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RESUMEN

Se cuantificaron los polifenoles de frijol comiin de color blanco, negro y colorado,
erudos, cocidos y secados, con y sin caldo, por el método de Folin-Denis que mide
polifenoles totales, y por el procedimiento de precipitacién de protefna de Hagerman-
Butler, que mide su actividad biolégica.

La evaluacién consisti6 en determinar polifenoles en las mismas muestras
durante 20 dfas consecutivos, utilizando tres volimenes de extracto de una misma
muestra.

Losresultados obtenidos con el método de Folin-Denis, analizados estadfsticamente,
indicaron que la variabilidad fue diferente en los tres voliimenes de extracto de cada
uno de los colores de frijol. Sin embargo, una prueba no paramétrica sefialé que los
promedios en los tres niveles de concentracién para todos los frijoles, eran iguales.
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La variabilidad y los promedios en los tres niveles de extracto de frijoles negros y
colorados -determinados por el método de Hagerman-Butler- fueroniguales, nosiendo
asf con los frijoles blancos. El coeficiente de variacién fue mds bajo para el nivel de
mayor volumen de extracto.

Se encontré una correlacién significativa (r=0.72, P<0.05, n=60) entre los dos
métodos con el nivel de mayor concentracién para todos los frijoles, y 1a correlacién fue
altamente significativa(r = 0.84,P < 0.05, n = 40) al eliminar los valores de los frijoles
blancos.

El contenido de polifenoles, medido por los dos métodos varié con el color de la
cdscara, y el tratamiento térmicoredujo su contenido. Enlas harinas de los tres colores
defrijoles cocidos, que fueron secados con y sin caldo, 1as pérdidas de polifenoles totales
(Folin-Denis) variaron entre 31.4 y 36.6%, yentre 39.8 y 61.1%, respectivamente. Tam-
bién se observé una variacién entre 25.4 y 93.5% de pérdidas en los frijoles cocidos y
secados con caldo, y entre 33.3 y 95.7% de reduccién paralos polifenoles biol6gicamente
activos (Hagerman-Butler) en los frijoles cocidos y secados sin caldo. Las mayores
pérdidas fueron para los frijoles colorados.

La digestibilidad in vivo de la protefna del frijol con caldo y sin caldo fue de 73.2,
69.6 y 64.5%, y de 71.9, 71.9 y 68.8% para los frijoles blancos, colorados y negros,
respectivamente.

Se encontré una correlacién negativa (r=-0.39) y significativa (P<0.05) entre el
contenido de polifenoles de las dietas y el porcentaje de digestibilidad in vivo.

INTRODUCCION

Entre las leguminosas, el frijol comin (Phaseolus vulgaris) ocupa un
lugar predominante como alimento de mayor consumo, tanto en las zonas
rurales como en las urbanas de los paises latinoamericanos. Sin embargo, la
eficiencia de utilizacién de sus proteinas est4 limitada por su deficiencia de
aminodcidos azufrados, la presencia de factores antinutricionales, y su baja
digestibilidad (1-3).

Se han formulado diversas hipétesis para explicar la baja digestibilidad
de la proteina de los frijoles. Posiblemente los inhibidores enziméticos, como
los taninos o polifenoles, pueden ser parcialmente responsables de esta baja
digestibilidad (4-8), pero estos compuestos, en las leguminosas, no han sido
investigados a profundidad y existen pocos estudios en animales que indiquen
que ellos afectan directamente la calidad nutricional (7,9). No obstante, hay
evidencias que hacen pensar que los polifenoles son los que contribuyen més
a la baja digestibilidad de la protefna del frijol (10-12).

La mayor dificultad que existe para estudiar a fondo estos compuestos en
las leguminosas, radica en los métodos analiticos disponibles para su deter-
minacién, los cuales no son especificos (13) para polifenoles.

