles negro y rojo
tratados con Validase

Frijol negro Frijol rojo

Sin enzima® | Con Validase® || Sin enzima® | Con Validase®

Agrado 76,94 83,75 76,19 73,19
general, %

Sin enzima® | Con Validase® || Sin enzima® | Con Validase®

Calidad 73,08 80,50 68,86 71,44
general, %

?no son significativamente diferentes (p > 0,05)

5.7 Andlisis general de la accién hidrolitica de las enzimas y posibles efectos
inhibitorios

La mejora general en la digestibilidad in vitro del frijol se debe principalmente a la
hidrdlisis de celulosa y pectina, a compuestos mds sencillos, los cuales si son

absorbidos y digeridos por las enzimas digestivas. Ambas enzimas poseen
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ademas actividad hemicelulasica, lo que posiblemente también contribuy¢ en el
incremente de la digestibilidad in witrc. La remocién de celulosa y pectina
(componentes que bloguean la hidrdlisis del almidén) libera el almidén ocluido,
permitiendo asi una mayor hidrélisis del mismo y por ende una mejora en la
digestibilidad in vitro general. La acidificacion de las muestras a un pH cercano
a 2 y posterior desecacion, favorece la hidrolisis de los enlaces glucosidicos de la
celulosa y la pectina, lo cual produce una mejora en la digestibilidad. Sin
embargo, esto no afecta el valor de incremento en la digestibilidad in vitro que aqui
se reporta, por cuanto el mismo fue medido comparado contra un control (frijol sin

enzima) tratado exactamente igual que el frijol con enzima.

El mayor efecto inhibitorio encontrado para la celulasa (Validase) en frijoles negros
es probable que ocurra como consecuencia de su mayor ¢ontenido de proteina
(24,4% m/m) y posiblemente tambien de taninos. No se tienen datos del contenido
de fitatos y de taninos para las dos variedades estudiadas, sin embargo, segun
Mendoza ef al. (1990), los frijoles negros cocidos tienen mas taninos que los
frijoles rojos. Los taninos inhiben significativamente la accion enzimatica e
interfieren con las enzimas digestivas (Carmona et al, 1996). Por otra parte, la
proteina es capaz de formar compiejos tanto con tanincs como con fitatos, los
cuales son inhibitorios de la accion enzimatica. La reduccion en la digestibilidad
in vitro ocurre como consecuencia de la formacion de complejos tanto con fa
proteina del frijol como con ia enzima Validase. En el primer caso, la proteina no
esta disponible para la hidrdlisis por parte de las enzimas pepsina y pancreatina
adicionadas en la digestibilidad in vitro. En el segundo caso, la accion hidrdlitica
de Validase se ve afectada por estar formando complejos con taninos y fitatos. Por
razones propias de |as enzimas, el efectc inhibiterio de estos complejos no fue tan
evidente para la pectinasa. Aun cuando no se encontraron diferencias
significativas sobre la digestibilidac in vitro al adicionar pectinasa. si se observo
una mayor digestibilidad in vitro en el frijol rojo (Figura 2). Las enzimas son muy

especificas y selectivas en su modc de accion e inhibicion, de manera que no es
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extranar que ocurra un comportamiento diferente entre una y otra, dependiendo

del sustrato y de las condiciones de accion.

Otros autores tambien mencionan el efectc inhibitorio de los taninos sobre
diversos tipos de enzimas Boettger et al. (1996) determinaron que las
pectinesterasas en papas son inhibidas por la presencia de taninos. Sewalt et al.
(1997) encontraron que los taninos son capaces de inhibir la accion de la celulasa,
tanto por interaccion con el sustrato como con la enzima.  Heredia et al. (1990) en
un estudio con aceitunas, encontraron que la celutasa es fuertemente inhibida por

polifencies.

Gomes et al. (1987) senalan que la digestibilidad in witro de la proteina en fnjoles
esta directamente relacionada con la razon proteina/celulosa. Dichos autores
encontraron que de las fracciones de carbohidratos presentes en frijoles negros, la
celulcsa es la que presenta una mayor interaccion con la proteina (18,02%).
seguida de la lignina con un 3,08% y de la hemicelulosa con un 0,09%. En este
estudic se determind €l mismo valor para la relacion proteina/celulosa en ambas
variedades (1.9), por lo que no es posible sacar conciusiones a partir de esta

relacion.

Li et al. {(1993) estudiaron la retacian entre la actividad inhibitoria de la w-amilasa y
los fitatos en proteinas de frijol (Phaseolus vulgans L.} y encontraron que el fitato
libre no tiene actividad inhibitoria a-amilasa pero si es inhibitoric cuando esta en
combinacion con las proteinas. Segun Gustafsson & Sandberg (1997), esta
inhibicidn puede deberse tanto a la presencia de un inhibidor «-amilasa
proteinaceo, como a la formacion de un complejo fitato-proteina que tiene una alta
actividad inhibitoria. No se tienen datos del contenido de fitatos presentes en las
dos variedades estudiadas, pero dado el mayor contenido de proteina en los

frijoles negros es de esperar que el efecto inhibitorio debido a la posible formacion
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de estos complejos (proteina-fitatos) sea mayor en los frijoles negros. Al igual que
los taninos, los fitatos limitan la bicdisponibilidad de los minerales y son capaces
de formar ccmplejos con la proteina. interfirendo con la digestibiidad del frijol
(biodisponibilidad de los carbohidratos), la utilizacion de macronutrientes
(Carmona et al., 1996) y la biodisponibilidad de vitaminas y minerales (King Thom
et al.. 1998). Los taninos también tienen un efecto :nhibitorio sobre la actividad
fitasa por lo que es probable que un mayor contenido de estos compuestos en los
frjoles negros cocidos también afecte la accion de la fitasa endégena que se

activa con el remojo y la coccion (Gustafsson & Sandberg, 1957).

Stolle et al. (1997) al estudiar el efecto del tratamiento térmico en frijoles verdes,
encontraron gque por debajo del punto isoeléctrico de la proteina. al cual la proteina
es cationica y la pectina anionica, se forman complejos proteina-pectina que
podrian inhibir a la enzima. Los frijoles negros tienen mas proteina, pero los rojos
tiene mas pectina, por o que es de esperar que el efecto inhibitorio debido a la
posible formacion de complejos de este tipo sea muy similar en ambos frijoles, al

adicionar pectinasa.

Sewalt et al. (1997) encontraron que ia hidrolisis enzimatica de la celulosa es
reducida por la presencia de lignina y sugieren que ei efecto inhibitorio se debe
tanto a interacciones con el sustrato ccmo con ia enzima. Es importante
determinar el contenido de lignina presente en cada variedad, con el fin de
establecer su posible relacion sobre la digestibilidad de ambas variedades. que

justifiquen las diferencias encontradas.

El uso de enzimas exogenas (Pectinex Ultra SPL y Validase TRL. al 1,0% m/m)
tiene varios efectos beneficiosos: hidroliza compuestos complejos (celuiosa y
pectina) a compuestos mas sencillos. metabclizables. eliminando asi problemas
asociados a fa flatulencia e incrementando !'a digestibilidad i wifro del frijol en

alrededor de un 12 a un 13%. a excepcion de la ceiufasa en frijol negro, donde el



incremento fue menor.

