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I. INTRODUCCION

Las lsguminosas, sl igual que los cersales, constituyen una importante
fuente de protefnas en sl mundo, principalmente en aquellss éress en gus, por
rezones culturales, religiosas o0 sconémices, la disponibilidad y consumo de

protefna de origen esnimal es limiteda.

De las leguminosas, el frijol comin (Phaseolus vulgqaris) ocupa un luger

predominante entre los slimentos de mayor consumo, tanto en las zOnas rurales
como en las urbanas. Sin embargo, la eficiencia de utilizacién de sus protef-
nas esta limitadas por su deficiencia en eminodcidos mzufrados, la presencia de
factores entinutricionales y su baja digestibilidad.

Se han formulado divarsas hipftesis para explicar la baje digestibilidad
de los frijoles lo cual hasta la fecha ha sido motivo de controversia. Posible-
mente, los inhibidores enzimdticos como los taninos o polifenoles pueden ser
parcislmente responsables de esta digestibilidad, pero estos compuestos sn las
leguminosas no han sido investigados profundemente, y hay pocos estudios en a-
nimales que indiquen gque ellos afecten directamente la calided nutricional. Sin-
smbargo, hay evidencias que hacen pensar que son los polifenoles los que contri-
buyen mées a la baja digestibilidad de la protefna del frijol.

La mayor dificultad que exists para estudier a fondo estos compuestos en

leguminosas redica en los métodos analfticos disponibles para su determinacién,



los cuales no son especfficos (76) para polifenclas, complicandose la situa-
cién debido a la tendencia de estos compuestos a oxidarse durante la prepara-
cién de la muestre.

Por otra lado, el estudio des la digestibilidad en rateses con dietas a ba-
se de leguminosss as costoso y requisre algin tiempo. Esto ha motivado a de-
sarrollar métodos mée rédpidos y econfmicos como la digestibilided in vitro con
enzimas que permitan obtener informacién similar en corto tiempo.

Dada la importancia de las leguminosas en las dietas de la poblacién la-
tinocamericena y la poca informacién que existe sobre el efecto des los polife-
noles sobrs la digestibilided de sus protefnas, se consideré de interée resli-
zer sste trabajo con el propdsito de identificar aquells metodologfa analftica
qus fuera mds apropisds psra el estudioc de los polifencles, comparando al mie-

mo tiempo su sfecto sobre la digestibilided protefnica in vivo e in vitro.



II. REVISION DE LITERATURA

Caracterizacién Quimica del Fgijol

El frijol comin (Phgseolus wulgeris) constituys une de las leguminosas més
importentes para ls nutricién humana en poblaciones de Américe Latina, Africe
y Asia (12, 13, §9). Estudios realizados por Tendon y col (106) indican que el
frijol repressnte sproximadements un 30 £ de le dieta de la poblacién rural en
América Latine.

Verios investigadores han demostrado que, desds sl punto de viste de la
composioifn quimica, las leguminosas posesn un slto potencisl nutricional com-
parado con otros granos que constituyen la base ds la alimentacién de gran ni-
mero de pafses latinoamericenos y de la India (13, 34, 77, 78). Su contenido
protefnico varfa desde 18 hasta 30 £ del peso total del greno (5, 13, 36, 4D,
57, 59, 62). Dicha protefna se halla localizada principalments en los cotile-
dones y en loe sjes embrionarios de la semille (10, 55, 59, 99).

La protefna estd constituida por albdmina, globulines, prolaminas y glu-
telinas; de éstas, las globulinas se encuentran en mayor proporcién. En rele-
cién a la composicifn de sminodcidos, éste se halla sujets s importantes varia-

ciones entre especies y veriedades de la misma especie (13). En la mayoffa de

leguminosas, la lisina estd presente en cantidadee préximss o que sobrspasan

el nivel establecido por la "protefna de refersncie", lo que indica que son fuen-



te de este aminodcido esencisl (59). Por otro lado, tiesnen como aminodcido
limitante a la metionina (33, 36, 57-59) cuya deficiencia es responsable en
gran parte del crecimiento limitado de las ratas alimentadas con leguminosas.
Aperte de la metionina, el frijol presenta cantidades limitentes de leucina y
triptdfano, en relecién al Patron de Referencia de lea FAD (13, 36, 53).

La fraccién ds carbohidratos es la més abundante en las semillas de legu-
minosas, repressntando aproximadamente del 60 al 65 % del peso del grano (89).
Contiensn de 3 a 8 ¥ de fibra cruda y de 2.5 a 4.2 ¥ de cenizas (13). Se les
considera, ademés, una fuents de tismina, riboflavina y niacina (2, 3, 26, 28,
58, 59).

Log frijoles son semillas con un contenido lipfdico relativemente bajo, va-
riando su concentracién entre % y 6 £ del peso total del greno. Como constitu-
yente de le grases se encuentra el acido palmftico, linoleico y una pequefie can-
tided de dcido estedrico y oleico. No obstante, poseen un porcentaje alto de a-
cidos esenciales (13, 40, 79). Se ha pensado que reacciones de oxidacién y po-

limerizacién de estos écidos pueden ser los responsasbles de su permeabilidad al

egua, afectando entonces sl tismpo de coccidn (104).

Valor Nutritigo

El alto valor nutricional que sugisre le composicifn quimica de los frijo-

les es afactado principeslmente por a) la presencia de factores antinutriciona-



les que inciden negativamente en la digestibilidad de sus protefnas y b) los
aminodcidos azufrados que limitan la calided de su protefna.

Con relacidn a la baje digestibilided, se ha indicedo como responsables a
los inhibidores snziméticos, hemaglutininas, slgunas fracciones protefnicas re-
-sistantes a la hidrélisie enzimatica, carbohidretos indigeribles, taninos o po-
lifenoles, etc., siendo este aspecto motiu? de controversia (19, 35, 73, 97, 105).

En general, la presencia de factores téxicos o entinutricionales en la se-
milla de leguminosa se ha sstudiado no sdlo desds el punto de vista ds toxici-
dad propiemente dicho, sino también como causa del bejo valor nutritivo.

Estudios s investigeciones realizadas sobre estas sustancias datan de prin-
cipio de siglo. En 1894, Osborne (85) haciendo snsayos de solubilidad extrajo
lo que &1 denomind toxoalbimina. Desde entonces, se ha encontrado una gran can-
tidad de sustancies y factores tdxicos relacionados con la semilla de legumino-
sas que afectan directements la digestibilidad de su protefne.

Innumerables estudios demusstran que sstos factores son, en mayor o menor
grado, susceptibles & la sccifn dsl celor (63, 8l1). La centided y calidad ds
estos factores antinutricionales difieren en gran medida entre variedades y sun
entre especies de leguminosas.

De todos estos factores los més estudiedos y conocidos han sido les hema=

glutininas y los inhibidores enzimaticos.



H-g!glutiningg

Son sustancias de naturaleze protefca de accién aglutinante frente a eri-
trocitos de diferentes especies enimales. Se ha demostrado su efecto sobre la
eficiencia de utilizecién de la protefna debido a que el cembio en el peso ds
los animales axperimentales es inverso a le actividad aglutinante (61, 63). Las

lectinas o hemaglutininas resccionan con receptores especfficos de la mucosa
gastrointestinal, bloqueando la absorcién de nutrimentos (68).

Las eglutininas del frijol son sspecislmente resistentes e le digestidn
enzimatica en sl tracto digestivo ya gque se ha comprobado qus las heces de a-
nimales que han consumido dietas con frijol crudo presentan una accién hemsglu-
tinants.

Elfas y col. (35) hen demostrado que la actividad hemaglutinante presente

en tres variedades de Phsseolus vulgaris esta localizada en el sndospermo y es
snulede después de someter los frijoles a coccién e 121°% por 30 minutos y 16 li-

bras de presifn. Esto dltimo ha sido confirmado por Bressani’ (17), Fernandez (38),

Liener (67) y Ordéfez (84).

Inhibidores Eezimgticos

Los inhibidores snziméticos tienen como principal efacto detensr el cre-
cimiento en animales experimentales lo cusl ha sido axplicado por diferentes

mecanismos: a) Inhibicién de la protedlisis en el tubo digestivo (61), b} hi-



pertrofis del péncreas por sumento de le sctividad secretoria de este 6rgenc (68)
y ¢c) pérdidas enddgenas de aminoécidos esenciales por la secrecién pancreatice
aumentada (68).

En 1949, Teuber y col. (107) lograron aisler y purificar una protefna (glo-
bulina) de frijol de Lima (Phaseolus limensis) que sra capaz de inhibir poderose-
mente le accién de la tripsina y en forms moderada la de la quimiotripsina sien-
do, ademéds, sxcepcionaslments estable sl calor.

Seidl y col. (97) aisleron una globulina de Phgssolus wvulgaris (Kidney bean)
diferente a los inhibidores de tripsina tradicionales le cual se distinguié por

ser resistents a la accifn hidrolftice des seis proteasass pepsina, quimotripsina,
tripsina, ficina, hurafne y subtilina. Después de desnaturalizer la protefna por
accién del calor alin retenfa su eccidén inhibitoriae. Seidl la denomind "Inhibidor
de protsinase!inespec{fico". Puesto que esta fraccidén constituye parte signifi-
cativa del totsl de las protefnas del Kidney bean, los autores sugieren que esa
globulina en particular serfe responseble de la beje digestibilided de dichos
granos.

En las leguminosas crudas, los inhibidores de protsasas y las hemaglutini-

nas podrfan ser la causa de la baje digestibilidad (61, 63). Sin embargo, és-
tos no serfean los responsables en los frijoles cocidos, ys que son termoldbiles

(17, 20, 35, 52, 63, 84).



Teninos y Polifenocles

Bressani y Elfas (14) sugieren que hay dos tipos de actividad inhibitoria
de la tripsinas a.~- Los verdaderos inhibidores de tripsina que son termolébiles
y be~= Los inhibidorea de tripsina termorresistentss que probsblemante son tani-
nos o polifenoles.

Los taninos han sido clasificados en dos grupos basados en su estructuras
teninos hidrolizables y taninos condensados. De los dos, los condensedos son
los més amplipmente distribuidos en las plantas (96).

Los teninos hidrolizables se desdoblan sn glucoses y dcido gélico, por ac-
cién enzimética y en presencia de écidos dilufdos. Los taninos condensados son
resistentes a la hidrélisis enzimatica y por accién de los écidos liberan cate-
quinas y antocianinas (102).

Los vegsteles contisnen cantidedes mas o menos altes de compuestos fenélie
cos de distintos tipos (43). La funcién execta de estos compuestos en plentes
no estd adn clara. Aungue, Suchorukow (103), en 1958, sugiers que la accién
de los taninos es como un tipo de buffer o solucién amortiguadora redox en la
célula. Whits (111) reveld que los verdaderos teninos se encusntren rarements
metebélicaments sctivos en los tejidos y considera que su papsl es como protec-
tor de las plantes contra ataques microbianos y de insectos. Segdn Singleton

y Kratzer (100) son parscidos s las glandules de gosipol en la semille de slgo-



dén.

Su importancia redice en sus efectos advaersos sobre sl crecimiento de ani-
males y sobre la utilizacidn de la protefna asf{ como de la energfa metsbolize-
ble de forreajes (42, 73, 76, 113).

Los pigmentos vegetales, como las antocieninas y entoxantinas, estédn rela-
cionados con estos compuestos fendlicos. En el frijol comin (Phagsolus vulga-
ris) se ha encontredo una relacién entre sl color de la caéscara y sl contenido
de compuestos fenflicos (14, 38).

Los taninos tisnen la propiedad, conferides por su estructura polifendlica,
de formar complejos solubles e insolubles con las protefnas (109). El complejo
es formado entre los grupos hidroxilo (-OH-) del polifencl y los grupos (=C=0-)
de las uniones pept{dicas de las protefnas (41, 44, 109).

La cantidad de formar complejos insolubles aumenta a medida que la canti-
dad de grupos hidroxilos del polifenol aumenta.

Se ha encontrado que una molécula de tanino pueds unirse a dos o mds gru-
pos peptfdicos mediante enlaces cruzados (105), y que enzimas tales como la trip-
sina, emilasa y lipasa, son inhibidas por el dcido ténico condensado, al formar-
ee complejos entre dste y las enzimas. A esto se dabe sl efecto detrimentel de
los taninos, ya que las protefnas al ser pracipitadas no puaden ser absorbidas

Y» por ends, el crescimianto de los animales disminuye (27, 110).



Esta inhibicién enzimdticea demostré ser del tipo no competitivo por Gold-
stein y Swain (43) y posteriormente por Tamir y Alumot (105). El grado de inhi-
bicién dependeréd de la afinidad dsl tanino para unirse a determinada enzima, ba-
sandose en sl hecho de que difersntes taninos poseen tendenciss a unirse con di-
ferentes protefnas (44).