Dada la importancia de las leguminosas en las dietas de la poblacién
latinoamericana, y debido a la poca informacién con que se cuenta sobre el
efecto de los polifenoles en la digestibilidad de sus protefnas, se consideré de
interés realizar este trabajo. El propésito fue identificar aquella metodologia
analitica més apropiada para el estudio de los polifenoles, comparando al
mismo tiempo, su efecto sobre 1a digestibilidad protefnica in vivo.
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MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron tres cultivares comercia-
les de frijol comun (Phaseolus vulgaris): blanco, negro y colorade. Una
alicuota de cada uno de ellos se molié en crudo a través de un molino de
martillos. Una segunda alicuota fue puesta en remojo en agua durante 18
horas (1:3). Después de descartar el agua, se le agregé el mismo volumen de
agua y se cociné en autoclave a 15 psi. (121°C) por 45 minutos. Luego el
material cocido se secd con su caldo por aire caliente a 60°C, y el material seco
se molié con un molino de martillos. Una tercera alicuota de cada una de las
tres muestras se proces6é como se acaba de describir, con la diferencia que el
producto del autoclave fue deshidratado sin el caldo de coccién. Por con-
siguiente, de cada muestra de frijol se prepararon otras tres muestras: harina
cruda, harina cocida y secada con su caldo de coccién, y harina cociday secada
sin caldo de coccién.

A. Andlisis Quimicos

Las muestras se analizaron para determinar su contenido de nitrégeno
por el método de Kjeldhal (14), a fin de establecer su contenido de proteina
cru;ia. El porcentaje de humedad se determiné segiin los métodos dela AOAC
(14).

Para la determinacién cuantitativa de polifenoles se utilizaron dos
métodos. Estos fueron; el de Folin-Denis descrito por la AOAC (14), y el de
precipitacién de proteina de Hagerman-Butler (8).

Para aplicar este método (8) a las leguminosas, se hicieron ensayos
preliminares hasta encontrar la relacién 6ptima para la extraccién de tani-
nos, que fue de 8, 4 y 2 g de muestra por cada 50 ml de metanol para frijoles
blancos, negros y colorados, respectivamente. El rendimiento méximo de
extraccién en cada muestra, se obtuvo efectuando tres extracciones sucesivas,
con metanol. Cada muestra se agité a temperatura ambiente por 25 min con
la ayuda de un agitador mecénico. Luego se centrifugé a 2,500 rpm durante
seis min, recolectdndose el sobrenadante y repitiendo la extraccién en el
residuo dos veces m4ds. El extracto metanélico obtenido se evaporé a un
volumen de 45 ml en un horno de conveccién, a la temperatura de 50°C. Luego
se afor6 con metanol a 50 ml. Del extracto concentrado se tomaron alicuotas
que variaron entre uno y 10 ml, segiin el color del frijol, 1as cuales se evapo-
raron a sequedad en un horno de conveccién a 50°C, redisolviéndose en
seguida con 1 ml de metanol para proseguir las reacciones indicadas por el
método de Hagerman-Butler (8).

Lareproducibilidad de ambos métodos fue evaluada mediante el siguiente
disefio experimental. Se tomaron tres alicuotas de extracto de una misma
muestra para un mismo dfa, lo que representa tres niveles de concentracién
de taninos (bajo, intermedio y alto) durante 20 dias consecutivos (15). Los
resultados obtenidos con ambos métodos se analizaron estadisticamente para
seleccionar aquella concentracién mds reproducible y confiable.

B. Digestibilidad in vivo en ratas

Este ensayo biolégico se llevé a cabo con ratas de la cepa Wistar de 28 dias
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de edad, provenientes de la colonia animal del INCAP. Cada grupo incluia
ocho ratas (4 machos y 4 hembras), las cuales fueron alojadas en jaulas
individuales de tela metdlica. Para la distribucién de las ratas en cada grupo
se utilizé un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x3. El
agua y el alimento fueron ofrecidos ad libitum.

El ensayo de digestibilidad tuvo una duracién de 17 dias. Al inicio del
estudio las ratas tuvieron un periodo de adaptacién de 7 dias con una dieta a
base de caseina que contenia 10% de proteina suplementada con vitaminas,
4% de minerales, 5% de aceite, 1% de aceite de bacalao y almidén de maiz para
ajustar a 100%. Al final de este periodo se les proporciond las dietas experi-
mentales. El periodo de adaptacién a lanueva dieta duré 42 horas, siguiéndole
un periodo experimental de ocho dias para recoleccion de heces. Las heces
recolectadas se secaron en un horno con aire a 60°C, se pesaron y se molieron
en mortero. Los datos sobre el cambio de peso y de la ingesta de alimento
fueron recolectados al inicio y al final de este 1ltimo periodo.

Alasdietasyheces de cada rata se les determiné el contenido de nitrégeno
y humedad para calcular el porcentaje de digestibilidad aparente.