Existe una ventaja en la adicién de una sola enzima, ya sea celulasa o pectinasa y
es que permite mantener el polisacarido no hidrolizado (pectina o celulosa.
respectivamente) practicamente intacto, con lo gue permanecen también los
atributocs que desde el punto de vista fisiolégico se le atribuyen a estos
compuestos. En el caso de las pectinas, un aumento de la viscosidad, disminucion
del colesterol sérico y del riesgo de enfermedades coronarias. asi como también
efectos beneficiosos sobre el tratamiento de la Diabetes mellitus. En el caso de la
celulosa. la aceleracién del transito intestinal. el aumento en el volumen de las
heces, desaceleracion de la hidrolisis del almidon y consiguiente retraso en la
absorcion de glucosa, ademas de su potencial efecto beneficioso en el tratamiento
de diferentes tipos de canceres. Se debe recordar, sin embargo. que los diferentes
tipos de fibras tienen diferentes efectos fisiclégicos y éstos dependen de muchos
factores: del origen y tipo de fibra. de la historia natural del desorden clinico, del
consumo de otros alimentos, de las circunstancias personales del individuo. su
estilo de vida, asi como también del consumo de grasa. el consumo de alcohol, la
actividad fisica, etc. (Kellogg's. 1997, Gurr & Asp, 1994; Eastwood. 1994,
Cummings. 1992; Nattall, 1992; Rose, 1992: Schweizer & Edwards, 1991).



VI, CONCLUSIONES

. Los tamanos de las dos variedades de frijol Phaseolus vulgaris estudiadas, la
negra (Brunca) y la roja (Chirripo}, fueron muy similares (p > 0,05); no asi la

absorcion de agua, la cual fue mayor para los frijoles negros (p < 0.05).

. Los frijoles negros presentaron un mayor contenido de proteinas y un menor
contenido de grasa y de carbohidratos que los rojos (p < 0,05). El contenido de

cenizas fue muy similar en ambas variedades (p > 0,05).

. No se encontrarcn diferencias significativas (p > 0,05) en el contenido de
residuo indigerible presente en las dos variedades de frijol. Se obtuvieron en
promedio, un 59,14% de Rl para el frijol negro y un 59,8% m/m para el rojo (p >
0.05).

. El porcentaje de recuperacion de pectinas para los frijoles Phaseolus vulgaris

en general, por el método analizado, fue de 73,2%.

. Los frijoles rojos presentaron un mayor contenide de pectina que los negros
(p < 0,05). Los valores de pectina obtenidos en el residuo indigeribie,
recalculados segun el porcentaje de recuperacion, fueron 5,22% mym para los
rojos y 4,37% mvrn para los negros. Se esperaria obtener entonces mas
problemas de flatulencia por el contenido de pectinas en los rojos que en los

negros.

. Los frijoles negros presentaron un contenido de celulosa de 13,0% nmvm y de

11,7% m/m para los rojos (p >0,05).

. Una mayor concentracion de enzima Pectinex produce un mayor incremento
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en la digestibilidad in vitro del frijol en ambas variedades. Se obtuvo un
incremento de alrededor de un 12.3 y un 12,9%, en el frijol negro y rojo,
respectivamente. Sin embargo. desde el punto de vista organoleptico, se
obtuvo un porcentaje de agrado y aceptacion general mayor para los frijoles sin

tratamiento enzimatico.

La adicion de celulasa permite una mejora en !a digestibilidad n vitro de los
frjoles rojos cercana al 12%. Los valores obtenidos fueron significativamente
menores (menos del 5%) para el negro. indistintamente de la concentracion de

enzima usada (p < 0.05).

No se encontraron diferencias significativas en el agrado y calidad general

(p > 0.05) en los frijoles tratados con celulasa y los frijoles sin enzima. en

ambas variedades.

La celulasa presenta una inhibicion mayor en el frijol negro. posiblemente
debide a su mayor contenido de proteina y de taninos y a la posibie formacion

de complejos proteina-taninos, inhibitorios de la accion enzimatica.

Debido a la importancia del consumo de frijoles en la poblacion costarricense,
el incremento en |a digestibilidad in vitro del frijol aqui obtenido, redundara en
beneficios nutricionales, particularmente importantes en sectores tales como
ninos de corta edad, vegetarianos y cierto grupo de aduitos mayores. cuya

fuente primordial de proteina y de hierro son las leguminosas.

La industria, podra disponer de un tratamiento que podria ser incorporado a
los distintos procesos productivos, permitiendo gque los consecuentes

beneficios sean accesibles a la poblacion en general.



Vil. RECOMENDACIONES

Es importante verificar para el frijol rojo las condiciones y tiempo del
tratamiento térmico que aseguren la eliminacion de factores antifisiologicos y

una textura adecuada en el producto final.

. Los diferentes meétodos de anadlisis repercuten significativamente en los
resuitados obtenidos. Se recomienda corroborar los valores de pectina y
celulosa utilizando cromatografia de gas y comparar los resultados con los aqui

obtenidos mediante el metodo colorimetrico descrito.

En pruebas preliminares se pudo observar que el agradeo y aceptacion general
de los frijoles tratados con pectinasa pueden mejorarse sustancialmente
mediante la condimentacion de los mismos, por lo que se recomiendan mas

ensayos con el proposito de lograr una mayor aceptacién de los panelistas.

Se recomienda determinar el contenido de compuestos fendlicos, fitatos y
lignina presentes en ambas variedades, asi como el contenido de proteina
presente en el residuo indigerible, para verificar si existe relacion entre el
contenido de estos compuestos y las diferencias encontradas en la accién

inhibitoria de ambas enzimas con frijol rojo y frijol negro.

Se recomienda determinar el efecto de varios tratamientos para reducir el
contenido de fitatos, taninos y lignina y medir su efecto sobre la digestibilidad
in vitro, la utilizacion de macronutrientes y la absorcion de hierro. Se sugiere

ensayar:

i) el uso de carbonato y bicarbonato de sodio para la eliminacion de taninos y
fitatos y la medicion del efecto sobre las caracteristicas sensoriaies.

i} el uso de una tanasa exdgena para la eliminacién de taninos y fitatos.

i) la adicién de compuestos nitrogenados para ccntrarrestar el efecto de la
lignina.
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APENDICE 1

METODOS DE ANALISIS
1. Determinacién del contenido (% m/m) de solidos y de humedad

1.1 Determinacién

1. Secar las capsulas 98-100 'C. Ponerlas en el desecador hasta que alcancen la
temperatura ambiente.

2. Pesar exactamente 2,0 g de muestra y colocar en la estufa de vacio a 98 °C
hasta peso constante.

3. Enfriar a temperatura ambiente en el desecador y pesar.

1.2 Calculo

masa de muestra seca

Contenido de sdlidos totales (% m/m)= -e — - —x 100
masa de muestra humeda

Contenido de humedad = 100 - % de solidos
2. Determinacion del contenido (% m/m) de proteina

2.1 Reactivos

Mezcla catalitica: pesar 80 g de sulfato de potasio anhidro y 3 g de sulfato de
cobre (1) pentahidratado.

H>SO4 concentrado: grado reactivo, 96-97%.
NaOH 1+1: se prepara de la siguiente manera: a una parte de hidréxido de sodio

grado reactive (conteniendo menos de 5% de Na,CQOs) se le anade una parte de
agua y se agita hasta disolver compietamente. Se guarda en un envase pilastico

con tapon de hule. Se deja en reposo alrededor de 10 dias hasta que todo el
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Na,CO; precipite.

Rojo de metilo: solucién acuosa al 1%.

Ftalato acido de potasio: Patron primario (NIST estandar), con un tamano de
particula que pase a través de un tamiz N2 100. Seque 2 h a 110 °C. Enfriar en un
desecador conteniendo acido sulfurico. Para la estandarizacion del ftalato, pesar
en un erlenmeyer a la décima de miligramo 0,80 g de ftalato acido de potasio
previamente seco. Anadir 50 mL de agua destilada libre de CO,. Tapar y agitar
suavemente hasta disolver. Determinar el volumen requerido por el blance {agua
destilada libre de CQO,} para llegar al viraje a un cclor rosado tenue con
fenoftaleina como indicador. Tituiar la sclucion de ftalato y restarle el volumen

gastado en el blanco. Calcuiar la normalidad del NaOH como sigue:

g ftalato ac. de potasio

Normalidad del NaQH = - — e % 1000
mbL de NaOH x 204,299

Solucidn estandar de NaOH Q0,1 N: Anadir 54 mL de NaQOH (1+1) y diluira 10 L. con
agua libre de CQ,  Estandarizar contra ftalato acido de potasio, usando
fenoftaleina como indicador (1 g de fenoftaleina en 600 mL de etanoi 95%).
Solucién estandar de acido suifarico 0,1 N: diluir 55 mL de acido sulfurico al
98% a 10 L. Estandarizar contra la solucion estandar de NaOH.