Se ha shcontrado tembién que las enzimas inhibidas por los taninos son reec-
tivadas después de la edicién de polivinil-pirrolidona (PVP), compuassto que tia-
ne la propiedad de unirse a los teaninos vegetales (105). El1 efecto benadfico del
del PUP se debe & que existe uns competsncis entre éste y la protefna pare la u-
nién con los teninos. E1l PVP se une a los taninos debido a que su estructuras
guards cierta similitud con el enlace peptfdice (70).

Le inhibicidn de las enzimas digestivas (tripsina, emilase y lipasa) por
taninos y la reactivecidn subsecuente con le adicién de PVP hs sido astudiado
por Tamir y Alumot, quienes encontraron que pera la tripsina y la lipesa se ob-
tenfa una reactivacifn casi completa del complejo enzime-inhibidor con la edi-
cién del PVP (105).

Los estudios del efecto de los taninos en animales expsrimentales, han con-
clufdo que se observa una disminucién del crecimiento de éstos, al ser incorpo-
rados dichos compuestos e sus dietas (27, 41, 42, 44).

Glick y Joslyn (41) observaron tento una reduccién en ingesta de alimentos

10



como una depresién del crecimiento. Encontreron que adicionando un 40 £ de ca~
sefna y 5 % de dcido ténico a una dietea casi doblé el aumento del peso compara-
do con dietas conteniendo 20 £ de casefna y 5 & de dcido tdnico aun cuando se
supone que una dieta con 20 % de casefna es éptima para el crecimiento, Conclu-
yeron que 8l efecto del dcido taénico sobre el crecimisnto era principalmente de-
bido a una retencién de nitrégeno, més bien que a una disminucién en la ingesta
ta alimenticia. En otro sstudio (42) los mismos autores observaron los efectos
del écido ténico y compuestos relacionados sobre la absorcién de protefnas en
ratas.

El nivel de excrecién de nitrégenc fecal fus mayor en animales qus ingerfan
dietas adicionhadas de S % de taninos condenssdos de quebracho; las diatas con
8 £ de acido galico o 2 ¥ de catequina tenfan menor efacto sobre la excrecién de
nitrégeno fecal. El estudio de las enzimas proteolfticas del contenido intesti-
nal y pancreatico reveld que la protefna endfgena constituye la mayor proporcidn
de nitrégeno facal y, ademés, las rates habfen deserrollado hipertrofia pancreé-
tica.

Las investigaciones de Tamir (105) demostreron que las ratas experimenta-
ban una significente depresidn en el crecimiento cuando sren alimentadas con die-
tas a las que se les adicionaban extracto de algarrobo verde (taninos condensa-

dos) y ancontraron altos niveles de nitrégeno insoluble en el contenido sstome-

1l



cal, intestinal y en el colén, sugiriendo que este nitrégeno sra de origen die-
tario.

La relecidn de inhibidorps de tripsina y taninos ha sido estudiada por E-
1fas y col. (35), quienes encontraron que en los cotiledonss de muestres de fri-
jol comin (Phassolus wulgaris) con diferents color de céscars, hay una meyor con-
centrecién de los verdaderos inhibidores de tripsina (termoldbiles) y en lae cés-
carss hay una mayor concentracién de inhibidores de tripsina estables, debido a
la naturaleze de la pigmentacién. Les céscarss de los frijoles negros y rojos
demostraron una meyor actividad del tipo termoestable que las cdscearas de fri-
joles blancos, 1o cual corrslaciona atin més con el mayor contenido de taninos an
los frijoles colorsados.

De igual manera, los frijoles cocidos y sus caldos demostraron una activi-
ded inhibitorie de tripsina del tipo termoestable. Se obtuvo una correlacién
altemente significativa entre la ooncentracién de teninos en las cédsceras y la
actividad inhibitoria de tripsina. Al final, los autores sugirieron que el co-
lor de la céscara sstaba relacionada con la calidad de los frijolas (35). Es-

to también fue demostrado por Fernéndez (39).

Metodologfa parg le Determinacién de Teninos o Polifencles

Considerando que los taninos o polifenoles tienen importancia desde el pun-

to de vista nutricional en leguminosas y cersales, su sstudio se hsce dificulto-
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80 por la tendencia de muchos fenoles a oxidarse durante le preparacién de la
muestra parea la extraccidn de éstos.

Los métodos convencioneles de secado de forrajes puedsn csuser cambios 0=
xidativos en los taninos (43). Cuemdo agentes reductores se han adicionado a
los solventss da extraccidn ss ha obtenido una produccidn alta de compuestos fe-
nflicos (64). Bate-Smith (7) encontré dificultades en la extraccién de taninos
de hojas de algunas espscies de leguminosas herbaceas tal come Onobrychis vicige-
fobia, psro la extraccién mejoré sl moler las muestras.

La molécula ds taninos, por la presencia de grupos polsres, ss soluble an
solventes polares como el agua @ insoluble en solvents no polares como el cloro-
formo. Es ligeramente soluble en tipos de solventes intermedios como el aceta-
to de stilo (96).

La extraccién de taninos con mezcles acuosas de solventes drgénicos depen-
den ‘del rearteglo que tengan los enlaces del substrato para poder competir con
los sitios de las molaéculas del solvente.;. La liberacién de un tanino ligado se
cree que depende del nimero de enlaces involucrados y debe continuar en orden
de aumento de su peso molecular (76).

La relacién de solvente-soluto a solvente-resistente en la extraccién de
taninos estd determinada por la naturaleza de la concentracién del solvents or-

ganico (76).



En los dltimos afios se hyn desarrollado una serie de métodos para evaluar
los niveles relstivos de compuestos polifendlicos en cersales y forrsjes, los
cuales han sido splicados a leguminosas.

Entre los ensayos qufmicos més cominmente utilizados pare la estimacién
espectrofotométrica de taninos esten: 1l.- E1 método descrito por Burna en 1963
(24) que utilize el reactivo de Folin-Denis (reduccién del tungstato fosfomo-
1fbdico de sodio), que mide polifencles totales, pero este reactivo tambidn
reacciona con otros constituyentes de las plantas tales como xantinas, amino-
écidos y protefnas (76). 2.~ El método de mszul de Prusis descrito por Price y
Butler en 1977 (87) modificado por Budini y col. (22), se basa sn la formecién
de un complsjo colorsado s partir de la adicién de cloruro férrico y ferricia-
nuro de potesio a extractos acuosos que contienen taninos. Este métado es sen-
sible y répido para la determinacién colorimétrica de fenoles totales, el cual
puede ser aplicedo a diferentes productos. La mayor venteaja es que los colo-
res originales de los extractos no interfieren en las diluciones utilizadas.

La mds revelante desventaja es que ésts o cualquier método redox carece.de ee-
pecificidad (22, 87). 3.- Los métodos de vainillina-f#cido clorhfdrico descrito
por Burns en 1971 (25), modificedo por Maxson y Rooney en 1972 (76), y vainilli-

na-HC1l con blancos de muestras y otras modificaciones descrito por Price y cols.,

an 1977 (88).
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El ensayo de vainillina-HCl (Burns, 1971, (25)) es ampliaments utilizado
pera la medida cuantitativa ds taninos condensados (o sus componentes monoma-
ricos) en grano de sorgo. La principal ventaja de sste método es su especifi-
cidad para un rango muy limitado de flavomoles y dihidrochalconas que tienen
un simple enlace en la posicién 2,3, y un grupo hidroxilo libre en la posicién
meta en el anillo beta (93), sn contraste a métodos redox, por sjemplo eh sl de
Folin-Dents (Burns, 1963) o Azul de Prusia (Price y Butler, 1977), que detectan
cualquier fenol pressnte.

Sin embargo, Maxson y Roonay (75)cevalusron siete métodos pare la determi-
necién de taninos y llegaron a la conclusifén de que los métodos de vainillina-
HCl modificados tienen veriecidn de dfe a dfa.

Los métodos de crometogreffe y slectroforesis tembidn hen sido utilizados
para estudiar las caracteristicas estructursles, quimices y de adsortivided de
los polifenoles /23).

Los snsayos bioquimicos basados en la habilidad de los taninos o polifenc-
les de precipitar protefnes sons 1.- Hemosndlisis, Bate-Smith, 1973 (7), basa-
do en la precipitscifn de hemoglobina por los taninos. El inconvenisnte de es-

te método es que utiliza sangre fresca recién saceds, y las saponinas y otros
metabolitos de las plantas interfieren con el ensayo (Bata-Smith, 1977 (8)).

2.- Goldestein y Swain (43), 1965, sugirieron el matoedo de la inhibicién de ls ac-
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tivided de la bete-glucosidasa, pero los resultsdos del ensayo son diffciles de
interpreter porque la relacién entre la actividad enzimatica y la formacién del
complejo insoluble no esté alin bien establecids (45). 3.~ Método de precipite-
cién de protefna de Hagerman-Butler (45), esté basado en la precipitacién de la
seroalbimina bovina sl ponarse en contacto con extractos metanélicos que contie-
nen taninos. Este mdtodo es répido y puede utilizarse tanto para taninos conden-
sados como hidrolizables.

A pesar de tode ssta metodolog{a pare la determinacién de teninos ha preve-
lecido mucha confusién debido a que cade método es espec{fico para un grupo (s)
particular de polifenolss y ss cersce de un ssténdar sdecuado. Ademés, los mé-
todos de extraccifn y sl tratemiento de las muestras efectan los valores analf-
ticos obtenidos sntre métodos. Esto ha hecho qus las comparaciones cuantitati-

vas de los niveles des teninos sean bastante diffciles (31).

Digestibilidad dg la Protefna del Frijol

El grado al cual una protefne es utilizada es una funcifin de su composi-
cién de sminodcidos y de su digestibilided ss{ como del requerimisnto de ami-
noacidos del animal que ingiere la protefna. Los factores que afectan le uti-
lizacién de lp protefne por parts del organismo sons El grado sl cual la proe
tefna puede ser hidrolizada en sl tracto digestivo, la utilizacién mestebdlice

de los productos de la digestidén (fraccidén absorbida) y la proporcidén de la
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fraccién absdrbida que pusde zer ssimilada, es decir la fraccién retenida.
La digestibilidad de la protefna se defins como la cantidad de nitrdégeno

ingerido que es absorbido (82). Puede expressrse como un porcentajes

Digestibilided = Nitrégeno ingerido - Nitrégeno fecal X 100

Nitragono ingerido

El valor asf{ obtenido se denomina digestibilidad apersnte, ya que parts
del nitrégeno presentes en las heces no se origina de la protefna a prueba si-
no que provisne des procesos mestabdlicos u otras fuentes como bacteries del trec-
to gastrointestinal, enzimas, célulaes epiteliales, etc.. Pare obtener la diges-
tibilidad verdaders, es necesario determinar las pérdidas sndégenas de la pro-

tefne estudiada cuando los animales en sl ensayo ingieren una dieta libre de ni-

trégano;

Dis::::::::dad = Nitrégeno Ingerido - (N fecal - N endSgano) X 100

Nitrbégeno Ingerido

Los frijoles son diffciles de digerir y pueden dar origen a problemas di-
gestivos; posiblemente, una de los factores que més afecta la utilizacién de las
protefnas del frijol es su baje digestibilided y hasta la fecha no se sabe con
certeza si este efecto es debido a una descarge muy rdpida del intastino, o a
una reistencie de la protefna e la hidrélisis proteolftice de las snzimas ges-
trointestinales (2). Hay evidencie clars de que cuando ses consumen sstas legu~
minosas se presentan pérdidas significativas da nitrégeno en las heces (18).

Estudios realizados sn nifios alimentados con Phaseolus wvulgeris en combi-
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nacidn con otros alimentos como leche y mafz, demostraron que el nitrdgeno fe-
cal aumenté conforme la ingesta ds mitrdéigeno de protefina de leche disminuyé. No
todo el efecto debe atribuirse a la protefna del frijol, ya qus ésta fue edminis-
trade conjuntamente con la de mafz. Sin embargo, las pérdidas de nitrdgenc eu-
mentaron y el frijol pudo ser responsable en cierto grado de dichas pérdidas (92).

Estudios con ratas han demostrado que sl consumir frijol ocurre en el trac-
to intestinal un paso mds rapido del elimento ingerido, demostrandose ademas que
los causantes de este efecto aran cotiledones y no ls céscara del grano.(49).

La baja digestibilided de la protefna de lss leguminosas de grano ha sido
observada no golo entre sspeciss, sino tembién entre variedades de una misme es-
pecie (58).