Las dietas experimentales contenian harina de frijoles cocidos deshidrata-
dos, con y sin caldo para proveer 10% de proteina, y se suplementaron con 4%
de mezcla mineral (16) 5% de aceite de algoddn, 1% de aceite de bacalao,
almidén de maiz para ajustar a 100%, y 5 ml de mezcla vitaminica completa
(17). Se utilizaron como controles caseina y leche descremada al 10% de
proteina. A una parte de la dieta de frijol colorado y negro se le agreg6 60 mg%
de carmin para que sirviera como marcador de las heces; en cambio, se usé
unicamente 30 mg de carmin por cada 100 g de dieta para aquéllas preparadas
con harina de frijol blanco, caseina y leche descremada.

C. Andlisis Estadistico

Los andlisis estadisticos aplicados a los resultados obtenidos en este
trabajo fueron los siguientes: medidas de variabilidad: varianza, desviacién
estdndar, coeficiente de variacién (7,13, 18); prueba de Bartlet (21) y la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (13,17,18) andlisis de varianza
para clasificacién simple de uno y dos vias (7,13); y anélisis de correlacién y
regresion (7,13,18).

RESULTADOS Y DISCUSION

A. Andlisis Quimico
Cuantificacién de Polifenoles

Método de Folin-Denis

En la Tabla 1 se presentan los valores promedio, desviacién estdndar y
coeficiente de variaciéon de cada una de las alicuotas de los extractos de frijol
de los tres colores. Segiin se observa, el rango del coeficiente de variacién para
los frijoles blancos es de 8 a 27%; para los frijoles negros, de 7 a 156% y para
los colorados, de 5 a 12%. El coeficiente de variacién m4s bajo se obtuvo con
10 ml de extracto de 0.5 g de muestra y 250 ml de agua, lo que indica que a este



VOL XLI(DICIEMBRE. 1991) No. 4 573

TABLA 1

EFECTO DE LA CANTIDAD DE EXTRACTO SOBRE LA
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO DE FOLIN-DENIS PARA
CUANTIFICAR POLIFENOLES TOTALES (EXPRESADOS COMO

ACIDO TANICO) EN FRIJOL
Color del frijol MI de extracto* x° + DE<! Cvid2
mceg/ml %
Blanco 2.5 984+ 268 27
50 10.27 +£ 1.38 13
10.0 10.41 + 0.86 8
Negro 2.5 2354 + 3.51 15
5.0 24.04 + 2.16 9
10.0 22.831+1.58 7
Colorado 2.5 28.90 + 3.35 12
5.0 2843+ 2.24 8
10.0 27.67+1.38 5
a 0.5 g de muestra a volumen de 250 ml.
b Promedio.
¢ Desviacién estdndar.
d Coeficiente de variacién.

Promedios iguales (Kruskal-Wallis).
Variabilidades diferentes (Bartlet).

!OH

nivel el método es mds reproducible.

La variabilidad que se encontré dentro de las tres alicuotas para cada uno
de los frijoles, puede atribuirse a varios factores como son: aminodcidos,
protefnas y xantinas, que reaccionan positivamente con el reactivo de Folin-
Denis (14,19) y a la constitucién genética del grano, que es intrinseco para
cada organismo (20). Price, Van Scoyoc y Butler (21) encontraron gran
variabilidad en el contenido de polifenoles de los granos de una misma
muestra de sorgo. Estos autores sefialan que la variabilidad puede también
ser atribuida a las pérdidas irregulares de los componentes del grano durante
la molienda, y al contenido de taninos entre granos individuales de la misma
especie. Es posible que a menor volumen de extracto, con el mismo peso de
muestra, la proporcién de componentes inherentes en 1a semilla, capaces de
reaccionar con el reactivo de Folin-Denis, sea mayor que los polifenoles, lo que
explicarfa la variabilidad encontrada. La evaluacién estadistica de este
método sugiere que se deben tomar 10 ml de extracto obtenido de 0.5 g de
muestra para obtener la mejor precisién, o sea mejor reproducibilidad de los
resultados. Esta cantidad es 20 veces mayor que la cantidad de extracto
recomendado por el método original de la AOAC (14).

Los resultados estadfsticos obtenidos por la prueba de Bartlet indicaron
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que las varianzas de las tres alicuotas de cada color de frijol no son ho-
mogéneas. Sin embargo, los resultados obtenidos por la prueba no para-
métrica de Kruskal-Wallis mostré que los centros de distribucion de cada
nivel en los tres colores son iguales.