Hidroxide de sodio al 50% aprox.: se toman 10 mL de una solucion de NaOH al

50% y se lleva a 1 L con agua destilada.
2.2 Determinacion

1. Pesar en un papel bajo en nitrogeno airededor de 1 g de muestra en balanza
analitica. Pase la muestra a un baién de Kjeidahl.

2. Agregar aproximadamente 15 g de mezcia cataiitica y 25 mL de acido sulfurico

concentrado.

Poner 2l balon en digestor Kjeldahl y calentar suavemente hasta que cese la

-(A)

espuma. Hervir hasta que la solucicn esté clara y de un color esmeralda.
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Calentar 30 min mas.

4. Una vez que la solucion este fria, agregar aproximadamente 200 mL de agua
destilada y unas perlas de ebullicion.

5. Preparar un erlenmeyer con 50 mL de acido sulifurico 0,1 N, mas 100 mL de
agua destilada y unas gotas de rojo de metilo y disponerics para recibir el
destifado.

6. Al balén Kjeldahi se le agregan aproximadamente 80 mL de hidroxido de sodio
al 50%. La solucion toma un color café negruzco. Inmediatamente despuées de
agregado el NaOH, se coloca el balon en el equipo de destilacion y se recoge
el amoniaco desprendido. Destilar.

7. Titular con NaCH 0,1 N.

2.3 Calculos

[ {mL x N) scido = (ML X N) naow | x 14,007 x 100

% Nitroégeno =
masa de muestra (g) x 1000

El porcentaje de proteina se calcula multiplicando el porcentaje de nitrogeno

obtenido por 6,25.

3. Determinacion del contenido (% m/m) de grasa
3.1 Reactivos

Acido clorhidrico 2+3: se toman 400 mL de HCI concentrado (36,5%) y se afora a
1L con agua destilada.
Eter de petroleo 40-60.

3.2 Determinacion

1. Se pesan 4 g de muestra homogénea en un beaker de 400 mL.
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. Se anaden 50 mL de HCI (2+3) y se coloca en un calentader a ebullicion

durante 15 min.

3. Filtrar a través de un papel Whatman N2 1.

4. Lavar con agua caliente para eliminar toda traza de acido. Se realiza la prueba

n

()]

de nitrato de plata para garantizar la eliminacion total del acido.

. Se coloca el filtro sobre un vidrio reloj y se seca en una estufa a 100 °C sin

vacio, hasta que la muestra esté seca (aproximadamente 1 h},

. Se anaden 100 mL de éter de petroleo y se coloca en el extractor Soxhlet.

7. El éter y el extracto se recogen en un baldn previamente seco en estufa a 100

g.

°C durante una h y pesado en balanza analitica tan pronto alcanza la

temperatura ambiente.

. El periodo de extraccion es de 8 n a una velocidad de condensacion de 2-3

gotas por segundo.

Evaporar la mayor parte dei éter de petrdlec en un evaporador rotatorio Soxhiet.

10. Secar el balon con fa muestra a 100 °C hasta peso constante. Enfriar y pesar.

3.3 Calculos
masa de grasa

Contenido de grasa (Somm) = — —- —— x 100
masa de muestra

4. Determinacion del contenido (% m/m) de cenizas

4.1 Determinacion

1.

2.

Pesar exactamente 4 g de muestra bien homogeneizada en un crisol
previamenie incinerado, enfriado en un desecador y pesado tan pronto haya
alcanzado la temperatura ambiente.

Calentar la muestra a 100 °C hasta que esté seca. Caliente sobre una llama

hasta guemar la muestra.



3. Incinerar en la mufla a 550 °C hasta obtener cenizas blancas, grises o hasta
que alcance peso constante (alrededor de 5:30 hj).

4. Enfriar en el desecador y pesar tan pronto alcance la temperatura ambiente.

4.2 Calculos

masa del residuo
Contenido de cenizas = x 100
masa de muestra

5. Determinacion de la tasa de absorcion de agua

Para determinar la tasa de absorcién de agua. se pesan exactamente 200 g de
frijol de cada variedad y se le agregan 600 g de agua destilada. Se dejan
remojando durante 16 h. Se elimina el agua de remojo y se pesan los frijoles

remojados. La tasa de absorcion de agua se calcula como sigue:

masa de frijoles enteros
Tasa de absorcion Ce agua = _ e S . x100
masa de frijcles remojados

5. Determinacidn del contenido (% m/m) de residuo indigerible
6.1 Reactivos

» NaOH 0,5 M: se toman 27 mL de una soluci¢én de NaOH 1+1 yse aforaa 1L
con agua destilada.

» HCI concentrado: de concentracidon 38%, grado reactivo.

~ Solucién amortiguadora de fosfatos 0,1 M, pH 6,8: pesar 4,88 g de K:HPQ,
y 9.80 g de KH,PO4 y aforar a 1 L con agua destilada. Ajustar el pH a 6,8 con
NaOH 0,5 M.

» Solucion de pepsina de concentracién 10 mg/mL: pesar 1 gramo de

pepsina y aforar a 100 mL cen agua destilada.
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~ Solucion de pancreatina de concentracién 10 mg/mL: pesar ! gramo de
pancreatina y aforar a 100 mL con una disclucion amertiguadcra de fosfatos

0.1 M, pH 6.8.

6.2 Procedimiento

1. Se pesan por triplicado exactamente 2,55 g de muestra seca y se colocan en
una botella de centrifuga de 250 mL. Se e agregan 90 mL de agua destilada y
unos cristales de timol.

2. Se tapan y se colocan en un bano con agua a ebullicion por 30 min para
inactivar inhibidores e hidratar y gelatinizar el almidén.

3. Se enfria a temperatura ambiente y se le adicionan 5 mL ce pepsina de
concentracion 10 mg/mL. Se ajusta ef pH a 1.9 - 2,0 con HC! concentrado
utilizando un pH-metro. Se coloca en un bafo ceon agitacién a 40 C por 2 h.

4. Se remueven las muestras y se ajusta el pH a 6,8 usando NaCH 0.5 M.

5. Se agregan 5 mbL de sclucion amortiguadora de fesfatos 0,7 M (pH 6,8)
conteniendo 10 mg/mL de pancreatina, !a cual ha sido previamente filtrada a
traves de papei Whatman N 41, para remover el material celular del pancreas.
Las muestras se coiocan en un bafo con agitacion a 40 C por 2 h.

7. Se enfria y se adicicnan del volumen obtenido. 4 volimenes de etanol a 60 C
y se deja reposar zor 30 min para precipitar la fibra solubie.

8. Se centrifuga a 2000 rpm (336 RCF) durante 2-4 min. Se descarta el
supernatante que contiene los aminoacidos y azucares sciubles.

9. El residuc gue queda en la botella se seca durante toda ia noche a 70 C en
estufa a vacio. Se enfria a temperatura ambiente y se pesa.

10.El residuo se saca del tubc con espatula, se morteriza y se guarda para su

respectivo analisis.