Es indudeble que ls digestibilidad mejora enormemente con le coccién (56);
sin embargo, la digestibilidad del frijol cocido es todavfa baja si se compera
con las otras especies. Jaffa (58) encontrd para el frijol negro une digestibi-
lidad real de 76.8 ¥ en tanto que para la soya este valor es de 86.4 %.

£l género Vigng tiene una mejor digestibilidad que sl Phgsgolus. Vigns si-
nensis tisne niveles significativemente més bejos de inhibidores de tripsina que
que las espscies Phaseolus. Aungue no se ha demostrado une coerrelacidn entre

activided de inhibidorss de tripsina y digestibilided de la protefna (19, 56) tsl
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actividad sf interfisre con el proceso proteolftico en el tracto gestrointesti-
nal.

Las variaciones en la digestibilided de le protefna de leguminosa de gra-
no, es probablsmente el resultado de verios factores qus puedsn ser inherentes
a la semilla o ser el resultado del mansjo y almacenamiento de la misma o de los
procesos ta@rmicos utilizedos para prepsrar ls semille pera evaluaciones biolé-
gices (14). Los procesos térmicos dafian la protefna en tarminos de celidad. Por
consiguients, el tiempo de coccidn es un factor que puede influir en la digesti-
bilidad. La eplicacién de calor puede ser interpretada como un doble efectos
primero, disminuye y slimina la actividad de los factores antinutricionales y se-
gundo, aumente la disponibilidad de aminodcidos de la protef{na; sl exceso de ce-
lor, sin embargo, disminuys la disponibilided de los aminoacidos (98).

Estudios hechos por Molina y col. (80) muestren que los perfodos de slmace-
namiento y largos tiempos de cocimiento de frijoles disminuyen la digestibilidad
ds sus protefnas, sin embargo, hay otros factores que influyen sn éste por lo que
es absolutamente nacesario sstudiar més s fondo el problema de la beja digestibi-
lidad del frijol (14).

Algunoe estudios han sugerido que las leguminosas contienen fraccionss de
protefnas que son resistentes s la proteflisis, Jaffé y Hanning (62) encontraron

que varies freccionss purificades de protefnas del frijol eran resistentes a le
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actividad hidrolftica de la pepsina y la papafna.

Como se menciond anteriorments, Seidl y col. (97) informaron que una frac-
cién globulfnica de frijoles (Kidney bean) inhibfe la activided de las protea-
sas, aun después ds severos procesos térmicos y ora resistente a la accién de
las enzimas proteclftices. Por consiguiente, estos sutores sugisren que la frac-
cidn globulfnice es la responsable de la baja digestibilidad.ds la protefna to-
tal en semillas integrales molidas.

Contrario a este concepto, las globulinas totales aislades de la varieded
Rosinha-G2, exhibieron una digestibilided elta de 80 - 90 %, qus, por lo tanto,
es mayor que la digestibilidad de les protefnas totales de la semillas (dato no
publicedo pero mencionado por Sgarbiere y col.(98) ). La baje digestibilidad
de la protefna del frijol de grano entero, segin este mismo investigasdor, Sgar-
biere (98), puede ser explicada por una o ambas de las siguisntes aseveracioness
e.- Las protefnas que quedan en un residuo insoluble (que no se extraen con NaCl)
que son de 20 a 30 % de la protefna total, son indigeribles disminuyendo, por con-
eiguiente, la digestibilidad de la protefna cruda en todo sl gresno. b.-lLes pro-
tefnas en las semillas molidas reaccionan con otros compuestos celulares en los
tejidos formando compusstos indigeribles.

Por otro lado, los taninos 0 polifenoles tembién juegan un papel importen-

te en la baja digestibilidad de la protefna del frijol.
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Featherston (37) sxtrajo los taninos del greno de sorgo y estudié el efec-
to del sorgo (libre de taninos) en ratas y pollos. La digestibilidad de la pro-
tefna mejoréd significativamente y, como respussta, hubo un sumento en la ganan-
cia de peso asf como en la sficiencia. Un efecto contrario y un aumento en sl
peso de las heces se obtenfa en snimales que ingerfan sorgo con alto contenido
de taninos. Hay que sefialar que sl sorgo tiens mayor contenido de taninos con-
densados y los hidrolizables se encusntran en menor concentracién.

AR semejanza del sorgo, se ha damostradoc que slgunas leguminosas son ricas
en taninos condensados y cuando se incluyen en las dietas de monogastricoc in-
fluyan negativamsnte sn la digestibilidad de la protsfna.

Martin=-Tanguy y cols. (74) estudiaron los taninos condensados en le semi-
lla de Vicia feba L., concluyendo que éstos consistfan de flavan-3-ols (cate-
quine-galocatequina) y flavan 3,4~ diols (leucocisnidina-leucodelfinidina) y
son oligémeros que verian en grado de polimarizecién. Sugirieron que los teni-
nos condensados de Vicia faba L. deberfan considerarss como el factor de de-
presién del crecimiento, responsable de la beja digestibilided de los compues-
tos nitrogenados. Los taninos pusden afecter el crecimientc de snimales por dos
razoness su astringencia que disminuye sl consumo del alimento y su habilided
de ligarse a las protefnas. Eatoes polfmeros pusden tener un efacto inhibitorie

en la digestibilided de la protefna ys sea por la inhibicién directa ds las en=

21



zimas digestivas o por la formecién de complejos indigeribles con las protefnas
de los alimentos. El efecto de depresién depende de su grado de polimerizacidn.

Los estudios da Linaraes y Bosque (69) indicaron que el contenido de tanimos
expressdos como equivalente de catequina de frijoles cocidos y la digestibilidad
determinada en ratas correlacionaron significativamente (rsw«0.4).

En trebejos realizados por Herndndez (51) se concluye que uno de los fectos
res que influyen en le baja digestibilidad de las protefnas del frijol son los
compuestog fenflicos y sntre éstos las catequinas ejercen un mayor efecto.

Los trabajos anteriores indican que los taninos interfieren con la disponi-
bilidad de nutrimentos, fundamentalmente con la protefna dietearia, formando com-
puestos insolubles @ indigeribles mediante puentes de hidrégeno (46, 73, 109) o
inactivando las enzimas, bloqueando de ssta forma la absorcién intestinal (42,
76). La inactivacién enzimética conduce a hipersecrscién por parte del péncreas
con el consecusnte aumento de tamafio de este drgano (66).

En sintesis podemos decir que son cuatro, posiblements, los factorss que de
una manera U otra contribuyen a la baja digestibilidad de la protefna: 1l.- Inhi-
bidores de tripsina, 2.~ Procvesamiento, 3.~ Ciertes fracciones protefnicas re-
istentes a la hidrélisis, y 4.- Presencia de sustancias que reaccionan con la

protefna del frijol como los compuestos fsndélicos.
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Digastibilided in vitro

£l pérfil de aminodcidos es importante en la eveluacién de la calidad nu-
tricional de una protefna y, por consiguiente, la digestibilidad de esa protef-
na es la determinante primordial de la disponibilidad de sus aminodcidos.

La digestibilided de una protsina puede obtenerse por ensayos biolégicos,
siendo la rata el sujeto experimentsl més comin. Sin embargo, el procedimien-
to es laborioso, requiere perfodos larqos de tiempo y es sumamente costoso (54).

Se han desarrollado muchos métodos in vitro para medir la digestibilidad
de la protefna los cuales por su rapidez y sengibilidad son bastante aceptados.

Las enzimas proteolftices han sido utilizadas para predecir la digestibi-
lided, habidndose descrito tanto un sistema de enzimas de pepsina-pancreatina
(1) como un gistema con papafna (21). Los resultedos obtenidos concuerdan bien
con la digestibilidad de la protefna in vivo, determinada en la rata. Posterior-
mente se desarrolld el sistema de pspafna-tripsina (95) para la determinacién
de la digestibilidad de la protefna in vitro, y se encontré que tambidn corre~
lacionaba bien con la digestibilided in vivo. Las tdcnicas in vitro (71) ante-
riores fueron modificadas, y se implesmenté un ensayo in vitro (54) de 10 minu-
tos pare determinar la digestibilidad aperente de la protefna, qus utiliza las
enzimas proteol{ticas tripsine, quimotripsina y amino peptidasa. Se hizo una

modificacifn posterior agregasndo una cuarte enzima (proteasa bacteriana), acon
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el propdsito de poder predecir con mayor exactitud la digestibilided de la pro-
tefna en los alimentos (94).

Para determinar la susceptibilidad e la hidrélisis proteolftica de lea muss-
tra se ha utilizado cambios de pH (54, 71, 94), la determinacién de nitrfigeno an-
tes y después de la hidrélisis (90, 95), la medicién espectrofotomstrica del pro-
ducto de hidrélisis reslizada en slectroforesis en gel (91) y la determinacién
de aminodcidos totales por un sistemes sutomatizado antes y despuds de le hidréli-
sis (1) Todos sstos métodos han sido splicados en el estudioc de diverses pro-
te{nes. La escogencia ds un determinadc método depende de las facilidades de ca-

da laboratorio, de la habilided del operador y de la exactitud que se deses en la

determinacién.
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III. OBIJETIVOS

Objetivo General

Determinar si existe difersncia de polifencles de frijoles de diferentes

colores y su influencie sobrs ls digestibilided de su protefna.

Objetivos Especificos

l.~ Identificar el método analftico mas raproducible y confiable para determi-
nar los polifenoles del frijol.

2.~ Desarroller un método enzimadtico practico y confisble para dsterminar in
vitro la digestibilided de la protefna del frijol.

J.- Estudiar sn rates el efecto del procesamisnto térmico y le pressncia del
celdo de coccifin sobre la digestibilidad de los frijoles de diferente .co-
lor.

4.- Correlecionar los resultedos de digestibilidad obtenidos tanto in vivo co-
mo in vitro con el contenido de polifencles de los frijoles.

5.~ Investigar le cepacidad del método in vitro a desarrocllsr para detscter el
efscto dsl procesamiento térmico y le presencia dsl caldo de coccién de los

frijoles sobre la digestibilidad de su protefna.
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IV, JUSTIFICACION

Los polifenoles han demostrado ser capaces de sjercer una actividad inhi=-
bitoria de las snzimas digestivas (105), tenisndo ademés un sfecto depresivo
sobre el crscimisnto de rates y otros snimales experimentales (27, 110). La
metodologfa analftica empleada actualmente no es especffica pare polifenoles,

y ha sido aplicada principalmente pare sorgo, no as{ para leguminosas. Por lo
tanto, la quluacién de métodps capeces de medir polifencles besados en princi-
pios diferentes, serfa de gran utilided para cusntificer el posible efecto de
estos compuestos sobre la digestibilidad del frijol, especialmente si se consi-
dera la enormes cantidad de variedades y sspecies de leguminosas que actualmen-
te son consumidas por la poblacién mundial. El color de los frijoles y el trae-
tamiento térmico previo a su consumo, as{ como la presencie de factores antifi-
siolégicos y ciertos azlcares tembién han sido implicados como responsables ds
la baja digestibilided de las protefnas del frijol. En fin, pueds decirse que
el estudio de las leguminoses es bastante complejo y que cualquier esfuerzo que
se haga por conocerlas mejor o sumentar su valor nutritivo ayuderfa en la nutri-
cién de nuestros pueblos centroamericanos.

Des igual mansra, sl desarrollo ds métodos in vitro répidos, sencillos y de
bajo costo para evaluar la digestibilidad de esta proteina o de cualquier otro
alimento que forme perte de la diete de nuestros pafses ser{a de grandes benefi-

cios en el érea de nutricidn, ciencia y tecnologfa de alimentos.

26




V. MATERIALES Y METOOOS

Para este trabsjo se utilizaron tres veriedades comerciales de frijol co-
min (Pheseclus vulgaris)s blanca, negro y rojo.

Se trebsjé con tres tipos de meterialee; harina de frijol crudo, herina
de frijol cocido y secadoc con caldo y harina de frijol cocido y secado sin cel-

do. En la Figura 1 se muestra la secuencis para obtener los materiales cocidos.

A.- Analisis Quimicos

l.- Las mugetras se analizaron por nitrdgeno por el método de Kjeldehl (4) pa-
re determinar su contenido de protefna cruda. El porcentaje de humsdad se deter-
mind segin las métodos ds la AOAC. (4).