Método de Precipitacion de Proteina (Hagerman-Butler)

Los promedios, 1a desviacién estdndary los coeficientes de variacién para
las tres alicuotas del frijol de los tres colores, se exponen en la Tabla 2. Los
coeficientes de variacién encontrados fueron de 17 a 27% para los frijoles
blancos,yde 15a 16 y 7% paralos frijoles negros y colorados, respectivamente.
Es importante hacer notar que el coeficiente de variacién fue menor para el
mayor nivel de concentracion en los frijoles blancos, mientras que para los
frijoles negros y rojos, fue el mismo en las tres alicuotas. No obstante, tanto
los blancos como los negros presentan coeficientes bastante altos. La gran
variabilidad entre los niveles de ambos frijoles, blancos y negros, puede ser
atribuida a que el grado de polimerizacién de los compuestos fenélicos, asi
como la presencia de fenoles de bajo peso molecular afectan el método en
diferentes maneras, lo que resulta en estas discrepancias (8). Este método es
mas preciso para los frijoles colorados, aun cuando debe tenerse en cuenta que
dentro de la misma especie no todos los frijoles negros se comportan igual.

TABLA 2

EFECTO DE LA CANTIDAD DE EXTRACTO SOBRE LA
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO DE HAGERMAN-BUTLER PARA
CUANTIFICAR POLIFENOLES (EXPRESADOS COMO ACIDO TANICO)

EN FRIJOL
Color del frijol Ml de extracto x*+ DEP! CVe2
meg/ml %
Blanco 2.5 581+ 1.55 27
5.0 508+ 093 18
10.0 456+ 0.77 17
Negro 2.5 28.18+ 4.65 16
5.0 29.12+ 4.39 15
10.0 2835+ 4.40 16
Colorado 0.25 574.70 £ 40.44
0.50 566.41 £ 37.30
1.00 565.41 + 40.36

Promedio.
Desviacién estdndar.
¢ Coeficiente de variacién.

o

P

Promedios iguales (ANOVA) excepto frijol blanco (Kruskal-Wallis).
2. Variabilidades iguales, excepto frijol blanco (Bartlet).
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Los resultados estadisticos del método por la prueba de Bartlet revelaron
que la variabilidad en las tres alicuotas de frijoles negros y rojos es igual, no
siendo asf en el caso de los frijoles blancos. A las alicuotas que se usaron en
frijol negro y rojo se les hizo un andlisis de varianza, el cual sefialé que los
centros de distribucién de cada alicuota son iguales (F=0.24 y 0.59, P>0.05
para frijoles negros y colorados, respectivamente), mientras que a los frijoles
blancos se les hizo una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En este
ultimo caso se obtuvo diferentes promedios en las tres alicuotas.

Esto puede atribuirse a que el cloruro férrico usado en este método forma
un complejo con los compuestos fenélicos biolégicamente activos, cuya colora-
cién violeta depende de la naturaleza del fenol contenido en la muestra y del
solvente usado (8). Es posible que las cantidades de polifenoles capaces de
precipitar la proteina son tan minimas que no son detectables por este
método, o simplemente existe la posibilidad de que la muestra contenga otros
tipos de compuestos fenélicos que no reaccionan con el cloruro férrico pero que
s pueden precipitar la proteina. Con base en estos resultados se concluye que
al usar este método se debe emplear 10, 8 y 1 ml de extractode 8,4y 2 g de
frijol en 50 ml de metanol para frijoles blancos, negros y rojos, respectiva-
mente.

Relacion entre Métodos

Con miras a establecer la relacién entre los métodos de Folin-Denis y
Hagerman-Butler se efectué una correlacién con los valores obtenidos con la
alicuota més alta de concentracién de polifenoles.

La Tabla 3 expone las ecuaciones de dichas regresiones, y se puede notar
que a pesar de que los métodos estdn basados en principios diferentes, la
correlacién con todos los valores de los tres frijoles fue significativa (r=0.72,
P <0.05, n=60), pero ésta aumenté al excluir los frijoles blancos (r=0.84,
P <0.05, n=40). Sin embargo, al separar por color de frijol no hubo diferencia
significativa, lo que posiblemente se debié al nimero de muestras.