6.3 Calculos

(masa botella + muestra) - masa de botella
—~—  x 100

Resicuo indigeritle (% m/im) =——-- ——-
masa de muestra

7. Determinacion del contenido (% m/m) de pectina en el residuo indigerible

Para la determinacion de pectinas se construyeron 7 diferentes curvas patron de
acido galacturonico, y a partir de éstas se determiné el ambito lineal. los limites de
confianza y la desviacion estandar (D.E.}. Se determino la desviacion estandar a
concentracion cero (D.E.;g). a partir de 13 determinaciones diferentes del blanco
de calibracion, obteniéndose un valor de D.E.;5) de 0,3833. Los valores de LC
{limite de deteccion) (LD} y de LC (limite de cuantificacion se calcuiaron a partir de

la siguiente relacion:

Limite de deteccion (LD) = 3 x D.E (g

Limite de cuantificacion (LC) = 10 x D.E..q

7.1 Reactivos

~ Oxalato de amonio 0,5 M: se pesan 35,525 gramos de oxalato de amonic
(NH4)2C.0,4 monohidratado v se lleva a un L con agua destilada.

» Reactivo de tetraborato de sodio: se pesan 477 mg de NayB840710 H,O y se
lleva a 100 mL con H.S04 concentrado, lo que equivale a una concentracion de
0.0125 M.

» Solucion de NaOH al 0,5%: se prepar¢ a partir de una solucion de NaOH al
50%, se toman 10 mL de la solucion y se llevaa 1 L.

» Reactivo de meta-hidroxibifenil: se pesan 150 mg de meta-hidroxibifenil en

100 mL de NaOH al 0,5%. Guardar tapado en el refrigerador.
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7.2 Extraccion

1. Se pesan de 10-11 mg de muestra (R}) y se cclocan en un tubo de centrifuga
de vidrio de 50 mL. Se agregan 5 mL de oxalato de amonio (NH.}:C204) 0.5 M.

2. Setapa y se coloca en un bano con agitacién a 30 'C por 2 h.

3. Se remueven ics tubos y se centrifugan a 30C0 rpm (755 RCF) por 15 min. E!
supernatante (gue contiene la pectina) se decanta y se reserva.

4. El residuo se suspende de nuevo en 5 mL de 0.5 M de oxalato de amonio vy se
repite la extraccion y centrifugacion,

5. Se combinan i0s supernatantes y se repite la extraccicn y centrifugacicn 2
veces mas. Se juntan los supernatantes y se ajusta el volumen a 25 mL y se

rotula “supernatanrte de pectina’, el cual se almacena a —4 C hasta su analisis.

7.3 Analisis

1. Se toman 800 ulL de muestra (supernatante) y se le agregan a un tubo que
contiene 3,6 mL del reactivo de tetraborato acido de sodio decahidratado.

2. Se mezcla via vortex y se enfria en agua con hielo.

Se calienta el tubo a 100 C por 3 min y se enfria de nuevo con agua helada.

4. Se agregan 80 ul (0.06 mL) de reactivo de meta-hidrexidifenil y se mezcia
inmediatamente via vortex. Despues de 5 min a partir del momento que
alcanza la temperatura ambiente, se lee la absorbancia a 520 nm en un
espectrofotdometre (Shimadzu UV-visible, UV-240).

5. Se construye un blanco reemplazando ia solucion de muestra con 800 ulL de
oxalato de amonio (blanco de caiibracién). Se construye una curva patron de

acido galacturonico a cencentraciones de 10, 25 y 40 ug/mL.
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7.4 Calculo

ug/mL ac. galacturénico x 25 mL x 0.9

100Cug/mg
Centenida de pectina {% m/mj = B ) L - x 100

PM (mg)

PM = masa de muestra

8. Validacion del método de pectinas

Para la validacion del meétedo, se trabaja con dos muestras: una enriguecida
(tratada exactamente como lo indica el método) y otra muestra sin enriquecer. La
muestra enriquecida se trata de la siguiente manera: se pesa la mitad de la
cantidad utilizada en la muestra sin enriquecer y se le adiciona una cantidad
exactamente pesada de pectina pura (Sigma, P 7536). Se continua el
procedimiento tal y como lo indica el meétodo. Para el calculo se prosigue de la
siguiente manera: con base en los mg de pectina recuperados en la muestra, se
calcuian los mg que se esperaria obtener en la muestra enriquecida {se utilizan los
valores promedio). Luego. a los mg de pectina de la muestra enriquecida se le
restan Ics que hipotéticamente corresponden a la muestra; la diferencia
corresponde a los mg de pectina pura agregados. Se establece la relacion con
respecto a la cantidad de pectina pura original para calcular el porcentaje de
recuperacion.

Sea "A” la muestra sin enriquecer; “B" la muestra enriguecida; "a" los mg de
muestra pesados en “A”: “b" ios mg de muestra pesados en “B”; "¢’ los mg de
pectina pura (EEC de Sigma) agregados en la muestra "B™. "x" los mg de pectina
recuperados en "A”; “y" los mg de pectina que se esperarian recuperar en “B”
correspondientes a "b" mg de muestra pesados en “B" y "2" los mg de pectina

totales recuperados en “B”. Entonces z - y. son iocs mg de pectina
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correspondientes a la pectina agregada y el porcentaje de recuperacion se calcula:

llzl! -‘-“y.'l
Recuperacion {% m/m)} de pectinas = - - x 100
..‘C‘,

El porcentaje de recuperacicn de pectinas en frijol rojc fue de 71.6° y para negro
de 74.8% {(Cuadro A31). Estos porcentajes de recuperacicn son muy bajos y las
posibles razones para esto se deben no solo al procesc de extraccion de la
pectina (el cual es lento y tedioso) sino fundamentalmente a una cantidad muy
pequena de muestra utilizada en el analisis (10 a 12 mg de residuo indigerible), o
que sumado a la excasa cantidad de analito puro agregado (aproximadamente

200 ug de pectina pura) introduce mucho errer en ia determinacion.

En promedio, se obtuvo un porcentaje de recuperacion total de 73,2%
{Cuadro A31), el cual puede ser utilizado para calcular el contenido de pectinas
presentes en el residuo indigerible al 100% de recuperacion, datos que se tabulan

en el Cuadro 6 de Resuitados.

9. Determinacidn del contenido (% m/m) de celulosa en el residuo indigerible

Para la determinacion de celulosa se construyercn 7 diferentes curvas patron de
glucosa y a partir de éstas se determino el ambito lineal, 1os [imites de confianza,
la desviacion estandar (D.E.) y los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion
(LC) del metodo. De tfa curva de desviacicn estandar versus concentracion se
determina la desviacion estandar a concentracion cero y este valor se emplea en

el calculo de LD y LC. como sigue:

Limite de deteccion {LD) =3 x D.E..y
D.E..5)- desviacidn estandar a concentracion cero

Limite de cuantificacion (LC) = 10 x D.E..o
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9.1 Reactivos

Acido sulfurico al 5%: se toman 52 mL de acido sulfurico concentrado de

concentracion 87% y se llevan a 1 L con agua destilada.
Acido sulfurico al 72%: se toman 742 mL de acido suifarico concentrado de

concentracion 96% y se llevan a 1 L con agua destilada.

Fenol al 5% p/v: se pesan 5 gramos de fenol y se llevan a 100 mL con agua

destilada.

9.2 Extraccion

P

W

,U.'

Al residuo remanente en el tubo de centrifuga se le agregan 10 mLde H.SQO, al
% (viv) y se calienta la mezcla en un bano de agua a ebullicion por 2 1,2 1.

Se remueve el tubo del bano y se enfria a temperatura ambiente.

Se filtra a través de un filtro de microfibra de vidrio Whatman 934 AH y el

filtradoc que contiene las hemiceiulosas y gcmas se descarta.

El filtro de microfibra de vidrio 934 AH, que contiene ia celulosa, lignina y

cenizas se remueve y se seca sobre vidrio reloj en un horno de conveccion a

90 C toda la noche.

Se coloca el filtro en un tubo de centrifuga de vidrio y se agregan 2 mL de

H:SO. al 72%, se agita con agitador de vidrio y se deja a 4 C por 24 h. Se

diluye rapidamente la muestra con apreximadamente 20 mbL de agua destilada,

se centrifuga a 3000 rpm (755 RCF) durante 15 m. Se lleva a S0 mL con agua

destilada y se rotula como “supernatante de celulosa’.