2.~ Cuantificecidn de Polifencles. Para la determinacién cusntitetive de po-
lifenoles ss utilizaron dos métodos. £l de Folin-Denis descrito por la ADAC (4)
y el de precipitacién de protefna de Hagermen-Butler (45). El primero de sllos
utilize el reactivo de Folin-Denis que contiens 10 % de tungstatoc de sodio, 2 %
de acido fosfomolfbdico y § ¥ de dcido fosférico y una solucidn satureda ds car-
bonato de sodio al 35 %¥. Después de 30 minutos de reslizada la reeccidn, ls in-
tensidad dsl color dessrrolledo se midié con un colori{metro Spectronic 20 (Bausch
& Lomb) a 760 nm de longitud de onda. Las lecturss obtenidas con las muestras
se compararon con Una curva estandar cuya linearidad puede ppreciarse en la Fi-

gura 2, preparsda con acido ténico puro a concentraciones de 0.5, 1.0, 2,0 y
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2.5 microgremos de acido ténico por ml.

El segundo método es decir el de Hagermen-Butler, es un ensayo bioquimico
que se basa en la pracipitscidn de sercalbimina por los taninos bioldgicaments
activos de la muestra. Dicho precipitado se separs del sobrenadante por cen-
trifugacidn, se redisuelve con dodecil sulfato de sodio y luego se hace resac-
cionar con cloruro férrico. Paras este matodo se utilize une solucién de 0.100
g % de seroalbimina de bovino, una solucién al 1 ¥ de dodecil sulfato de sodis
con 5 ¥ de trietanoclamins y una solucién 0.01 M de cloruro férrico. Despuas
de 30 minutos de reposo, la intensided del color deserrollado por la reaccién
entre al hierro y los taninos se mide en un colorfmetro o espectrofotométro e
510 nm de longitud de onds, comparéndose los resultados con una curva estan-
dar (Figura 3) que contiene 100, 200, 300, 400 y 500 microgramos de écido ta-
nico por ml.

Para la splicacién de este método e leguminoses se hicieron snsayos pre-
liminares haste encontrar ls relacién dptima para ls extreccifn de taninos, que
fue de 8, 4 y 2 g de muestra por cada 50 ml de metanol para frijoles blancos,
negros y rojos respectivemente. Para obtener el rendimientoc maximo de extrac-
cién en ceds muestra, ee realizeron tres extrscciones sucesives con el mismo
solvente siguisndo el diegrama de la Figura 4. Cada musstra se agité s tempe-
ratura ambiente por 25 minutou, con la ayuda de un agitador mecanico. Lusgo

se centrifugé a 2,500 rpm durante 6 minutos, recolectandose el sobrenadante y
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repitisndo la extraccién en el residuo por dos veces mfa. El extracto metand-
1ico obtenido ses evepord a un volumen de 45 ml en un horno de conveccidn a la
temperatura de 5005. Luego ss eford con metanol a 50 ml. Del extrecto cancen-
trado se tomeron alfcuotas, que variaron entre 1 y 10 ml segiin el color desl fri-
jol, las cuales ss evaporaron a ssquedad en un horno de conveccién e 50°C, re-
disolvidndolas luego con 1 ml de metanol para prossguir las resccionss indica-
des por el método de Hagerman-Butlaer,

Le reproducibilidad da ambos mstodos fue evaluada mediante el siguiente di-
sefio axperimentals se tomaron tres ealfcuotes de extracto de una misma muestra
para un mismo dfa, representando tres niveles de concentracién de taninos (ba-
jo, intermedio y alto) durante 20 dfac consecutivos (6). Los resultados obte-
nidos con ambos mgtodos se analizaron ested{sticements psra sscoger squella con-

centracidn gi:e fuera mas reproducible y confiable.

8.~ Digestibilidad de la protefns del frijol

La determinacién de la digestibilidad de la protefna de las muestras estu-
diadas se llevé a cabo siguiendo dos métodoss l.- in vive con ratas y 2.- in vi-
tro con tripsins.
l.~ Digestibilidad in vivo con ratas

Comoc base de comparacidén pera la digestibilidad in vitro, se realizf aste

ensayo bioldgico con ratas de ls raza Wistar de 28 dfas de edad proveniente de
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la colonia animal del INCAP. Cada grupo inclufa 8 ratas, 4 machos y 4 hembras,
las cuales fueron slojadas en jaulas individuales de tela metdlica. Para le
distribucién de las rates en cada grupo se utilizé un disefio completamente a-
leatorizados con arreglo factorial 2 X 3 (86). El agua y el alimento fueron
ofrecidos ad libitum.

£l ensayo de digestibilided tuvo una durecién de 17 dfas. Al fhicio del
gstudio tuvieron un perfodo de recuperacién de 7 dfas con una dieta de casef-
ne que contenfa 10 £ de protefna. Al final de este perfodo ss les proporcio-
né las distas experimentales. El perfado decadeptacifn a la nueva dieta duré
48 horas, siguidndole el perfodo experimental de recoleccién de haces. Las he-
ces recolactadas se secaron en un horno con aire a 60°C. se pesaron y se molie-
ron an mortero. Los datos sobre el cambio de peso e ingesta de alimento fueron
recolectados al inicioc y al final de este Ultimo perfodo.

A las racionss y heces fecales de cada rats se les determind sl contenido
de nitrdgeno y humedad pars calcular el porcentaje de digestibilidad aparente.

La compogicifn de las diatas experimenteales se detallan en el Cuadro 1.
Se prepararon sustituysndo pearte del almidén de la dieta bssal por harina de
frijol en centidad suficiente pare alcanzer un nivel de 10 ¥ de protefns. A u=-
na Parte de las dietes de frijol rojo y negro se le agreqd 60 mg £ de carmin pa-
ra que sirviera como marcador de las heces fecales, en cembio se usé dnicemente

30 my de carmfn par cada 100 g de dieta para aqu‘llas preparadas con harina de
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frijol blenco, cassfna y leche descremada. Los controles de sste snssyo astu-
vieron representedos por dos grupos de ratas, uno slimentado con casefna y o-

tro con leche descremada.

2.- Dinestibilidad in vitro

La digestibilidad in vitro se llevé a cabo en todes las muestras de die-
tas del ensayo biolégico utilizando tripsina como snzima proteolftica y ninhi-
drina como reactivo de coloracién pare cueantificar los productos de la diges-
tién enzimatica.

Los reactivos que se utilizaron en este método fueron los siguientess bu-
ffer de fosfato pH 7.6 que se praparé con 0.234 g % de Na,HPO , més 0,18 g £ de
Na H2904.Hzﬂ an agua dastilada. Una solucidn de 0.050 g £ de tripsina* en bu-
ffer pH 7.63 buffer pH 5.3 conteniendo 1 % de piridine 0.4 % de écido acético
en agua destiledas ninhidrina al 1 $# en acetonas etanol el 75 %.

Procedimiento

Se pssd en duplicedo una cantidad de muestra que contuvisra 240 mg de pro-
tefna cruda, cada alfcuota se colocé en un erlenmeyer de 125 ml de cepadided y
se le mgragd 10 ml de buffer de fosfato pH 7.6, Estas muestres se dejaron en
refpigerecién (5°C) por 2 horas, luego se le adiciond a ceda una 20 ml de la

golucién de tripsina y ss incubaron s 37°%C en un befio marfa con agitacién cons-

tante durante 60 minutos. Transcurrido este tiempo se dejeron las muestras en

* Tripsina ( pdncress de bovino), liofilizada, 3,000 N F unidades o0 180 uni-
dades TAME/ mgs Quimotripsine ca. 0.5 %,
Nutritional Biochemicals Corporation, 31
Leveland, Ohio.



reposo por 5 minutos y se tomaron al{cotas de 40" microlitros del sobrsnadan-
te, las cuales se aplicaron en forma de banda transversal sn un extremo de
cintes de papsl Whatman No. 1 de 3 cm de ancho y 57 cm de largo. La sflica~
cacién de la muestra se secS con ayuda de aire calisnte. Las cintes se co-
locaron en una cémara de cromatogreffa y se realizd una cromatograffa ascen-
dente por una hora y 45 minutos, utilizando como solvents el buffer pH 5.3
descrito anteriormente. Al pabo de este tiempo las cintes se secaron por 10
minutos a 100% y se revelaron con ninhidrina gl 1 ¥, deserrolléndoss el co-
lor en un horno a 100°C por 5 minutos. La fraccién separada del punto de a-
plicacién contiene todos los aminodcidos libres de la muestra y aquéllos pro-
ducidos por la digestifn con tripsina. La fraccién separada por cromatogre-
f{a y tefiide con ninhidrine se colocf en un tubo de ensayo y se extrajo el co-
lor por agitecién con 15 ml de etanol al 75 %. Ls intensidad des color se mi-
dié luego en un colorfmetro Spectronic 20 (Bsusch & Lomb) a 570 nm de longi-
tud de onda.

Este procedimiento se aplicé al mismo tiempo e muestras controles, es de~
cir muestrass a las cusles se les agregd todos los reactivos menos tripsina.
Dichas muestras sin tripsina sirviesron para corregir las lecturas de las mues-

tras con tripsina. Los detallees del procedimiento de este método puedsn apre=-

ciarse en la Figura 5.

32



Célculo pare el % de hidrélisis o digestibilided:

% de hidrélisis

o = _B8 -4 X 100
Digestibilidad B

A = D. 0. de muestrae sin enzima / protefna de le muestra
B = D. 0. de muestras con enzima / protefna de la muestrs
DeOesm D.nsid.d 6pt ica.

C.~ Andlisia Estadfsticos

Los analisis estad{sticos llevados a cebo con los resultados obtenidos
en sste trabajo fueron;
1.~ Medidas de varisbilidads verianza, desviscién esténder y cosficiente de
veriecién (29, 30, 86).
2.= Prusba de Bartlett (101) y la prusba no paremétrica de Kruskal-Wallis (30).
3.- Analisis de Varienzai pars clasificecién simple de una y dos vias (30, 86).

4.- Anglisis de Correlacién y Regresidén (30, 86)
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VIi. RESULTADOS Y DISCUSION

A.- Andlisis Quimico
Cuantificecién de Polifencles

Hasta le fecha se conoce muy poco sobre los compusstos polifendlicos de
los frijoles de diferente color usados cominmente pars consumo humano. Pera
estudiar dichos compuestos es neceserio contar con mestodologfa enalftice que
puades ser apliceble a este problema.

En este trabajo se procedid s evaluar ested{sticamentes dos métodos usa-
dos frecusntemente pasra la determinacién de taninos en el sorgo, el método de
Folin-Denis y el de Hagerman-Butler.

La precisién de un método es definida como la reproducibilidad expresada
como desviacidn esténder y como coeficiente de veriacidn (6, 50). La repro-
ducibilidad ss la capacidad de un método analftico de producir sl mismo resul-
tado en difersntes dfas cuendo es ejecutado por diferentes técnicos usando di-
ferentes jusgos de reactivos (29). E1 cosficiente de variacién es la desvia-

cién esténder expresada con relacién al promedio (29, 50).

Método de Folin-Denis
En el Cuedro 2 se preseritan los valores promedios, desviscién estandar y
coeficientes de variacién de cade uno de los niveles de los tres colores de

frijol. Se puede obssrvar que el rango del coeficiente de variecidén para fri-
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joles blancos es de 8 a 27 %3 para frijoles negros de 7 a 15 £ y para frijo-
lps rojos de 5 a 12 %. El coeficiente de variacién mds bajo se obtuvo con el
nivel de concentracién més alto (10 ml de extracto), lo que indica que a es-
te nivel el método es més reproducible.

La variabilided que se encontrd dentro de los tres niveles para cada u-
no de los frijoles, puede atyibuirse a varios factores como sons aminoacidos,
protefnas y xantinas que reaccionan positivamente con el resctivo de Folin-De~
nis (76) y a la constitucién gendtica del greno qus es intr{seco para ceda or-
ganismo (9). Price y cols (88) encontraron una gran varisbilidad en el conte-
nido de polifencles de los granos de una miema muestra de sorqgo. Estoe auto-
res seffialan que la verisbilidad pueds tembidn ser atribuide e las pérdides i-
rrequlares de los componentes del grano durante le moliends, y el contenido de
taninos entre granos individusles de la misma especie. Es posible que a menor
volumen de extracto, con el mismo peso de muestra, la proporcién de componen-
tes inherentes en la semilla cepaces de reaccionar con el reactivo de Folin-De-
nis sea mayor qus los polifenoles, lo que explicarfa la varisbilidad encontre-
da. La evaluacién estadfstica de este método sugiere que se debe tomar 10 ml
de extracto obtenido de 0.5 g de muestra para obtener la mejor precisifn o sea
mejor reproducibilidad de los resultados. Esta cantidad es 20 veces mayor que

le cantidad de extracto recomendado por el método original AOAC (4).
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El Cuadro 3 presente los resultedos sstadfsticos obtenidos por la prus-
ba de Bartlatt. Los x2* (J1i cuadredo calculedo) = 23.00, 12.07 y 13.86 fue-

ron mayores que x2

0.95;2 * 5¢99 para frijoles blancos, negros y rojos respec-
tivamente, indicando que las varianzas de los tres niveles de cada coler de
frijol no son homogéneas. Sin embargo, los resultados obtenidos por la prue-
ba no paramétrica de Krusksl-Wallis (Cusdro 4) muestra que los centros.de dis-
tribucién de cade nivel en los 3 colores son iguales. Se obtuvo una H* (cal-

culada) de 1.26, 4.04 y 4.67 menor que xzD 0552 = 5.99 para frijoles blancos

negros y rojos respectivementa.