Los valores para el frijol colorado usado en este estudio fueron mayores
por los dos métodos, que los valores obtenidos en otro estudio (1), en el que se
analizaron s6lo frijoles colorados.

Cambios en el Contenido de Polifenoles por Almacenamiento

Los polifenoles se encuentran en las plantas como metabolitos secunda-
rios, raramente activos (20). Su habilidad de formar compuestos complejos y
de precipitar las proteinas hace que sean importantes desde el punto de vista
nutricional.

Price, Van Scoyoc y Butler (21), encontraron que en el sorgo almacenado
a temperatura ambiente se produce una disminucién en el contenido de
polifenoles (determinado por el método de vainillina - HCl), de este grano,
debido a que ocurre una oxidacién de estos compuestos.

Los resultados obtenidos con harina de frijol crudo se aprecian en la Tabla
4. Tal como se observa, el contenido de polifenoles totales determinado por el
método de Folin-Denis, es de 0.52, 1.42 y 1.38 g% para frijoles blancos, negros
y colorados, respectivamente. El contenido de polifenoles con actividad
biolégica (Hagerman-Butler), es de 0.003, 0.035y 1.41 g%, en el mismo orden,
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TABLA 3
ECUACION DE REGRESION ENTRE EL METODO DE FOLIN-DENIS Y
HAGERMAN-BUTLER
Ecuacién de regresién r Significancia n

(X = método de Folin-Denis; Y = método de Hagerman-Butler)

Frijoles blancos

Y =6.843 +(-0.219) x -0.24 NS 20
Frijoles negros

Y = 45.551 + (-0.7564) x -0.27 NS 20
Frijoles colorados

Y = 391.095 + (-11.768) x -0.40 NS 20
Todos los frijoles

Y =-318.341 + (25.496) x 0.72 S 60

Frijoles negros y colorados
Y =-1733.759 + (80.427) x 0.84 S 40

NS = No significativo (P > 0.05).
S = Significativo (P > 0.05).

siendo los frijoles blancos los de menor contenido, seguidos por los negros y
rojos. En la misma Tabla los datos revelan los valores obtenidos tres meses
mas tarde, notdndose que hubo un incremento en el contenido de polifenoles
determinado por el método de Hagerman-Butler. Esta variacién puede que se
deba a las condiciones de almacenamiento, a la forma fisica del grano, o bien
a otros factores. Esto es un aspecto que debe ser estudiado con mads detalle en
el futuro. Los granos utilizados en el estudio que se comenta, estuvieron
almacenados a 5°C hasta practicar los andlisis quimicos y el ensayo biolégico.

Efecto del Procesamiento

El procesamiento térmico afecta los niveles relativos de polifenoles en el
grano de leguminosas. En la Tabla 5 se detallan los resultados obtenidos con
los frijoles cocidos y secados, con caldo y sin caldo. Segiin se aprecia, con la
coccién se redujo el contenido de polifenoles en los tres colores, siendo esta
reduccién de 35.2, 31.4 y 36.6% para los frijoles colorados, negros y blancos,
respectivamente. Al eliminar el caldo de coccién estas pérdidas aumentan a
51.1, 39.8 y 49.9%. En esta misma Tabla también puede observarse que la
reduccién de los polifenoles biolégicamente activos, por los tratamientos
térmicos, fue mayor en los frijoles colorados (93.5 y 95.7%), siguiéndole los
negros (56.8 y 66.2%) y los blancos (25.0 y 33.3%), en las harinas deshidra-
tadas con y sin caldo, respectivamente.

Cabe destacar que en las tres harinas el contenido de polifenoles totales
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TABLA 4

CAMBIOS DE POLIFENOLES EN FRIJOL CRUDO DURANTE
EL ALMACENAMIENTO A 5°C, EXPRESADOS COMO
ACIDO TANICO (g %)

Método Folin-Denis
Frijol 1° marzo 2 junio
X* + DE** X* + DE**
Colorado 1.38+ 0.07 1.42 + 0.05
Negro 1.4210.08 1.26 £ 0.02
Blanco 0.52+0.04 0.53 + 0.02

Método Hagerman-Butler*

J marzo 4 junio

X £ DE** X + DE**
Colorado 1.413 + 0.104 1.771 £ 0.038
Negro 0.035 £ 0.006 0.074 £ 0.003
Blanco 0.003 £ 0.001 0.012 + 0.001