9.3 Determinacion

1.

La celulosa se mide usando el método de giucosa fenol: se pipetean 3
alicuotas de 0,5 mL (500 ul) del eluente en tubcs de ensayo colorimetricos y
se mezclan con 1 mbL de fenol al 5% (p/v). Se agregan exactamente 2,5 mL de
H:SO4 concentrado en 5 s con un dispensador. de modo que el vagor del acido

caiga directamente perpendicular a la mitad de {a superiicie de !a sclucion.
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2. Se agita inmediatamente via vortex durante 2 s. Se desarrolla el color dentro
de los siguientes 30 min, el cual permanece estable por varias horas. Se lee la
absorbancia a 480 nm centra un blanco (500 uL de agua destilada y 1 mL de
fenol al 5%6).

3. Se construye una curva de glucosa con patrones de concentraciones de 10, 30

y 50 ugimL.
9.4 Caiculo
ua/mL glucesa x 50 mL x 0.9
1000 ug/mg
Contenico de dectina (®s m/m) = . x100

~ PM(mg)
PM = masa de muestra

10. Determinacion de la actividad de Ia enzima Pectinex Ultra SPL

La enzima pectinclitica usada fue Pectinex Ultra SPL, {EC 3.1.1.11), de Novo
Nordisk, Neumatt. Esta enzima posee actividad pectinolitica y un range de
actividad hemicelulasica. Tiene la capacidad de cesintegrar las paredes celuiares
de plantas. Se trata de un liquido pardo, con una temperatura cptima de alrededor

alos 40 *C y un pH 6ptimo cercanc a 4,5.

Para determinar su actividad, se mide la reduccion de la viscosidad relativa de una
disolucion de pectina comercial ai 1,0% {m/v), haciendo uso de una concentracion
definida de Pectinex de 1.0 % (mvv). Cada dcs min y hasta los 16 min se midio el
cambio en ia viscosidad de la solucion de pectina tratada con la enzima. A los dos
min, la solucién presento un cambio en !a viscosidad relativa de alrededor del

80%. por lo que se escogid este tiempo para calcular la actividad de Pectinex.

D
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Para el calculo de la viscosidad, se emplea la siguiente formula:

ns s1 h

Nz S2 12
donde n es la viscosidad de la disolucion de pectina al 1,0%; n es la viscesidad
del agua a 20 °C (1.0050 cP); s: es la gravedad especifica a 20 °C de la
disolucion de pectina al 1.0%, s; es la viscosidad relativa del agua a 20 °C; 1y es el
tiempo que tarda la disolucion de pectina tratada con la enzima en recorrer el
velumen del viscosimetro (tipo Ostwald), mantenido en un bano de aguaa 40 °Cy
t2 el tiempe transcurrido por ei agua en recorrer la misma distancia y bajo las

mismas condiciones.
La gravedad especifica del agua se determina de las tablas (Joslyn, 1970) y la de
la disolucién, usando un picnémetro a 20 °C. Para ello, se toma la masa del

picnometro seco (a 20 °C), la masa del picnémetro con agua destilada y la masa

del picnémetro con la disolucicn, todos a 20 °C.

La gravedad especifica se calcuia como:

S: (masa picnometro mas disclucion ) — masa picnometro seco

Sz (masa picnometro mas agua) — masa picnometro seco

11. Actividad enzimatica de la Validase (celulasa)

La enzima celulolitica empleada en este estudio fue la Validase TRL. £EC 3.2.1.4,
(Vailey Research Inc., IN); grado alimentario, en estado liquido; obtenida por
fermentacion controlada de Trichoderma reesei. Esta enzima hidroliza ios enlaces
B- 1.4 glucosidicos de la celulosa, sus oligomeros y derivados (hemicelulosas y

polimeros 3-glucancs). Esta enzima presenta un rango optimo de pH de 3,5 a 5.0.
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pero es efectivo hasta pH 7,0. El rango dptimo de temperatura es de 45 a 60 °C;

temperaturas superiores a los 60 °C rapidamente inactivan la enzima.

Se utiliza la actividad enzimatica reportada por la casa distribuidora, (Valley
Research Inc., IN) de 13000 CU/g; cada CU (una unidad viscosimétrica celulasa)
equivale a la cantidad de actividad que produce un cambio en la fluidez relativa de
uno en un sustrato definido de carboximetilcelulosa de sodio en cinco minutos bajo
condiciones definidas de ensayo, de manera que una CU es igual a un cambio en

la viscosidad relativa de 0.2/min.
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APENDICE 2

CUADROS DE RESULTADOS

Cuadro A1. Tamano de los frijoles

NEGRO ROJO

Largo Ancho Largo Ancho
mm mm mm mm
11,5 7,0 10,0 6,0
11,0 7.5 10,0 6,5
12,0 7.8 10,5 7,0
10,75 7,0 9,0 55
11.5 7.0 12,0 7.5
11,75 70 10,5 6,5
11,75 7.0 10,75 6,75
10,0 6,0 12,0 7.0
14.75 7.0 9,5 6,5
11,0 7,0 12,0 7.0
9,75 6,75 10,5 7,0
10,25 6,75 10,75 6.5
10,5 6,5 10,5 6,75
10,0 6,75 10,0 6,75
11,0 7.0 10,25 7,75
10,5 6,25 10,0 6,0
10,5 7,0 10,0 6,5
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Cuadro A2. Andeva para el tamano de los frijoles *

Fuente de . gl Suma de Cuadrado Razonde Probabilidad
variacion cuadrados  de la media F , deF
Entre 1 15460 15460 25466 0.1204 |
grupos ; |
Dentro 32 194265 06071 |
grupos
Total - 209724

"Al 95% de confianza

Cuadro A3. Andeva para el ancho de los frijoles

" Fuentede ,_ gl "~ Sumade Cuadrado . Razon de ,Probabﬁic@?
variacion cuadrados  de la media F - deF

Entre 1 03603 . 0.3603 16505 | 02081

‘grupos : , |

Dentro 32 | 59853 0.2183 ’

grupos

Total ;33 7.3456 |

Al 95% de confianza

Cuadro A4. Absorcion de agua * para los frijoles rojos y los frijoles negros

 FrijolNegro ~ Frijol Rojo ‘
o —H_E? i . 1 94 ) _]_
2.11 2,07 o

2.09 - 2,02
. 213 12
207 ~1.93 -
2.C6 | 1.0 |
' 2,08 - 1.91 '
2.41 o T 194 o
218 182
207 185
S - S
298 1.99 i

* zalculada como ‘a3 masa de frijol remojado « 16 h)imasa r:jol entero



Cuadro AS5. Andeva para absorcion de agua de los frijoles

. Fuente de gl Suma de Cuadrado ' Razoén de |Probabilidad
variacion | cuadrados de la media F | deF

Entre 1 | 01203 | 01203 | 79,5066  0,0000

grupos | i g : J'

Dentro | 22 | 00333 | 00015 |

'grupos _ | |

Total | 23 | 0,1536

L

AI95 % de confianza

Cuadro A6. Limites de confianza para humedad del frijol negro

' Repeticion | n . Media | Desviacion Error Intervalo de '
l J estandar | estandar confianza al 95% |
1 2 13,27 | 0,08 0.06 | 12,52 14,02
2 3 | 13,37 | 0,16 |1 009 | 1299 13,76
3 3 , 13,56 '! 0,09 0,05 J 13,34 13,79
| 4 |2 13,42 [ 0,06 | 0,04 r 12,92 13,93 |
| Total | 10 1342 | 014 | 005 = 1332 1352 ,

Cuadro A7. Limites de confianza para humedad del frijol rojo

Repeticion n Media | Desviacion Error | Intervalo de T
I estandar | estandar ' confianza al 95% _j
1 2 12,38 | 0,12 0,09 | 1129 1347 |
2 l 3 12,50 ) 0,06 0.03 ‘ 12,36 1264 |
3 3 128 | 0.2 01 [ 123 133
4 2 1279 | 0,09 007 | 1194 1364 |
Total | 10 | 1263 | 022 007 | 1247 1278
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Cuadro A8. Analisis de varianza para la determinacion de humedad
en frijol negro