Método de precipitacién de protefna (Hagerman-Butler

Los resultados estadfsticos de ests método por la prusba de Bartlett se
presentan en el Cuadro 5. Los xz* pera frijoles negros y rojos es de 0.08 y
0.16 menor que )(2(].95’2 = 5.99 respectivamente, por 10 que la variabilided en
los tres niveles de ambos frijoles es igual, no sisndo asf para frijoles blan-
cos cuya x2* es de 10.88 mayor que x20.95;2 z 5.99. A los niveles a los que
se usd el frijol negro y rojo se les hizo un andlisis de verianze (Cuadro 6),
ol cuel sefiald que los centros de distribucién de cade nivel son igusles (F's=

0.24 y 0.59, P) 0.05 pera frijoles nagros y rojos respectivements), mientras
que a los frijoles blancos se les hizo una prusba no paramétricea de Kruskal-

Wallis (Cuadro 7). En este Ultimo casc se obtuvo que los promedios en los
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tres niveles son diferentes (H* = 10.78 xz

0.9552 5.99), Esto puede etri-
buirse a que el cloruro férrico usedo en este método forme un complejo con

los compuestos fendlicos bioldgicemente activos, cuyes coloracién violeta de-
pends de la naturaleza del fenol contenido en la muestra y del solvente usa-
do (45). Es posible que lea cantidades de polifenoles capeces de precipitar
la protefna son tan mfnimas que no son detectables por este método, o simple-
mente existe la posibilidad de que la muestra contenga otros tipos de compues-
tos fenflicos que no reaccionan con el clorurc férrico pero que sf puedan pre-
cipitar la protefna. En el Cuadro 8 se puede observar los promedios, desvie=-
cién estander y coeficiente de variscidn para los tres niveles de los tres co-
lores de frijol. Los coeficientes de veriacién encontrados fueron de 17 a 27
% pera los frijoles blancos y de 16 y 7 ¥ para frijoles negros y rojos respec-
tivamente. Es importante hacer noter que el coeficiente de variacidn fue me-
nor para el mayor nivel de concentracién en los frijoles blancos, mientras que
para frijoles negros y rojos fue el mismo en los tres niveles. Sin embargo,
tanto los blancos como los negros presentan coeficientes bastantes altos. Lea
gran variabilidad entre los niveles de ambos frijoles, blancos y negros, puede
ser atribuida a que el grado de polimerizacién de los compuestos fenflicos, e~
as{ como le presencis de fencles de bajo peso molacular afsctan el método de

diferentes maneras, resultando estas discrepancies (45). Este matodo es mas
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preciso pare los frijoles rojos, asunque debe tomarse en cuenta que dentro de
la misma especie no todos los frijoles negros se comportan igual.

Para establecer la relacifn entre los métodos de Folin-Denis y Hegerman-
Butler se efectud una correleacidn con los valores obtsnidos en el nivel mas
alto de concentracifn de pol.fenoles.

Las Figuras 6, 7 y 8 muestran las lfneas de regresidén entre los valores
obtenidos para smbog métodos para cada color de frijol, pera todos los colo-
res ¥ para los frijoles negros y rojos respactivamente. El Cuadro 9 presen~
ta las ecuaciones de dichas regresiones. Pusde notarse que sunque los méto-
dos estédn basados en principios diferentes, la correlacidn con todos los valo-
res de los tres frijoles fue significative (r = 0.72 P 0.05, ne60) pero és-
ta aumenté al excluir los frijoles blancos (r = 0.84 P 0.05, ns40). Sin em-
barqo, cuando se separé por color de frijol no hubo diferencia significativa
debiéndose esto posiblemente al nimero de muestras.

Los polifencles se encusntran en las plantas como metabolitos secundarios,
raramente activos (111). Su habilidad de formar compuestos complejos y de pre-
cipitar las protefnas hace que sean importantes desde el punto de vista nutriw
cional.

Price y colasboradores (88) encontreron que en sorgo almacenados a tempera-

tura ambiente se produce una disminucién en el contenido de polifenoles, deter-
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minado por el método de vainillina-HCl, de este grano debido a que ocurre u-

na oxidacifn de estos compuestos.

£l Cuadro 10 presenta los resultedos obtenidos con harina de frijol cru-
do. Se puede observar que el contenido de polifenoles totales determinados
por el método de Folih-venis, columna 1, es de 0.521, 1.142 y 1,383 g £ pars
frijoles blancos, negros y rojos respectivamentes. El contenido de polifeno-
les con actividad biolégica (Hagerman-Butler), columna 3, es de 0.003, 0.035
y 2.827 g %, siendo los frijoles blancos los de menor contenido, seguido por
los negros y rojos. En la columna 2 y 4 del mismo Cuadro se pueden observar
los valores obtenidos 3 messs despuds, donde se nota qua hubo un incremento
en el contenido ds polifédnoles determinados por ambos métodos, con excepcién
de los frijoles rojos en los que disminuyd el contenido de polifenoles biolé-
gicamente activos. Esta variacién pueda ser debida a las condiciones de al-
macenamiento, a la forma ffsica del grano u otros factores. Esto es un espec-
to que debe ser estudiado coh més detalle en el futuro. Los granos utilize-
dos en este estudio estuvieroh almacenados a SDC hasta practicar los enédlisis
qufmicos y el ensayo biolégioco.

El precesamisnto térmico afecte los niveles reletivos de polifencles en
el grano de leguminosas. En ¢l Cuadro 11 se presentan los resultados obteni-

dos con frijoles cocidos y setados con caldo y sin caldo. Puede observarse
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que con la goccidn se reduce el contenido de polifenoles en los tres colores
siendo esta reduccién de 35.2, 31.4 y 36.6 ¥ para frijoles rojos, nagros y
blancos respectivements. Cuando se elimina el caldo de coccidn estas pérdi-
das aumentan a 51.1, 39.8 y 49.9 $. En este mismo Cuadro puede cbservese que
la reduccién de los polifenoles bioldgicamente activos por tratamiento térmi-
co, es mayor en los frijoles rojos (95.7 %) siguiéndoles los negros (66.2 %)
y los blancos (33.3 %).

Se hace notar que en las traes harinas el contenido de polifenoles tota-
les ¥ la actividad biolégica de los mismos varfa con la coloracidén de la cés-
cara del grano. Elfas y cols (35) encontraron que la coloracién de le testa
del grano es la principel fuente de compuestos polifen8licos, estos compuestos
fueron determinados por el método de Joslyn.

Los datos del Cuadro 11 indican qu parte de los polifenoles se solubili-
zan en 8l caldo de coccién, lo cual esta documentado (19, 32, 35). Es posible
tambidn que parte de las reducciones observadas pueda deberse a que estos com-
puestos organicos formen compuestos secundarios al reaccionar con protefnas,
carbohidratos y otras sustancias (14) dando origen a lo que segin Bressani y

cols (16) podrfan considerarse comoc taninos ligados.

Puade decirse que de loes mdtodos evaluados el de Folin-Denis presentf la

mayor reproducibilidad para todos los frijoles, sunque este m@todo presenta la
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desventeaja de que el reactivo de Folin-Denis puede reaccionar con cualquier
sustancia que tenga un grupo fenflico. Por otro lado, sl metodo de precipi-
tacién de protefna de Hagerman-Butler ss un snsayo bioqufmico conveniente y
reproducible, que puede provesr informecidn de la actividad bioldgica de los
taninos que contienen los alimentos, la cual no pusde ser obtenida por ensa-
yos qufmicos« Sin embergo, el grado de polimerizacién de los compuestos po-
lifendlicos y los de bajo peso molecular probablemente afecten el método de
diferentes maneras. La determinacidn de polifenoles en los materiales utili-
zados en este trabsjo con el método de precipitacién de protefna de Hegerman-
Butler presentd una mejor reproducibilided para los frijoles colorsados, no

as{ para loe blencos.

B.- Digestibilidad de ls protefns del Frijol

l.- Digestibilided en ratas

Desde el punto de vista de la composicién qufmica, las leguminosas po-
sean un potencial nutricional mayor comparedo con otros granos (13, 34,77, 78).
El frijol comin (Phassolug vulgaris) constituys una de las leguminosas més im-
portante pera la nutricién humena en poblaciones de América Latine.
Los resultados del eandlisis de protefna cruda de las materias primas uti-
lizada en los ensayos de digestibilidad se presenta en el Cuadro 12. El con-

tenido de protefna cruda de las harinas de frijol cocido verié desde 24.25 %
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para el frijol negro cocido y secado con caldo hasta 27.16 ¥ pares frijoles
blancos cocidos y secados sin caldo.

Los datos de ingesta protwics y excrecién fecal de nitrégeno asf{ como los
porcentajes de digestibilidad sperente de los frijoles cocidos y secados con
caldo y sin caldo realizados en este estudio se presentan en el Cuedro 13. Se
puede Observar que en los frijoles cocidos y secados con caldo la ingesta de
nitrégeno en g/7dfas fue de 1.53 para los frijoles blancos y 1.34 tanto para
frijoles negros como rojos. Mientras que con los frijoles cocidos y secados
sin caldo, la ingesta de nitrdgeno fue meyor (1.54) para los frijoles rojos,
sequidos de los blancos (1.26) y los negros (1.12). En general, la ingestsa
promedio de nitrdgenoc fue mayor en los frijoles con caldo que en los sin cal-
do, hecho que se reflejé también en la excrecidn de nitrégeno que de de 0.44
y 0.38 g/7 dfas pares los frijoles con caldo y sin caldo respectivemsnte.

Al hacer el calculo del porcenteje de digestibilidad sparente (D.A.) pe-
ra frijoles con caldo se obtuvo valores de 73.21%3.63, 69.56%4.96 y 64.51 %
9.05 para frijoles blancos, rojos y negros respectivamente. Para los frijoles
la digestibilidad fue de 71.97%3.28, 71.962 2.78 y 68.83% 4.81 en el mismo or-
den, siendo los frijoles blancos de mayor digestibilidad que los rojos y éstos
mayor gque los negros. A la casefna le correspondif una digestibilidad de 92.43

t .05 y a la leche descremada 86.34% 1.47. En este ensayo se notd nuevemente
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que los frijoles eon mejores que los rojos y los negros.

Con el fin de establecer el efecto dal color del frijol y el efecto del
caldo de coccifn sobre la digestibilidad de su protefna in vivo, se hizo un
analisis de varianza de dos vfas (86). El analisis sefiald una interaccidn es-
tadf{sticamente significeativa (F = 10.55, P£0.05) entre tratamiento (con caldo
y sin celdo y color de frijol (Cuedro 14 y Figura 9), lo que significa qus el
efecto del tratamiento depende del color dsl frijol. Para investiger el tipo
de dependencis se hicieron comparaciones de contraste utilizando el método de
Scheffé (86). Los resultados de estas comparaciones indicaron que no habfan
diferencias estedfsticemente significatives en Digestibilidad in vivo entre
frijoles con caldo y sin caldo. Sin embargo, el frijol blanco con caldo mostré
una digestibilidad superior (P¢ 0.05)al frijol negro con caldo. Todas las o-
tras comparaciones no fueron estadfsticamente significatives (P> 0.05). El he-
llazgo de no diferencias en la digestibilidad in vivg entre frijoles con caldo
y sin caldo es oontroversial a lo encontrado en la literatura (14 - 16, 19, 35,
38, 56, 69, 112). Este hecho podrfa ser explicado en funcién del tamafio de mues-
tra (ne 8 ratas por celds) utilizedo en el presents estudio, yes que con este te-
mafio de muestra y la variabilidad encontreada (82 18. 92, Cuadro 14), el proce-
dimiento de Scheffé solo podfa detectar diferencias = 14.93 ¥ comparando simul-

taneamente lps 3 colores y diferancissZ 8.59 % comparando cualesquisra dos co-
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lores.

Ahora bien, Bressani y Elfas (14) han concluido que la digestibilidad de
las leguminosas depsnde por lo menos de cuatro factoraes: factores antifisiold-
gicos, tratamiento tdrmico, compuestos inherentes en las semillas y almacena-
miento.