*  Promedio.
** Desviacién estdndar.

y la actividad biolégica de los mismos, varia con la coloracién de la cdscara de)
grano, Elias, Ferndndez y Bressani (22) encontraron que la coloracién de la
testa del grano es la principal fuente de compuestos polifenélicos. Los datos
de l1a Tabla 5 indican que parte de los polifenoles se solubilizan en el caldo de
coccidn, lo cual est4 documentado (23-26). También es posible que parte de las
reducciones observadas pueda deberse a que estos compuestos orgénicos
formen compuestos secundarios al reaccionar con proteinas, carbohidratos y
otras sustancias (29), dando origen a lo que segin, Bressani y Elias (25) se
podria considerar como taninos ligados.

Es factible decir que de los métodos evaluados, el de¢ Folin-Denis present6
la mayor reproducibilidad para todos los frijoles, aunque este método tiene la
desventaja de que el reactivo de Folin-Denis puede reaccionar con cualquier
sustancia que tenga un grupo fenélico. Por otro lado, el método de precipi-
tacién de proteina de Hagerman-Butler es un ensayo conveniente y reprodu-
cible, que puede suplir informacién de la actividad biolégica de los taninos que
contienen los alimentos, informacién que no puede obtenerse a través de
ensayos quimicos. Sin embargo, el grado de polimerizacién de los compuestos
polifenélicos y los de bajo peso molecular probablemente afecten el método de
diferentes maneras. La determinacién de polifenoles en los materiales utili-
zados en este trabajo con el método de precipitacién de la proteina de Hager-
man-Butler tuvo una mejor reproducibilidad para los frijoles colorados, no
siendo asf en el caso de los blancos.
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TABLA 5

CAMBIOS DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS EN FRIJOLES CRUDOS
Y COCIDOS Y SECADOS CON CALDO Y SIN CALDO
(Gramos de acido tanico por 100 g)

Color de frijol

Frijol Colorado Negro Blanco

(Folin-Denis)*

Crudo 1.42 1.26 0.53
Cocido con caldo 0.92 0.87 0.33
% de reduccién 35.2 31.4 36.6
Cocido sin caldo 0.69 0.76 0.26
% de reduccién 51.1 39.8 49.9

(Hagerman-Butler)*

Crudo 1.18 0.074 0.012
Cocido con caldo 0.076 0.032 0.009
% de reduccién 93.5 56.8 25.0
Cocido sin caldo 0.051 0.025 0.008
% de reduccién 95.7 66.2 33.3

* Gramos de dcido tanico por 100 g.

B. Digestibilidad de la Protetna del Frijol
1. Digestibilidad en ratas

El contenido de proteina cruda de las harinas del frijol cocido varié desde
24.21% para el frijol negro cocido y secado con caldo, hasta 27.26% para
frijoles blancos cocidos y secados sin caldo.

Los datos de ingesta de proteina y excrecién fecal de nitrégeno, asi como
los porcentajes de digestibilidad aparente de los frijoles cocidos y secados con
caldoy sin caldo, se presentan en la Tabla 6. Como lo revelan los datos, en los
frijoles cocidos y secados con caldo, 1a ingesta de nitrégeno fue de 1.53 para los
frijolesblancos y de 1.34, tanto paralos frijoles negros como para los colorados.
En cambio, con los frijoles cocidos y secados sin caldo, la ingesta de nitrégeno
fue mayor (1.54) para los frijoles rojos, siguiéndoles los blancos (1.26) y los
negros (1.12). En general, la ingesta promedio de nitrégeno fue mayor en el
caso de los frijoles con caldo que en los sin caldo, hecho que se reflejé también
en la excrecién de nitrégeno que fue de 0.44 y 0.38 g/7 dias para los frijoles con
caldo y sin caldo, respectivamente.