Fuentede | gl Suma de Cﬁadrado Razon de ' Probabilidad

variacion cuadrados de la media = de F
“Entre 3 0.1116 0.0372 2.9747 0.1186
grupos |
Dentro 6 0.0751 0.0125 |
grupos :
Total 9 0,1867

Cuadro A9. Analisis de varianza para la determinacion de humedad
en frijol rojo

" Fuente de gl Suma de Cuadrado Razon de | Probabilidad |
variacion cuadrados de la media B de F
Entre t 3 0,3221 0,1074 6.1291 0.0294
grupos |
Dentro 6 0.1051 0,0175
grupos
 Total | 9 0,472

Cuadro A10. Limites de confianza para el contenido de sdlidos totales

del frijol negro

—Rep.eticién n Media \ Desviacion  Error Intervalo de \

estandar | estandar confianza al 95% |

1 2 86.73 0,08 0.06 85.98 87.48 |

2 3 8663 | 015 0.09 86.24 87.01 |

3 3 86,44 0.09 0.05 86.21 86.67 |
a4 2 86,58 0.06 0,04 86,07 87.08
Total 10 86,58 0,05 86.48 86.68

0,14
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Cuadro A11. Limites de confianza para el contenido de sélidos totales

del frijol rojo

]

Repeticion | n | Media  Desviacion |  Error Intervalo de
i | estandar = estandar | confianza al 95%
K 2 | 87862 012 | 0.9 85,53 88.71 |
2 3 | 8750 006 | 003 8736 8764 |
E 3 87.2 0.2 0.1 867 877 .
4 2 87.21 0.09 0,07 86.36 88,06
" Total | 10 87,37 022 | 007 87.22 87,53

Cuadro A12. Analisis de varianza para la determinacion de solidos totales

en frijol negro

Fuente de gl | Suma de } Cuadrado | Razdn de | Probabilidad |
variacion . cuadrados | de la media | E | deF |
Entre 3| 0,1114 . 00371 29765 0,185
grupos i i ! .
Dentro 6 | 00749 00125 | -'
grupos Z | | |
Total 9 0,1863 | | |

Cuadro A13. analisis de varianza para la determinacion de solidos totales

en frijol rojo
'Fuente de { Suma de | Cuadrado @ Razénde Probabilidad !
'variacic')n gl cuadrados de la media . = de F '.
'Entre 3 0.3220 01063 | 6.1184 0.0295
‘grupos
| Dentro 6 0,1052 0,0175
i_grupos ,
 Total 9 0,4272 }
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Cuadro A14. Contenido de proteina en frijol negro
(% m/m base seca)

Repeticion n Media | Desviacion |  Error Intervalo de
| _estandar  estandar | ~ confianza al 95%
1 | 2 | 248343 | 00004 | 00003 24,8303 24,8338 |

2 " 3 2425 | 007 | 004 2407 24,43
3 i 3 243 | 03 | 02 23,6 250ﬂ
8 244 03 | 01 | 242 247 |

—

Cuadro A15. Contenido de proteina en frijol rojo
(% m/m base seca)

—

Repeticion |  n Media | Desviacion ] Error . Intervalode |

\ | estandar | estandar | confianza al 95% |

1 1 2 ¢ 219 | 04 | 03 180 259 |
2 | 3 | 25 | 02 | o1 , 210 221
3 1 3 219 | 02 [ o 213 224
Total | 8 218 | 03 | 01 | 215 220

Cuadro A16. Analisis de varianza para la determinacidn de proteinas en frijol
Phaseolus vulgaris (% m/m base seca)

"Fuentede | gl = Sumade | Cuadrado | Razon de Probabilidad |

variacion cuadrados de la media F . deF

Ente 1 108464 | 108464 | 150,3334 ' 00003 |
grupos j

| Dentro 3K ' 02886 00721 | |

~ grupos | ' |

Total 5 111349 , i T
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Cuadro A17. Contenido de grasa en frijol negro (% m/m base seca)

Repeticion | n Media | Desviacion | Error Intervalo de
’ - estandar | estandar | | confianza al 95% ‘
1 2 2,10 002 | 001 196 224 |
2 3 1,85 0,08 005 166 2,05 |
3 2 1,54 0,03 003 | 123 185 |
Total 7 1,83 0,23 0,09 1,62 2,05
Cuadro A18. Contenido de grasa en frijol rojo
(% m/m base seca)
| Repeticiéon n Media Desviacion Error Intervalo de
estandar | estandar | confianza al 95% |
1 3 3,11 0,05 0,03 298 323 |
2 3 3,06 0,02 0,01 302 3.1
3 2 2:95 0,02 002 | 236 274
Total 8 2,95 025 | 009 | 274 316

Cuadro A19. Analisis de varianza para la determinacion de grasa en frijol
Phaseolus vulgaris (% m/m base seca)

Fuente de gl Suma de Cuadrado | Razdn de |Probabilidad
variacion | cuadrados de la media | F _. de F
Entre 1 1,7367 1,7367 [ 19,8327 0,0112
grupos |
Dento | 4 03503 | 00876 |
grupos } !- ‘
Total | 5 2,0869 | j
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Cuadro A20. Contenido de cenizas en frijol negro
(% m/m base seca)

|Repeticion . n | Media | Desviacion = Error intervalo de |
= | estandar = estandar | confianza al 95% |

1 2 | 39005 | 00011 | 00008 & 38910 39101 |

| 2 3 | 3903 | 0002 0,001 3898 3,908 |
3 3 | 3924 | 0016 | 0.009 3884 3964 |
. Total | 8 3910 | 0,014 0.005 3898 3922 |

Cuadro A21. Contenido de cenizas en frijol rojo
(% m/m base seca)

'Repeticio6n | n | Media | Desviacion  Error | Intervalo de

1 | | estandar = estandar | confianza al 95% |
|1 2 378 | 008 | 006 3,06 451 |
2 | 3 [ 318 | om 0,01 372 381 |
3 | 3 | 40 | 03 | 02 33 47 |
~ Total 8 | 38 020 0.07 369 402 |

Cuadro A22. Analisis de varianza para la determinacion de cenizas en frijol
Phaseolus vulgaris (% m/m base seca)

Fuentede = gl | Suma de Cuadrado = Razon de | Probabilidad
variacion cuadrados de la media F de F
Entre 1 i 0.0056 ‘ 0,0056 0,6762 | 0,4571
grupos . .
| Dentro |4 0.0330 . 0,0083
' grupos , !
Total 5 | 0,0386 .
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Cuadro A23. Contenido de carbohidratos en frijol negro
(% m/m base seca)

Repeticién]i n ] Media | Desviacidon Error | Intervalo de
.- estandar | estandar confianza al 95%
1 l' 2 | 69,71 0,03 002 | 6944 6999
2 ;' 69.9 02 | 01 | 694 705
Total | 5 6984 | 020 | 009 | 6959 7009

Cuadro A24. Contenido de carbohidratos en frijol rojo
(% m/m base seca)

'Repeticion| n | Media | Desviacion | Error | Intervalo de
| . estandar ] estandar | confianza al 95 %

1 | 3 716 | 02 01 | 710 721

2 | 8 | 11 | 03 03 | 699 723

total | 6 | 713 | 04 02 | 709 718

Cuadro A25. Analisis de varianza para la determinacion de carbohidratos en
frijol Phaseolus vulgaris (% m/m base seca)

| Fuentede | gl | Suma de Cuadrado | Razén de |Probabilidad
variacion l | cuadrados de la media F de F
Entre | . 212967 22967 | 313059 | 0,0305
grupos | | I
Dentro | 2 | 0,1467 0,0734 | |
grupos | | |
Total 3 | 24435 [ ]
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Cuadro A26. Datos para la determinacion del contenido de residuo
indigerible para el frijol negro (% m/m base seca)