En laguminosas crudas, le baje digestibilidad de algunas especies es cau-
sada por factores antinutricionales como inhibidores de tripsina y hemagluti-
ninas, Se ha sefialado que e tratamiento térmico a que se someten les legumi-
nosas tiene un doble efactos por una parte disminuye y elimina la actividad de
algunos factores entifisioldgicos, mientras que por otro lado aumente la dispo-
nibilided de eminoécidos azufrados presentes en sltas concentraciones en los
inhibidores de tripsina, resultando en un incremento de la digestibilidad pro-
tefnice. No obstante, debe tesnerse en cuenta, que el tratamiento excesivo pue-
de disminuir la disponibilidad de ciartos aminoacidos, en pasrticuler le lisins
(11). La destruccufn de la estructura terciaria de ciertas protefnas resisten-
tes a la proteflisis enzimética, as{ como la rupturea de paredes celulares pue-
de originar un aumento en la digestibilidad. Minimizar, controlar o destruir
el efecto de ciertas sustencias cspaces de formar complejos, partiocularments,

con las protefnas, tendré como efecto un incremento adicional en la digestibili-

dﬂd (14) ®

En la coccién dal frijol parte de los compuestos polifenflicos del granoc se
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solubilizen en el caldo de coccidn. Los compuestos polifenflicos en el fri-
jol comin han sido considerados como uno de los factores antifisiolégicos ter-
morresistentes (14) que disminuyen la digestibilided de su protefna. En el
Cuadro 15 se presenta el contenido de polifenoles totales, detsrminados por el
método de Folin-Denis, y la digestibilided sparente de las dietas utilizadas
en el ensayo con ratas. Se observa que tanto en frijoles con caldo como en
frijoles sin caldo el porcentaje de D. A. es inversamente proporcional al con-
tenido de polifencles totales. £l contenido de polifencles fpars los frijoles
con celdo fue de 0.357, 0.348 y 0.125 g/100 g de dieta correspondiéndole una
D.A. de 64.51, 69.56 y 73.21 % pera los frijoles negros, rojos y blancos res-
pectivamente. Pera los frijoles sin caldo los valores encontrados de polife-
noles toteles y D.A. fuerons 0.304, 0.257 y 0.098 g/ 100 g de diste y 68.83,
71.96 y 71.97 % de digestibilidad para frijoles negros, rojos y blancos res-
pectivamente.

Con el fin de establecer la relacién entre el contenido de polifencles to-
tales (Folin-Denis) y la digestibilidad en ratas, se efectud una correlacién
entre este indicador quimico y la digestibilidad eparente de las dietas de fri-
jol con caldo y sin caldo. Se encontrd una correlacifn negative significative
(r = =0.39, PL0.05, na 48). Esta lfnea de regresién pusde observarse en la Fi-

gura 10, lo que refuerze la teorfa de que los polifenoles juegan un papel impor-



tante como factores sntinutricionales an los frijoles por tener efinidad por
las protefnss. Sin embargo, se observa que la variabilidad de Y (rz) de la

1fnea de regresidn es ds 15 %, lo cuel indice que & pesar de que hay una co-
rrelacidn significativa, no son los polifenclas los Unicos que efectan la di-

gestibilidad sino que posiblemente hay otros factores que influyen en ella.

2= gﬁglgtibilidad in vitro

Dabido 4 la necesidad de producir y mejorar los alimentos protefnicos pa-
re la creciente poblacién mundial se ha constatado la necesidad de dssarrollar
métodos répidos y adecuados de evaluecién protefnica. Los enseyos biolégicos
con animales son laboriosos, costosos y consumen mucho tismpo. Como consecuen-
cia, la evaluacién in vitro ha cobrado més importencia y cede dfs se investige
pare desarrollar nuevos mdtodos que proporcionen datos comparebles & los ense-
yos biolégicos. Sin embargo, es necesario detsrminar la forma en que sstos mé-
todos se correlacionen con los esnsayos in vivo (83).

Los resultados estadfsticos de reproducibilidad del método de digestibili-
ded in vitro desarrollado en este trabajo y descrito en la seccién de Materie-
les y Métodos se presentan en sl Cuadro 16. Puede observerse que sl rango del
coeficiente de veriecién fue de 5 a 10 X« A la casefnes y a la leche descrema=
da les corregpondif el coeficiente de variacién més bajo, mientras que a 1os

frijoles les correspondié el coeficiente més slto. Esta diferencis en verie-

46



bilidad de los frijoles con respecto s la casefna puede atribuirse el hecho

de que la casefna es una protefna bastante pura, miesntres que el frijol es

un material mucho més complejo, que contiene otros componentes que pueden te-
ner afecto sobre sl ensayo (inhibidores de proteasas, persdes celulasres, atc.).

A las distes utilizadas en el ensayo biocldgico con ratas se les aplicd
este analisis in vitro, con el propfsito de comperar resultados y puder prede-
cir la digestibilidad de una protefna s partir de una digestibilidad in vitroj
estos resultedos se presentan en el Cuadro 17. Se observea que la meyor diges-
tibilidad tento in vitro como in vivo le correspondif s la casafna misntras
que los frijoles mostraron la menor digestibilidad.

El porcenteje de digestibilidad in vitro para los frijoles con caldo fus
de 51.83% 5,70, 49.74% 3.99 y 43,321 2,00 para los negros, rojos y blancos res-
pectivamente, siendo el frijol negyo el de mayor digestibilidad, seguido del
rojo y luego del blancao.

Tembién es de notar sn este mismo Cuadro el efecto del caldo, ya que, &n
general, los frijoles sin caldo mostraron una mayor digestibilided que los que
fusron secados con su caldo de coccifn. Los resultados obtenidos para frijoles
sin caldo fueron de 66.20% 5.66, 53.47% 7.58 y 52.03% 5.86 para los negros, blan-
cos y rojos respectivamente. Como se observa sl frijol blanco presantd la digas-

tibilided in vitro mas baja que los frijoles coloreados, siendo esto contrario
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a los valores obtenidos por métodos in vivo e in vitro (112) reportados en ls
literatura. Es posible que la clase de polifenoles u otros compuestos que se
ancuentran en el grano del frijol blanco intarfiera en el método enzimatico
desarrollado en este trabsjo. Ademds, esto podrfes indicar qus en los frijo-
les de diferentes colores como los rojos y negros existan factores que no sé-
lo inhiban la accidn de la tripsina sino también a otres enzimas proteolfticas
del tracto digestivo.

Con el fin de establecer diferencias entre los diferentes colores de fri-
jol y entre tratamientos (con caldo y sin caldo) se efectud un andlisis de va-
rianza de dos vias el cual sefiald una interaccién estedi{sticamente significe-
tive entre color y tratamiento (F = 557.50, P 0.05, Cuadro 18). Sin smbargo,
en la Grafica 11 se observa fue los tres colores mejoraron su digestibilidad
in vitro al removerles el caldo de coccifn, y por lo tanto lea interaccién pre-
sente no se considerd importante. Basadndose en este hecho gl efacto del trate-
miento fue aignificativo (F = 490.08, RP¢ 0.05, Cuadro 18). Es decir, la diges-
tibilidad mejora al removerle el caldo de coccidn de los granoe cocidos. Este
andlisis sefiald tambidn que hay diferencims significativas entre colores (F=

242.55, P¢ 0.05, Cuadro 18).

Al comparar los valores de digestibilidad in vitro con los de digestibili-

dad in vivo (Cuadro 17), se observa que los velores in vitro son més bajos que
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los in vivo, lo cumsl se atribuye a que sflo se utilizd una enzima, mientras
que la digestibilidad de las protefnas en el organismo se lleva a cabo por le
accién de la pepsina en el estémago, seguida de la accién de les protessas pen-
creaticas, las cuales convierten a las protefnas en péptidos cortos y sn amino-
acidos libres. Los pdptidos cortos se degradan despuds completamente pera dar
aminoacidos libres por la accién de las peptidasas que se encusntran en la mu-
cosa intestinal para ser luego absorbidos (65).

En el cuadro 19 se observa que el grado de hidrélisis alcanzado pere fri-
joles cocidos y secados con caldo fue de 64 £ y para frijoles sin caldo de 72
% con reepecto al frijol crudo. Por lo tanto, se pusde deducir qus el ‘trete-
miento ejerce un efscto benéfico, mientras que el caldo tiesne un efecto detri-
mental sobre la actividad proteolftica des la tripsina. La digestibilidad in
vivo de los frijoles crudos esté afectada principalmente por factores como he-
maglutininas e inhibidores de tripsina, los cuales son deatruidos en su mayo-
rfa por el calor. Sin embargo, quedan residuos termorresistentes que afectan
la hidrflisis enzimatica tanto in vivo como in vitroc no pudiendo slcanzerse me-
yor digestibilidad con estos materiales.

Perea verificer si habfa una relacién entre los valores de digestibilidad
in vivo e in vitro, se efectud un sndlisis de ragresifn. El modelo cuadrético

resultd ser mltaments significativo (r = 0.87, P<0.05, n=64), incluyendo los
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valores de casefna y leche descremads. Lea scuacifn de la regresién se presen-
ta en sl Cuadro 20, y en la Gréafica 12 se puede observer la curva de regresidn
cuadréatica. El porcentaje del coeficiente de determinacién (rz) es de 75 %,
1o que indica que se puede predecir un 75 ¥ de la verisbilidad in vivo a par-
tir de la varisbilidad in vitro con el método desarrollado en este eatudio.

Sin embargo, excluyendo las protefnas de origen animel, el modelo cuadré-
tico resulté no ser significetive (r = 0.12, P) 0.05, n=48).

En el Cuadro 21 se presentean los valores de digestibilidad epersnte in
vivo y los velores estimados de digestibilidad in vivo obtenidos con la ecua-
cidén de regresidn a partir dp los valores de digestibilidad in vitro. Como se
observa, este método in vitro permite obtener estimacionss de la posible diges-
tibilided in vivo de muchog materiales como los frijoles sin tener que recurrir
a animales expesrimentales. Por lo tanto puede decirse que el método de diges-
tibilidad in vitro deserrolledo en sste trabajo es sencillo, reproducible y ré-

pido.
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

l.- Los métodospara la determinacién de polifenoles eveluados en ests trabajo

2.~

mostreron ser reproducibles y confisbles en el nivel mids alto de concentra-
cién.

Para el método de Folin-Denis, la mejor reproducibilided se obtuvo to-
mando 10 ml de extracto de una relacién pesosvelumen de 0.5 gs250 ml de a-
gua destileda. Pares el método de Hagerman-Butler fue de 10, 8 y 1 ml de ex-
tracto de frijol blanco, negro y rojo respectivamente, & partir de una rela-
cién peso & volumen de 8, 4 y 2 g150 ml de metanol. Sin embargo este dltimo,
de acuerdo a lo observado con los frijoles de diferentes colores, es mejor
para frijoles negros y rojos.

Se encontrd una correlacidn significative (r=0.72, PL 0.05) entre smbos
métodos, y fue més significativa (r=0.84, P{0.05) cuando se excluyeron los

valores del frijol blanco obtenidos con ambos métodos.

El contenido de polifenoles con ambos métodos verié con el color de la cds~
cera dsl frijol, con el tratamiento térmico y con la presencia 0 susencia
del caldo de coccién.

Serfe de interds identificar las clases de polifencles que se sncuentran
en log diferentes colores de frijol comin para encontrar un método més espe-
c{fico y, por consiguients, obtaner estédndarss sdecusdos pare poder relacio-

nar la concentracidn de 8stos al contenido de polifasnoles identificados.
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Adsmés, se sugiera investigar con més detalles los cambios en la con-
centracifn de polifenoles en las leguminosas durante el almacenamiemto a
diferentes temperstures y condiciones f{sica del grano.

3.- Se noté que la digestibilidad in vivo de los frijoles mejord al quitarles
el caldo de coccidn, sunque estadfsticamente noc se pudo comprobar esta me-
jorfa, debido al temafio de la muestra que fue de 8. Por lo tanto, se su-
glare aumentar el ndmero de muestras y utilizer siempre que sea posible u-
na misma variedad en todos los estudios para obtener resultados mas unifor-
mes.

Se encontré una correlacidn negative significative sntre el contenido
de polifenoles en 100 g de dieta (Folin-Denis) y digestibilidad in vivo de
-0,39 (P 0.05).