El porcentaje de digestibilidad aparente (D.A.) para los frijoles con caldo
fuede 73.2+ 3.63, 69.6 £ 4.96 y 64.5 £ 9.05 para los frijoles blancos, colorados
y negros, respectivamente. Para los frijoles, la digestibilidad fue de 71.9 +
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TABLA 6

INGESTA Y EXCRECION DE NITROGENO, Y PORCENTAJE
DE DIGESTIBILIDAD APARENTE

Ingesta de N Excrecién de N DA**
Material g/ dias g/7 dias %
x+ DE* x £ DE* x + DE*

Caseina 2.08 + 0.32 0.16 £ 0.03 02.4+1.95
Leche descremada 2.00 £ 0.26 0.27 £ 0.05 86.3+1.47
Frijol con caldo:

blanco 1.53 + 0.56 0.41£0.15 73.2 £ 3.63

colorado 1.34 + 0.30 0.41+0.10 69.6 £ 4.96

negro 1.34 + 0.49 0.49 + 0.23 64.5£9.05
Frijol sin caldo:

blanco 1.26 + 0.56 0.36 £ 0.18 719+ 3.28

colorado 1.54 +0.55 0.43+0.16 719+ 2.78

negro 1.12+ 0.37 0.34+£0.10 68.8 £4.81

*  Promedio + desviacién estdndar.

** Digestibilidad aparente.

3.28,71.9+ 278 y 68.8 £ 4.81, en el mismo orden, siendo los frijoles blancos
de mayor digestibilidad que los colorados, y éstos de mejor digestibilidad que
los negros. A la caseina le correspondié una digestibilidad de 92.43+ 1.95y a
la leche descremada, de 86.34 = 1.47, datos éstos que confirman resultados
previos (1,5,22). El andlisis de varianza de dos vias sefialé que el promedio de
digestibilidad de los frijoles blancos con caldo es diferente al de los negros y
colorados, y el promedio de los frijoles negros sin caldo es diferente al de los
blancos y colorados. Este andlisis indicé6 también que no hay diferencia
significativa entre los frijoles con caldo y sin caldo.

Con el fin de establecer el efecto del color del frijol y el efecto del caldo de
coccion sobre la digestibilidad de su proteina in vivo, se hizo un analisis de
varianzadedosvias(7,13). Elandlisis sefialé unainteraccién estadisticamente
significativa (F = 10.55, P < 0.05) entre tratamiento (con caldo y sin caldo y
color de frijol), lo que significa que el efecto del tratamiento depende del color
del frijol. Para investigar el tipo de dependencia se hicieron comparaciones de
contraste utilizando el método de Scheffé (13). Los resultados de estas
comparaciones revelaron que no habia diferencias estadisticamente signifi-
cativas en digestibilidad in vivo entre los frijoles con caldo y sin caldo. No obs-
tante, el frijol blanco con caldo acusé una digestibilidad superior (P < 0.05) al
frijolnegrocon caldo. Todaslas otras comparaciones nofueron estadisticamente
significativas (P> 0.05). El hallazgo de nohaber diferenciasen la digestibilidad
in vivo entre los frijoles con caldo y sin caldo es controversial a lo encontrado
en la literatura (2, 4, 5, 22, 25). Este hecho podria explicarse en funcién del
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tamaiio de 1a muestra (n = 8 ratas por celda) utilizada en el presente estudio,
ya que con este tamario de muestra y la variabilidad encontrada (x2= 18.92),
el procedimiento de Scheffé sélo podria detectar diferencias de -14.93% al
comparar simultdneamente los tres colores, y diferencias de -8.59% compara-
dos con cualesquiera dos colores.

Bressaniy Elfas (28) han concluido que la digestibilidad de las legumino-
sas depende por lo menos de cuatro factores: factores antifisiolégicos, trata-
miento térmico, compuestos inherentes en las semillas, y cambios fisico-
quimicos durante el almacenamiento.

En las leguminosas crudas, 1a baja digestibilidad de algunas especies es
causada por factores antinutricionales como los inhibidores de tripsina de
amilosa y las hemaglutininas. Se ha sefialado que el tratamiento térmico a
que se someten las leguminosas tiene un doble efecto: por una parte dismi-
nuye y elimina la actividad de algunos factores antifisiolégicos, mientras que
por la otra, aumenta la disponibilidad de aminodcidos azufrados presentes en
altas concentraciones en los inhibidores de tripsina. No obstante, debe
tenerse en cuenta que el tratamiento excesivo puede disminuir la dis-
ponibidad de ciertos amino4cidos, en particular la lisina (6, 25). La destruc-
cién de la estructura terciaria de ciertas proteinas resistentes a la protedlisis
enzimética, asf como la ruptura de paredes celulares, pueden originar un
aumento en la digestibilidad. El minimizar, controlar o destruir el efecto de
ciertas sustancias, capaces de formar complejos, particularmente con las
proteinas, tendrd como efecto un incremento adicional en la digestibilidad (6,
25).