Repeticion Muestra seca Residuo Residuo
Indigerible Indigerible

% m/m
1.1 2,5147 1,5044 59,82
1.2 2,5250 1,4932 59.14
13 2,5072 1,4943 59,60
2.1 2.5225 1.5374 60,95
2.2 2,5251 1,5621 61,86
2.3 2,1675 1.3019 60,06
3.1 2,4646 1,3751 55,80
3.2 2,4866 1,4659 58.95
33 2,4687 1,4509 58,77
4.1 2,5106 1.4682 58.48
4.2 2,4738 1,4602 59.03
4.3 2,4807 14496 58,44
4.4 2.5135 1,4341 57,06
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Cuadro A27. Datos para la determinacion del contenido de residuo

indigerible para el frijol rojo (% m/m base seca)

| Repeticion  Muestraseca | Residuo | Residuo
: Indigerible Indigerible
L | % m/m
| 1.1 | 2.4940 | 1,5892 | 63.72 |
| 1.2 | 2.5148 | 15976 | 63.53 |
1.3 2.4905 1 1,5278 61,34 Jl
| 2.1 | 25230 g 1,4802 | 58.67 |
2.2 2.5268 | 1,4983 | 59,30
! 2.3 2.5320 | 1.4902 58.85 |
B 2.4 | 2.5156 | 1,5039 | 59.78 |
3.1 | 1,4245 | 1,4245 | 57 47 |
3.2 | 1,3767 | 1,3767 | 56,01
3.3 | 1,3848 | 1,3848 | 5632
4.1 ] 1,4743 | 1,4743 | 59,54 .
4.2 | 1,4940 1,4940 | 60,31
43 1,5563 1,5563 | 61,18 |
4.4 1.5198 1,5198 | 60,55 |
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Cuadro A28. ANDEVA para la determinacion de Rl en frijol
Phaseolus vulgaris (% m/m base seca)

Fuente de al Suma de Cuadrado | Razénde |Probabilidad
variacion cuadrados de la media | F de F
Entre 1 3,13938 3.1393 0,8049 0,3782
grupos | .-
Dentro 25 97,5089 3,9004
grupos ﬁ
Total 26 100,6481 !

Figura 1A. Curva de calibracion para la determinacion del
Acido a- D galacturénico

Absorbancia
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Figura 2A. Desviacion estandar versus concentracion para la curva
de calibracion del acido D-galacturodnico
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Figura 3A. Curva de calibracion para la determinacion de D-glucosa
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Desviaciéon Estandar

Figura 4%. Desviacion estandar versus concentracion para la curva de
calibracion de D-glucosa
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Cuadro A29. Datos para el calculo de recuperacion de pectinas
frijol negro (base seca)

'Repeticion | Masa | mg de pectina| mg de pectina | % de recuperacion |
inicial del| agregados | recuperados *

. ' residuo *

1 sin 1215 | : 04034 |

enriquecer | | |

1enriquecida 56 | 02012 | 03339 | 736 |

2 sin 10,65 : 03335 | |

enriquecer | - !

2 enriquecida 6,1 0,2008 | 0,3486 ' 78,3

'3 sin | 10,75 - 0,3614 |

1enﬂquecer |

;3enﬂqueddai 5,65 | 0.2008 0,3354 ; 72,5

* valores promedio, n = 2

Cuadro A30. Datos para el calculo de recuperacion de pectinas
frijol rojo (base seca)

Repeticiéon | Masa inicial mgde | mgde pectina = % de recuperacion |
del residuo | pectina | recuperados * . ‘
* | agregados |
1 si.n 10,55 | - ' 0.,3240
| enriquecer :
1 6,25 0,2012 | 0,3272 67.3
enriquecida | -
2 sin 10,6 - - 0,4259
enriquecer _
2 ' 52 0,2008 0.3524 ; 715
| enriquecida | '
'3 sin 10,3 | - | 0,4011
'enriquecer - |
13 53 0,2008 | 0.3593 76,2
enriquecida | ?

* valores promedio, n = 2
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Cuadro A31. Limites de confianza para la recuperacion de pectinas en frijol
Phaseolus vulgaris (Yo m/im base seca)

~ Frijol n  Media Desviacion  Error  Limitesde
l . estandar | estandar confianza para la
... med@” |
Negro 3 Th 3 2 67 - 83
. Rojo . 3 72 4 3 81-83
Total 6 73 4 i 2 69 -77

* al 5% de confiabilidad

Cuadro A32. ANDEVA para la determinacion del contenido de pectinas
en el Rl en ambas variedades

" Fuentede = gl ~ Sumade | Cuadrado Razdnde Probabilidad,
__variacion ~ cuadrados delamedia  F  def
| Entre |
grupos T 15.0100 | 15.0100 1.0156 03706
TR . s N Ty g SNSRI p PO ] ot
. Dentro . '
grupos 4 59 1167 L 14,7792
. Total 5 74 1267

Cuadro A33. Contenido de pectinas en el frijol negro”
(% m/m base seca)

Repeticion | Masa Concentracion % de pectinas

L mg : ng/mi .
1 11 . 16280 330 .
2 11 14501 302 B

3 1.0 15369 314
T 10,0 14,165 319
& 102 14,156 3.12
R 10.8 14,759 3,07 |
7 0.5 14,879 319 |

8 10.8 15.928 3.32
9 10.7 16.191 340

« zonun 73.2% de recuperacion
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Cuadro A34. Contenido de pectinas en el frijol rojo*
(% m/m base seca)

| Repeticion ‘ Masa ' Concentracion | % de pectinas
mg ug/ml
1 11.9 19,288 | 3.65
| 2 13.5 | 19,843 i 931
: 3 10.2 ‘f 17,004 ' 3,79
4 10.3 | 17,407 3,80
5 12,0 21,078 3,95
5 12,4 | 21,622 3.92 l
7 10,6 19,048 404
8 10,6 18,810 3.99
9 1 10.3 18,268 ] 3.99
| 10 '» 10,3 17,384 ! 3.78

|
“con un 73,2% de recuperacion

Cuadro A35. Analisis de varianza para la determinacion de pectinas en el
residuo indigerible en ambas variedades

. Fuente de | gl Suma de | Cuadrado | Razénde ]Probabilidad
| variacion ; cuadrados | de la media B de F
| Entre | 1 1,8508 | 1,8508 | 56,3565 0.0000
grupos .'
Dentro 17 05583 | 0.0328 ’
grupos | ‘ j
Total 18 2,4090 | l ;

Cuadro A36. Datos para la determinacion del contenido de celulosa
en frijol negro (% m/m base seca)

| Repeticion Peso Concentracién | % de celulosa F
I | mg ng/mi |
' 1 - 11.8 34,578 ! 13,19 |
2 10,0 23,070 | 10.38
3 10,2 30,120 13,29 i
4 11,0 29,734 12.16 [
| 5 12,3 38,920 1424 |
f 6 12,0 39.805 14,93 !
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Cuadro A37. Datos para la determinacion del contenido de celulosa en
frijol rojo (% m/m base seca)

Repeticion Peso Concentracion % de celulosa
mg ug/mi
I 1 10.2 25830 11,40
| 2 10.3 24,394 10.66
3 12,0 28.181 ] 10,57
4 12.4 - 29.318 10,64
5 10.5 29,908 ' 12,82
6 10,6 33.147 14.07

Cuadro A38. Analisis de varianza para la determinacion de celulosa en el
residuo indigerible en ambas variedades

| Fuente de gl Suma de Cuadrado Razon de | Probabilidad
variacion cuadrados de la media F de F
Entre 1 5,3818 | 5.3818 2,3021 | 0,1602
grupos
Dentro 10 23.3783 2.3378 |
grupos . '
Total 11 | 28.7601