4.- E1 mdtodo de digestibilidad in vitro desarrollado en sste trabsjo mostro ser
bastente reproducible. Es un método sencillo, econdmico y de fécil aplice-
cién en los laboratorios de nuastros pafses. Se encontrd una correlacién
altamente significativa (r=0.87, P 0.05) entre la digestibilided in vivo e
in vitro, la ecuacién encontresds para ests relacifn fue cuadrética. Se su-
giere, sin embargo, la splicacidén a otros tipos de alimentos, la utilizacién
de otras snzimes proteolfticas sdemds de la tripsina @ investigar més sobre

la digestibilidad in vitro del frijol blanco.
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VIII. RESUMEN

£1 propdeito de este estudio fus evaluar dos métodos para la cuantifica.
cifn de polifencles en leguminosas y desarrollar una metodologfa in vitro pa.
ra determinar la digestibilidad de la protsfna del frijol. Los materisles u.
tilizados fueron frijol comin (Phassolus vulgaris) de color blanco, negro y ro-

jo, de los cuales se obtuvieron harinss crudas, cocidas y sacadas con caldo y

sin caldo.

Para la cuantificecién de polifenolas se utilizd el maétodo de Folin-Denis
que mide polifenoles totales y el método de precipitecién de protefna de Heger-
man-Butler que mide su activided bioldégica.

La evaluacidn de ambos métodos consistid en determiner el contenido da po-
lifenoles en las mismas muestras por 20 dfes consecutivos. Para este propfsi-
to se utilizé tres volimenes de extracto de una misma musstra, squivelente a
tres niveles de concentracién (bajo, intermedio y alto).

Los resultados obtenidos por el método de Folin-Denis se analizeron esta-
d{sticamente por la prusba de Bartlett, la cual indicéd que la variabilidad fue
diferente en los tres niveles de cada uno de los colores de frijol. Sin embar-
go, le pruebs no paramétrica de Kruskel-Wallis ssfeld que los promadios en los
tres niveles de concentracidén para todos los frijoles eran iguales.

Pera el método de Hegermesn~Butler se sncontrd que la varisbilided y los
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promedios en los tres niveles de frijoles negros y rojos sran iguales, no sien-
do sef para los blancos.

El coeficiente de variecidn fue més bajo para sl nivel de mayor volumen de
extracto. Pgra el método de Folin-Denis fue de 5, 7 y 8 ¥ para los frijoles ro-
jos, negros y blancos respectivamente. Para el método de Hagerman-Butler fue de
7 % para los frijoles rojos, 16 ¥ para los negros y 17 ¥ para los blancos.

Se encontrd una correlecién significativa (r=0.72, P 0.05, n=60) entre los
dos métodos con el nivel de mayor concentracién para todos los frijoles. Sin em-
bargo, la correlacién fue altamente significative (r=0.84, P 0.05, n=40) cuando
se eliminaron los valores de los frijoles blancos.

Finalments, se observé que el contenido de polifsnoles con embos métodos va-
rié con el calor de la cascara y que el tratemiento térmice redujo el contenido
de aquéllos. En las harinas de frijol cocido y secados con caldo sl porcentaje
de pérdides de polifenolas totales determinados por Folin-Dsnis alcenzé hasta un
37 4 y se obtuvo hasta un 94 ¥ de reduccién para los polifenoles biolégicaments
activos determinados por el método de Hagerman-Butler. La mayor reduceién de po-
lifenoles se observé en los frijoles cocidos y secados sin caldo, los cuales al-
canzeron haste 51 y 96 ¥ para polifencles totales y bioldgicements activos res-

pectivamente.

En el ensayo con retas se encontrd que la digestibilidad de la protéina del
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frijol con caldo fue de 73.21, 69.56 y 64.51 ¥ para frijoles blencos, rojos y
negros respectivemente. En frijoles sin caldo fue de 71.97 ¥ para frijoles
blancos, 71.96 ¥ para los rojos y 68.83 £ para los negros.

El andlisis de varianza de dos vias efectuado sn este snsayo, ssfialé que
hay difersncies significativas entre los promedios de los diferentes colores
de frijol, siendo el promedio de los frijolss blancos con caldo diferentes a
los negros y rojos, y el promedio de los frijoles negros sin caldo diferente
a los blancos y rojos. Este analisis indicé también, que no hay diferencia
significativas entre los frijoles con caldo y sin caldo.

F inalments, se relacionf el contenido de polifsnoles de leas distas con sl
porcentaje de digestibilidad in vivo, encontrandose une correlecién negestiva
(r= -0.39) que eunque significativa a P{0.05, resulté en un poroentajs del cos-
ficiente de dsterminacidén (rz) bajo (15 %£).

En cuanto a la metodologfa de la digestibilidad in vitro desarrclleada en
este trabajo, su reproducibilidad se evalud, determinando por 20 dfas, el por-
centaje de hidrdlisis en frijoles cocidos y en los controles de casefna y le-
che descremada, y se sncontrf un coeficiente de variscién de 10 £ para los fri-
joles y 5 ¥ para los controles.

Este mdtodo se splicé e les distas utilizadas en el ensayo con retas. Los

valores obtsnidos pare frijoles con caldo fusron de 51.83, 49.74 y 43.32 % pares
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frijoles negros, rojos y blancos respectivamente. Para frijoles negros sin cal-
do fue de 66.20 X, para los blencos 53.47 ¥ y paras los rojos 52.03 %.

Pare establecer difersncias entre colores y tratemientos (con calde y sin
caldo) se realizé un anélisis de varianza de dos vias, encontrdndoss gque el pro-
medio de los frijoles blancos con cealdo es diferente s los promedios de los ne-
gros y rojos. Y que el promedio de los negros sin caldo es diferente a los blan-
cos y rojos. Tembiédn indicé que hay difersnciss significatives antre los frijo-
les con caldo y sin caldo.

Finalmente se encontrd una correlecidén significativa (P< 0.05) entre sl mé-
todo in vivo e in vitro con un coeficiente de correlacién de 0.87. La ecuacién
de regresidn utilizedea pera calcular la digestibilidad in vivo a partir de la
digestibilided in vitro fue cuadrética, encontrandoese una buena estimecién de la

digestibilidad eparente in vivo por el método in vitro desarrollado en ests tra-

bajo.
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CUADRO 1

Composicidn de las raciones utilizadas en el estudio de

digestibilidad con ratas

Ingredientes g %

Harina de frijol cocido cantidad suficiente para 10 g
de proteina

Caseina cantidad suficiente para 10 g
de proteina

Leche descremada cantidad suficiente para 10 g
de proteina

Aceite de algoddn, g 5

Minerales (47), g 4

Aceite de bacalao, ml 1

Almidén cantidad para ajustar a 100 g

Vitaminas (72) 5 m1/100 g de dieta




CUADRO 2

Resumen estadistico de los resultados de polifenoles totales (expresados

como Acido ténico) por el Mé&todo de Folin-Denis

- b 1
x

Color de Frijol nl de extracto” + D.E.S* .y, 92

mcg/ml 4

Blanco 2.5 9.84 + 2.68 27

5.0 10.27 + 1.38 13

10.0 10.41 + 0,86 8

Negro 2.5 23.54 + 3.51 15
5.0 24.04 + 2.16

10.0 22.83 + 1.58 7

Rojo 2.5 28.90 + 3.35 12

5.0 28.43 + 2.24 8

10.0 27.67 + 1.38 5

2 0.5 g de muestra a volumen de 250 ml.
promedio,
€ desviacifn esténdar.

coeficiente de variacidn.

Promedios iguales (Kruskal-Wallis).
2 Variabilidad son diferentes (Bartlett).



Prueba de Bartlett - Método de Folin-Denis;
expresados como mcg de acido tanico/ml de extracto

CUADRO 3

taninos

Frijol serie g.L. s.C. B log s (n-1) log 82 1/n-1

Blanco 1 19 136.3494 7.1763 0.8559 16.2621 0.0526
2 19 35.9971 1.8946 0.2775 5.2728 0.0526
3 19 14.1868 0.7467 -0.1269 -2.4102 0.0526

Total 57 186.5333 19.1247 0.1578

Comiin 3.2725 0.5149 29.3482

x*% = 23.00) X% (0.95; 2)= 5.99 P 0.05

Negro 1 19 243.2888 12.3310 1.0910 20.7290 0.0526
2 19 88.3833 4.6518 0.6676 12.6848 0.0526
3 19 47.2613 2.4874 0.3957 7.5192 0.0526

Total 57 369.9334 40.9330 0.1578

Comiin 6.4901 0.8122 46.2982

X% = 12.07) X2 (0.95; 2)= 5.99 P{0.05

Rojo 1 19 213.4482 11.2341 1.0505 19.9603 0.0526
2 19 94.9543 4.9976 0.6988 13.2765 0.0526
3 19 35.9934 1.8944 0.2775 5.2720 0.0526

Total 57 344.3959 38,5087 0.1578

Comin 6.0420 0,7812 44,5274

2

X“* = 13.86) X°(0.95; 2)= 5.99 P 0.05

g
-

grados de libertad.
suma de cuadrados.

varianza.

ji cuadrado calculado.

valor de la distribucidon tedrica de

ji cuadrado.



CUADRO 4

Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis - Mé&todo de Folin-Denis

Frijol nivel x* a Orden x* del orden n
mcg/ml

Blanco 1 9.8402 627 31.35 20

2 10.2741 602 30.10 20

3 10.4141 601 30.05 20

Total 60

B* = 1.26 { X2(0.95; 2)= 5.99 P0.05

Negro 1 23.5417 632 31.60 20
2 24.0434 690 34.50 20
3 22,8320 508 25.40 20
Total iﬁi

H* = 4.04 { X°(0.95; 2)= 5.99 P} 0.05

Rojo 1 28.8969 700 35.00 20
2 28.4257 631 31.60 20
3 27.6653 499 24.95 20
Total 60

B* = 4.67¢ X*(0.95; 2)= 5.99 P} 0.05

x* = promedio.

H% (calculado)= se interpreta como si fuera una distribucidn
con grados de libertad igual al niimero de mues-
tras menos uno.

xz = valor de la distribucidn teSrica de ji cuadrado.

a = microgramos de Acido t@nico/ml de extracto.



CUADRO 5

Prueba de Bartlett - Método de Hagerman—-Butler expresados como mcg de

dcido tanico/ml extracto

Frijol serie g.L. s.C. 8 log 82 (n-1) log s’ 1/n~1

Blanco nivel 1 19 45.6749 2.3039 0.3625 6.8868 0.0526
nivel 2 19 16.3270 0.8594 -0.0658 -1.2503 0.0526
nivel 3 19 11.4050 0.6003 -0.2216 -4.2110 0.0526

Total 57 73.4078 1.4255 0.1578

Comin 1.2879 0.1099 6.2624

X% = 10.88 ) X°(0.95; 2)= 5.99 P 0.05

Negro nivel 1 19 411.4477 21.6551 1.3356 25.3756 0.0526
nivel 2 19 366.5948 19.2945 1.2854 24.4232 0.0526
nivel 3 19 368.2595 19.3821 1.2874 24.4605 0.0526

Total 57 1146.3020 74.2593 0.1578

Comfin 20.1106 1.3034 74.2949

x*% = 0.08 ¢ X°(0.95; 2)= 5.99 P % 0.05

Rojo nivel 1 19 31,068.101 1635.1632 3.2136 61.0576 0.0526
nivel 2 19 26,434.165 1391.2718 3.1434 59.7248 0.0526
nivel 3 19 30,954.867 1629.2036 3.2120 61.0276 0.0526

Total 57 88,457.133 181.8100 0.1578

Comfin 1551.8795 3.1909 181.8790

X2% = 0.16 b X2 (0.95; 2)= 5.99 P % 0.05

g.L. = grados de libertad.
S.C. = suma de cuadrados.

92 = varianza. |
Xzf = ji cuadrado calculado.
Xz = ji cuadrado criticeo.



CUADRO 6

Anfllisis de Varianza - Método de Hagerman-Butler

Frijoles negros:

Origen de Variacion g.L. S.C. C.M. F F critica
al 5%

entre niveles 2 9.978 4.989 0.24% 3.17

dentro niveles 57 1146.376 20.112

Total 59 1156.354

* no significativo.

Frijoles rojos:

Origen de Variacidén g.L. S.C. C.M. F F critica
al 5%

entre niveles 2 1,037.26 518.63 0.59% 3.17

dentro niveles 57 49,792.08 873.55

Total 59 50,829.08

* no significativo.

g-L. = grados de libertad.
S.C. = suma de cuadrados.
C.M. = cuadrados medios.
F =

valor de la distribucin tefrica de F.



CUADRO 7

Prueba no param@trica de Kruskal-Wallis

Frijol blanco nivel x* Orden

x* del Orden

n
meg/ml

1 5.8051 775.5 38.78 20

2 5.0821 619.5 30.98 20

3 4.5644 435.0 21.75 20

Total 60

B* = 10.78)X* (0.95; 2)= 5.99 P {0.05

x* = promedios

H* = ge interpreta como una distribucibn de x? con grados de libertad

igual al nimero de muestras menos umno.