En la coccién del frijol, parte de los compuestos polifenélicos del grano se
solubilizan en el caldo de coccién. Los compuestos polifenélicos en el frijol
comin han sido considerados como uno de los factores antifisiolégicos ter-
morresistentes (28) que disminuyen la digestibilidad de su proteina. En la

TABLA 7

CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y PORCENTAJE
DE DIGESTIBILIDAD APARENTE EN DIETAS UTILIZADAS

EN EL ENSAYO CON RATAS
Polifenoles totales DA**
Frijol Color (Folin-Denis) %
g%*
x+DE X+ DE

Con caldo Negro 0.357 £ 0.02 64.51+3.05

Colorado 0.348 £ 0.01 69.56 + 4.58

Blanco 0.125+ 0.01 73.21+3.83
Sin caldo Negro 0.304 £ 0.01 68.83 £ 4.81

Colorado 0.257 £ 0.01 71.96 + 3.78

Blanco 0.098 £ 0.01 71.97 + 3.26

*  Promedio £ desviacién estdndar.

** Digestibilidad aparente.
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Tabla 7 se dan a conocer el contenido de polifenoles totales, determinados por
el método de Folin-Denis, y la digestibilidad aparente de las dietas utilizadas
en el ensayo con ratas. Segiin se observa, tanto en los frijoles con caldo como
en los frijoles sin caldo, el porcentaje de D.A. es inversamente proporcional al
contenido de los polifenoles totales.

Con el fin de establecer la relacion entre el contenido de polifenoles totales
(Folin-Denis)y la digestibilidad en ratas, se efectud una correlacién entre este
indicador quimico y la digestibilidad aparente de las dietas de frijol con caldo
y sin caldo, y se encontré una correlacién negativa significativa (r = -0.39,
P < 0.05, n = 48) (y = 75.30 + (-21.29x), lo que confirma datos de otros
investigadores (4, 5, 10, 25, 27-29). La variabilidad de la linea de regresién,
sin embargo, es de 15%, lo que indica que a pesar de que hay una correlacién
significativa, no son los polifenoles los 1inicos que afectan la digestibilidad,
sino que posiblemente existen otros factores que influyen en ella.

SUMMARY

EVALUATION OF TWO METHODS TO DETERMINE
POLYPHENOL CONTENT OF RAW AND COOKED BEANS
(PHASEOLUS VULGARIS) AND EFFECT OF THESE ON
PROTEIN DIGESTIBILITY

The polyphenolic compounds present in raw and cooked, and dried, with and
without the cooking broth of common white, black and red beans (Phaseolus vulgaris)
were measured by the Folin-Denis method for total polyphenols, and by the protein
precipitation method of Hagerman-Butler, which measures their biological activity.

The polyphenol content was measured during 20 consecutive days on the same
sample, using three different extracts of volume from each sample.

Statistical analysis of the results by the Folin-Denis method indicated that
variability among the three aliquots was different for each bean color. A non-
parametric analysis, however, indicated that the average in the three levels of
concentration for beans of all colors, was the same. A similar analysis of the results by
the Hagerman-Butler method demonstrated that variability and average values for
the three aliquots were equal for black and red beans but not for white beans. The
coefficient of variation was lower for the higher aliquot of the extract.

A significant correlation (r = 0.72, P < 0.05, n= 60) was found between the two
methods for all beans using the larger aliquot of the extract. The correlation was highly
significant (r= 0.84, P<0.05) when white bean values were eliminated.

The polyphenolic content varied with seed color and the thermic process reduced
their content, as measured by the two methods. The losses in polyphenolics as
measured by the Folin-Denis in the cooked beans dried with broth, varied from 31.4
to 36.3%, and from 39.8 to 51.1% for the cooked bean flour dried without broth. The
losses by the Hagerman-Butler method were from 25.0 to 93.5% in the cooked bean
flours dried with cooking broth, and from 33.3 to 95.7% when dried without the broth.
The higher losses were recorded for red beans.

In vivo digestibility for cooked bean flours, dried and without broth, were 73.2,
69.6 and 64.5%, and 71.9, 71.9 and 68.8% for white, red and black beans, respectively.

A negative correlation (r= -0.39) and significant (p<0.05) was found between
polyphenolic content in the diet and in vivo protein digestibility.
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