Cuadro A39. Determinacion de la gravedad especifica del agua y de la
solucion de pectina al 1,0% a 20 °C

Peso picnédmetro seco. 20 °C g - 30,9046

Peso picndmetro mas agua, 20°Cg | 40,9387

Peso picndometro mas solucion pectina al 40,9806
1.0%,20°Cg

S, 10,076

So - 10,0341

S/ Sz 1,0042
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Cuadro A40. Tiempo recorrido por la solucion de pectina tratada con
Pectinex y determinacion de n4 para cada tiempo

|t medicion | t transcurrido por la
| s | gisolucion de pectina (s) | ni* |
| 0 | 522 11,6655 |
[ 2 | 120 26773 |
4 | 82.4 | 18414 |
6 | 69.2 15465 |
| 8 63,0 14079
| 10 | 59.4 13275 |
| 12 56.9 | 12716 |
| 12 | 55.4 12381 ]
| 16 -' 54,3 | 12135 |

E L ,
* se calcula segun la formula el tiempo cero corresponde a la solucion
de pectina sin enzima el tiempa recorrido por €l agua a 40 °C fue de
45.16 s (promedio de 8 valores)

Se determindé que una unidad de pectinasa (PG) es igual a la reduccion en la

viscosidad relativa de 4,5/min (Figura 1A).

Figura 5A. Determinacion de la actividad de Pectinex Ultra SPL sobre
solucidn de pectina comercial al 1,0%

S 15
I
o 10 Sk
S 5 &
2, iy 2
QO &
8 0 i3 b
z

0 1 2 3

Tiempo, min
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La ecuacién de la linea de mejor ajuste es la siguiente

y =-4.4941x + 11.666
P =10

Cuadro A41. Efecto de Pectinex sobre la digestibilidad in vitro
del frijol negro y el frijol rojo

“Concentracion de enzima Frijol Negro ; Frijol Rojo
% % de Residuo Indigerible | % de Residuo Indigerible
| 39,60 | 40,36
' 40,55 ’ 40,55
| 38,53 | 39,27
0 38,81 | 40,08
| 38,24 ! 39.97
| 40.46 | 4126
| 36,26 | 36.71
35,61 | 35,87
0.25 1 36,09 | 36.76
38,81 36.51
| 37,15 | 37.21
37.99 36.98
34.19 | 36.36
35,52 35,84
0,50 | 35.78 | 35,40
36,67 | 35.36
35,53 36,90
36.08 | 37.14
34,66 ! 34,34 1
| 34,77 35.07
1,00 : 34.01 35.45
| | 35.33 35.28
! j 33,72 33.84
34,75 36.39

38



Cuadro A42. Efecto de Pectinex sobre la reduccion del residuo indigerible
(R.1.) del frijol negro y el frijol rojo

I | ~_ Frijol Negro ~Frijol Rojo
% enzima | contenido % contenido %
utilizado R.I. % m/m reduccion R.I. % m/m reduccion
0 39.36 40.25
0.25 36.65 6.89 | 3667 8.88
0,50 3563 ' 9.49 35.16 10.15
1.0 34 54 12.26 35.06 12.89 |

Cuadro A43. Efecto de Validase sobre la reduccion del residuo indigerible
(R.1.) del frijol negro y el frijol rojo

Frijol Negro Frijol Rojo
% enzima | % residuo % . % residuo | %
utilizado indigerible reduccion | indigerible | reduccion
0 40,16 | 40.60
0,25 38,51 411 | 3828 5,73
0,50 | 38.44 4,30 36,85 9,25
|

| 1.0 . 38.28 4,70 35.74 11.97

Cuadro A44. ANDEVA del analisis sensorial con Pectinex.
Agrado general del frijol negro

Fuente de Suma de Cuadrado = Razon de Probabilidad
- variacion gl cuadrados de la media | F de F
. Entre
grupos | 4 10770.021 | 10770.021 13,113 0.0007
Dentro |
| grupos | 4p 37781,958 821,347
Total 47 48551,958 N B
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Cuadro A45. ANDEVA del analisis sensorial con Pectinex.
Calidad general del frijol negro

Fuente de | Sumade  Cuadrado Razonde ' Probabilidad
variacion | gl cuadrados  delamedia =~ F  deF
Entre | 1 9718.521 9718.521 11,755 0.0013
grupos | | '
Dentro | 46 38030.458 826.7491

grupos i
Total 47 | 47748.979

Cuadro A46. ANDEVA del analisis sensorial con Pectinex.
Agrado general del frijol rojo

Fuentede gl Suma de Cuadrado | Razon de  Probabilidad |
~variacion ~ cuadrados de la media | F de F
Entre 1 19602,083 19602.083 | 23.892 | 0,0000
grupos | ;
Dentro 46 37739.833 | 820431 | | |
grupos
| Total 47 57341.917

Cuadro A47. ANDEVA del analisis sensorial con Pectinex.
Calidad general del frijol rojo

Fuentede gl Sumade  Cuadrado Razonde  Probabilidad
__variacion | cuadrados de la media | F i de F
Entre 1 21888.021 21888.021 = 33,936 0,0000
grupos . -
Dentro 46 29669292 54498460
grupos !
Total | 47 51557.313




Cuadro A48. Efecto de la concentracion de la enzima Validase sobre el
contenido de Rl en ambas variedades de frijol

Concentracion de enzima | Frijol Negro Frijol Rojo
% % de Residuo Indigerible % de Residuo Indigerible

42.28 ' 42 61

38,87 40,11

39.81 | 40.78

0 38.94 - 41,04
39.58 40.42

40.39 40,46

41,13 39,16

- 40,33 40,25
3873 37,43

37.87 36.58

37.83 38,97

0.25 37.82 37,78
39,60 39.66

38.39 39.76

38.22 | 37.91

3864 | 38.12
39.58 ' 35,436

39.51 | 36,45

37.99 37.15

0.50 35,44 37.31
36.24 36,69

37.46 36,66

38.99 36.82

39.64 37.87

38.81 35.04

. 37,08 35.14

| 36.34 37.40

1,00 | 37.59 36.69
39.32 35.62

' 39.91 34,81

38.84 | 35.54

3835 35,72
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Cuadro A49. ANDEVA del analisis sensorial con Validase.
Agrado general para el frijol negro

Fuentede | gl Sumade | Cuadrado = Razonde Probabilidad
~_variacién cuadrados ' de la media F de F
Entre 1 1250.5208 1250,5208 2,2995 0,1363
grupos | |
Dentro | 46 | 250154583 5438143
grupos
Total 47 262659792 |

Cuadro A50. ANDEVA del analisis sensorial con Validase.
Calidad general para el frijol negro

Fuente de gl Suma de
__variacién | cuadrados
| Entre 1 | 1485,1875

grupos |

Dentro | 46 | 19982.1250
. grupos | ';
" Total 47 21467.3125

Cuadrado . Razén de  Probabilidad’
| de la media F deF
1485.1875 3.4190 0,0709

4343940 |

|

Cuadro A51. ANDEVA del analisis sensorial con Validase.
Agrado general para el frijol rojo

~Fuentede gl Suma de
__variacion cuadrados
Entre | 1 | 243.0000
I grupos
Dentro [ 46 42500,9167
grupos |
Total 47

42743.9167

(e

ra

de F

Razon de Probabilidad |

0,6105

|
1

Cuadrado

_ de la _r_nedia F

. 2430000 0,2630
923.9330




Cuadro A52. ANDEVA del analisis sensorial con Validase.
Calidad general para el frijol rojo

Fuente de | gl Sumade | Cuadrado | Razénde Probabilidad
variacion . cuadrados | de la media | F de F
Ente | 1 | 1801875 | 1801875 | 02520 | 0.6181
i grupos | : | ,
Dentro | 46 | 328962917 | 7151368 i
. grupos 5 ‘ a :
Total 47 | 330764792
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