CUADRO 8

Resumen estadfstico de los resultados de la determinacidn de taninos
(expresados como dcido té@nico) por el m&todo de Hagerman-Butler en

frijoles blancos, negros y rojos

Color de frijol ml de extracto x2 + p.E.Ps! c.v.%»2
mcg /ml 4
Blanco 2.5 5.81 + 1.55 27
5.0 5.08 + 0.93 18
10.0 4.56 + 0.77 17
Negro 2.0 28.18 + 4.65 16
4.0 29.12 + 4.39 15
8.0 28.35 + 4.40 16
Rojo 0.25 574.70 + 40.44 7
0.50 566.41 + 37.30 7
1.00 565.41 + 40.36 7

promedio.

desviacifn esténdar.

coeficiente de variacién.

Promedios iguales (ANOVA) excepto frijol blanco (Kruskal-Wallis).
Variabilidades iguales excepto frijol blanco (Bartlet).

N=0 D
[ I I B |



CUADRO 9

Ecuaciones de regresifn entre el Método de Folin-Denis y Hagerman-Butler

Ecuacidn de regresidn r Significancia n

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

Fr:i.io les blancos

Frijoles negros
Y = 45.551+ (-0.754) X -0.27 N.S. 20

Frijoles rojos
Y = 891.095 + (-11.768) X -0.40 N.S. 20

Todos los frijoles
Y = -318.341 + (25.496) X 0.72 S. 60

Frijoles negros y rojos

N.S. = no significativo (P} 0.05).
S. = gignificativo (¢ 0.05),



CUADRO 10

Cambios de polifenoles en frijol crudo durante el almacenamiento a 5°C, expresados

como dcido tanico (g %)

Frijol

Negro

Blanco

1 2 3 4
marzo junio marzo junio
F.D. F.D. H.B- H.Bl
X * + D.E. *x X * + D.E, *% X * + D.E, % X % + D.E.%*
1.383 + 0.07 1.419 + 0.05 2.827 + 0.208 1.771 + 0.038
1.142 + 0.08 1.262 + 0.02 0.035 + 0.006 0.074 + 0.003
0.521 + 0.04 0.527 + 0.02 0.003 + 0.001 0.012 + 0.001

**Eﬂ"ﬂ
w o
e

*

Folin-Denis.
Hagerman-Butler.
promedio.

desviacidn estandar.



CUADRO 11

Cambios de compuestos polifendlicos en frijoles crudos y cocidos

y secados con caldo y sin caldo

(gramos de &cido t@nico por 100 g)

Frijol

Crudo

Con caldo

2 de Reduccifén
Sin caldo

X de Reduccidn

Crudo

Con caldo

X de Reduccidn
Sin caldo

X de Reduccidn

Color de frijol

Rojo Negro Blanco
(Folin-Denis)*
1.419 1.264 0.527
0.919 0.866 0.334
35.2 31.4 36.6
0.694 0.760 0.264
51.1 39.8 49.9
(Hagerman-Butler)*

1.177 0.074 0.012
0.076 0.032 0.009
93.5 56.8 25.0
0.051 0.025 0.008
95.7 66.2 33.3

* gramos de Acido ténico por 100 g.



CUADRO 12

Contenido de nitrdgeno y protefna cruda de los materiales utilizados en

los ensayos de digestibilidad

Frijol cocido

2 de nitrdégeno

2 de protefna cruda

Color x* + D.E, ** (X N x 6.25)
y secado X* + D. B, #h
Con caldo Rojo 4.232 0. 26.45 + 0.37

Negro 3.880 0. 25.25 + 0.47

Blanco 4.276 0. 26.73 + 0.13
Sin caldo Rojo 4.313 0. 26.96 + 0.45

Negro 4.001 0. 25.01 + 0.30

Blanco 4.350 0. 27.16 + 0.42
* promedio.

%k desviacidn esténdar.

CUADRO 13

Ingesta y excrecidn de nitrSgeno y porcentaje de digestibilidad aparente

Material Ingesta de N Excrecidn de N D.zA.***
g/7 dias g/7 dias
x* + D,E. %% x* + D,E.%* xk + D.E.**
Caseina 2.?8 + 0.32 0.16 + 0.03 92.43 + 1.95
Leche descremada 2.00 + 0.26 0.27 + 0.05 86.34 + 1.47
Frijol con caldo:
Blanco 1.53 + 0.56 0.41 + 0.15 73.21 + 3.63
Rojo 1.34 + 0.30 0.41 + 0.10 69.56 + 4.96
Negro 1.34 + 0.49 0.49 + 0.23 64.51 + 9.05
Frijol sin caldo:
Blanco 1.26 + 0.56 0.36 + 0.18 71.97 + 3.28
Rojo 1.54 + 0.55 0.43 + 0.16 71.96 + 2.78
Negro 1.12 + 0.37 0.34 + 0.10 68.83 + 4.81
L promedio.
*k desviacidn estandar.
dedede

digestibilidad aparente.



CUADRO 14

Anfllisis de varianza da dos vias - Digestibilidad in vivo

Origen de variacidn g.L. sS.C. C.M. F F critica
al 5%

Tratamiento (con caldo

y sin caldo) | 40.15 40.15 2.17 4.08
Color 294,11 147 .06 71.77 3.21
Tratamiento x color 398.04 199.02 10.55% 3.21
error 42 794,86 18.92
Total 1527.15

* significativo.

g.L.= grados de libertad.

S.C.= guma de cuadrados.

C.M.= cuadrados medios.

F. = valor de la distribucidn tedrica de F.

CUADRO 15

Contenido de polifenoles totales y porcentaje de digestibilidad aparemnte

en dietas utilizadas en el ensayo con ratas

Frijol Color Polifenoles totales D. A, %%%
(Folin-Denis) y 4
- 8%
x* + D.E.** x* + D.E.**
Con caldo Negro 0.357 + 0.02 64.51 + 9.05
Rojo 0.348 + 0.01 69.56 + 4.96
Blanco 0.125 + 0.01 73.21 + 3.63
Sin caldo Negro 0.304 + 0.01 68.83 + 4.81
Rojo 0.257 + 0.01 71.96 + 2.78
Blanco 0.098 + 0.01 71.97 + 3.28
* promedio.
k% desviacion estandar.
Kk

digestibilidad aparente.



CUADRO 16
Resultados de andlisis estadistico para medir la reproducibilidad del

método de Digestibilidad in vitro en materias primas

Materiales x* + D.E.kk C.V, &k
4 4
Caseina 93.96 + 3.48 5
Leche deacremada 85.12 + 4.98
Frijol cocido:
Blanco 44.17 + 4.93 10
Negro 47.68 + 4.76 9
Rojo 44.19 + 3.57 10
* pramedio.

L1 desviacion estandar.
®k% coqficiente de variacidn.

CUADRO 17
Resultados del porcentaje de digestibilidad in vivo e in vitro en
dietas
Dietas a base de: Digestibilidad in vitro Digestibilidad in vivo
4 4
x* +  D.E.* x* +  D.E.%*
Caseina 92.60 + 2.99 92.43 + 1.95
Leche descremada 87.57 + 2.72 86.34 + 1.47
Frijoles con caldo:
Negro 51.83 + 5.70 64.51 + 9.05
Rojo 49.74 + 3.99 69.56 + 5.14
Blanco 43.32 + 2.00 73.21 + 3.63
Frijoles sin caldo:
Negro 66.20 + 5.66 68.83 + 4.81
Rojo 52.03 + 5.86 71.96 + 2.78
Blanco 53.47 + 7.58 71.97 + 3.28

* promedio.
ok desviacidn estandar.



An8lisis de varianza de dos vias ~

CUADRO 18

Digestibilidad in vitro

Origen de variacidn g.L. S.C. C.M. F F critica
al 52

tratamiento (con caldo

y 8in caldo) 1 986,09 986.09 490.08% 4.08
color 2 976.07 488.04 242.55% 3.21
tratamiento x color 2 2243.50 1121.75 557.50 3.21
error 42 84.51 2,01
Total 4290.17

* significativo.

g.L. = grados de libertad.
5.C. = suma de cuadrados.
C.M. = cuadrados medios.

F.

= yalor de la distribucidn tedrica de F.

CUADRO 19

Porcentaje de hidrdlisis por la actividad de la tripsina en frijoles

crudos y frijoles cocidos con caldo y sin caldo

. Color

Frijol |

Blanco Negro Rojo
X2 de digestibilidad im vitro

Crudo 30.20 18.82 18.10

Con caldo 43.32 49.74 51.85

%2 de hidr8lisis 23.00 63.70 63.60

Sin caldo 53.47 66.20 52.03

Z de hidrBlisis 34.20 71.60 65.20




CUADRO 20

Ecuacidn de regresibn entre la digestibilidad in vivo e in vitro

Ecuacibn r r D.E.* Significancia

(X = digestibilidad in vitro; Y = digestibilidad in wvivo)

Y = 117.440 + (~1.775)X + (0.016) X> 0.87 75.0 5.06 Shk

* desviacifin estandar.
*% gignificativo (#0.05).
r = coeficiente de correlacidn.

rz = coeficiente de determinacion.

CUADRO 21

Digestibilidad estimada in vivo y su comparacidn con el valor

in vivo
Muestra Digestibilidad Dig. edtimada ¥
in vivo (%) in vivo (%)
Caseina 92.43 90.40
Leche descremada 86.34 84.80
Frijol con caldo:
Blanco 73.21 70.58
Negro 64.51 68.88
Rojo 69.96 68.96
Frijol sin caldo
Blanco 69.08 69.08
Negro 68.83 70.50
Rojo 71.96 68.88

* dlgastlbllldad estimada in vivo obtenida por la ecuacidn
de regresidn presentada ‘en el Cuadro 20.



FIGURA 1

Diagrama de flujo
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CURVA ESTANDAR DE ACIDC TANICO ~METODO FOLIN-DENIS

ABSORBANC!A

ﬁ
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CURVA ESTANDAR DE ACIDO TANICO—-METODO HAGERMAN-BUTLER
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|
microgramos de acido tanico/mil.
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FIGURA 4

Diagrama de flujo
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FIGURA B

Diagrama de flujo
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LINEAS DE REGRESION ENTRE METODO DE FOLIN-DENIS Y HAGERMAN-BUTLER ,
PARA CADA COLOR DE FRIJOL

FRIJOLES ROJOS
y=891.095+ (- 11.768) X
r=-0.40

rés16.08 %
D.Ey=37.99

tracto )

/mi. de el

FRIJOLES NEGROS
y=45.55| + (-0.754) X
r=-0.27

ré:7.29 %

DEy=4.39

Método de Hagerman-Butier {Microgramos de acido T

FRIJOLES BLANCOS
y*6.843 4+ (-0 219) X
r:-0.24

rés 5.96 %
D.Ey=0.77

%5 & & &8 ©© B2 14 1 B 20 22 24 26 28 30

Microgramos de acido Tanico / m! de extracto
Metodo de Folin—Denis

(figura-6)



LINEA DE REGRESION ENTRE METODO DE FOLIN-DENIS Y HAGERMAN-BUTLER
PARA TODOS LOS COLORES DE FRIJOL

—_ y=-31834I + (25.496) X B Sr R
r= 0.72 / .
) r2z 52.36 % .

o D.E.y=182.5I|
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( figura-T7)



mcg. de acido Tdnico /ml. de extracto.

Linea de Regresion entre el Método de Folin-Denis y Hagerman-Butler,

(HAGERMAN -BUTLER)

para los valores de frijoles Negros y Rojos

y» —~1733.759 +(80.427)4

r=0.84 .o
r2s703! % .
D.Ey=150.92 Y S

0 2 14 16 B 20 22 24 26 28 0 X

mcg. de acido Tanico /mi. de extracto.
(FOLIN-DENIS)

{ #igura-8)



DIGESTIBILIDAD APARENTE

IN VIVO (%)

INTERACCION ENTRE COLOR Y TRATAMIENTO SOBRE
LA DIGESTIBILIDAD IN_VIVO

80

70

Frijol Rojo
. Frijol Negro

CALDO CALDO
TRATAMIENTO

( figurg-9)



INTERACCION ENTRE COLOR Y TRATAMIENTO
SOBRE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO

Frijol Negro

rijol Rojo

DIGESTIBILIDAD IN VITRO (%)

SIN
CALDO

TRATAMIENTO

( figura-11)
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DIGESTILIDAD IN VIVO (%

CURVA DE REGRESION CUADRATICA ENTRE
DIGESTIBILIDAD IN VITRO E IN VIVO

y* 117.44 4 (—1.775)X + (0.016) X2
r= 0.87

r2= 75.00 %

D.E.y=5.08

‘9 ' & g 0 A

DIGESTIBILIDAD IN VITRO (W

{ tigura-12)
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