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ABSTRACT

The present work was carried out with the purpose of evaluating two types of bean
varieties that were developed at the Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.
We performed a bromatological analysis of the bean flour samples and also
evaluated the extract of these beans to know if the extracts were good for probiotic
production where we used cocci and bacilli. Finally, we determined the enzymatic
activity of cellulase and maltose in the same bean extracts already mentioned.

Keywords: phaseolus vulgaris, antioxidants, polyphenols, cellulases, amylases, total
sugars.
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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de evaluar dos tipos de variedades de
frijol que fueron desarrolladas en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.
Se realizdé un andlisis bromatologico a las harinas de las muestras de frijoles y
también se evalud el extracto de estos frijoles para saber si los extractos eran
buenos para la produccién probidéticos donde utilizamos cocos y bacilos. Por ultimo
determinamos la actividad enzimética de la celulasa y la maltosa en los mismos
extractos de frijoles ya mencionados.

Palabras clave: phaseolus vulgaris, antioxidantes, polifenoles, celulasas, amilasas,
azucares totales.
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1.- INTRODUCCION
México es considerado como el sitio de origen y domesticacion primaria de una

variedad de frijoles, la literatura menciona que Tehuacéan (Puebla, México) fue el
sitio donde esta leguminosa fue domesticada y Cristébal colon laincluyo en Europa
por medio de la conquista ,el frijol comun (phaseolus vulgaris) se comprende de
dos herencias genéticas: americano y andino. En la actualidad existen varios tipos
de frijoles que se han ido adaptando y modificando y se pueden diferenciar ya sean
por su tamafio de la semilla, color, sabor y la variacion en su tiempo de coccion de

estas.

El frijol es una de las legumbres mas cultivada y consumida tanto en México como
en Africa, India y varios paises de América central y América del sur, actualmente
el frijol es distribuido en los cinco continentes y es una fuente esencial para la dieta

asi también se puede obtener muy rapidamente en el mercadoy a muy bajo costo.

Asi también mediante diferentes investigaciones realizadas se han encontrado que
diferentes beneficios para la salud presentes en esta legumbre como es la
reduccion en enfermedades metabdlicas y cardiovasculares, disminucién en el nivel
de colesterol e hiperglucemia asi también la prevencion de cancer de colon, mama

y de prostata.

Dentro de las caracteristicas funcionales encontradas en esta legumbre es que son
fuentes importantes en proteina, fibra, almidones, vitaminas , minerales (Ca, Fe,
Mg, Zn) al consumir media taza al dia de esta legumbre se puede mejorar la calidad

de la dieta ya se proporcionan una cantidad benéfica en la ingesta de estas semillas.

Las Proteinas presentes en el frijol son albuminas estas son solubles en agua y
globulinas (faseolina). La faseolina es la principal proteina de almacenamiento en

los frijoles que va desde un 40 a 50 % de la proteina total en la de la semilla

La capacidad antioxidante en el frijol se debe a la presencia de &cidos fendlicos,

flavonoides y taninos. La capacidad antioxidante se debe principalmente por su

HARO-ORTIZ 2021 1
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capacidad reductora de polifenoles ya que estos desempefian un papel importante

en la neutralizacién o captacion de radicales libres.

(Akilioglu y karakaya, 2010) dicen que la actividad antioxidante en el frijol comun
aumenta después de la digestion de estas semillas, esto puede deberse a una
mayor solubilidad de los polifenoles, asi como también la digestion de proteinas y
almidén. Esto también favorece a una liberacion de compuestos fendlicos esto
debido al ambiente acido que predomina en el estbmago y la hidrdlisis intervenida

por enzimas en el duodeno

El objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas y propiedades funcionales
de (Phaseolus vulgaris) que fueron desarrolladas por investigadores de la (UAAAN)
en Saltillo, Coahuila, México, con el fin de sugerir su uso como ingrediente para el

desarrollo de productos alimenticios.
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2.- OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar dos variedades de Phaseolus Vulgaris desarrolladas en la Universidad
Autonoma Antonio Narro (UAAAN) vy realizar una comparacion de sus
caracteristicas funcionales y distinguir las mejoras en el uso de estas variedades en
alimentos funcionales, ademas de probarlos como sustratos para producir enzimas

celuloliticas.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar bromatoldgica de las variables de Phaseolus vulgaris, especies brujan

y nigran de la UAAAN y flor de mayo como control.

Evaluar la calidad de grano para las 3 variedades de Phaseolus vulgaris en forma

cocida y cruda.

Realizar el estudio del extracto de Phaseolus Vulgaris como sustrato en la

produccion de enzimas celuloliticas mediante la fermentacion con probidéticos.

Determinar la actividad enzimatica, celulasa y amilasa de los extractos de

Phaseolus Vulgaris en cinética.
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3.- JUSTIFICACION

Actualmente las tendencias mundiales manifiestan un gran interés hacia el
desarrollo de alimentos funcionales para obtener una alimentacion mas saludable,
con valores nutritvos que aporten grandes beneficios para la salud de los
consumidores en el presente pero también pensando a futuro para las nuevas
generaciones, aunque sabemos que conforme el paso del tiempo se van exigiendo

mejoras en los productos a las industrias alimentarias.

Como bien se sabe un alimento funcional es cualquier alimento en forma natural o
bajo un proceso, que ademas de tener componentes nutritivos contengan
componentes adicionales que beneficien a la salud, capacidad fisica y estado

mental de las personas.

Para el desarrollo de los alimentos funcionales destacan la reduccién del contenido
en calorias, se busca el desarrollo de productos con menor contenido en grasas o
con grasas mas saludables, productos que contengan muy pocos carbohidratos,

entre otros.

Como se mencion6 anteriormente el frijol es una legumbre que es muy consumida
en todo el mundo y que se puede obtener muy rapido y su costo es muy accesible
para las personas. La existencia de diferentes tipos de variedades frijol depende de
su habitat por lo que hay la necesidad de la busqueda de nuevas variedades. Por
tal motivo se hace mencion que en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN) se trabaj6é en la obtencion de dos nuevas variedades de Phaseolus
Vulgaris las cuales fueron sometidas a diferentes procesos para determinar sus
caracteristicas funcionales e inferir que estas dos nuevas variedades son aptas para

la realizacion de nuevos alimentos funcionales.
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4. ANTECEDENTES

4.1 El cultivo del frijol en México

México, como parte de Mesoamérica, es considerado como el sitio de origen y
domesticacion primaria de varios tipos de frijoles. Por su valor comercial, el mas
destacado es el frijol comun (Phaseolus vulgaris), el que Cristébal Colon llevé a
Europa durante la Conquista. Esta variedad fue domesticada en el Valle de
Tehuacan (Puebla, México) hace aproximadamente 7000 afios, probablemente
junto con el maiz. El frijol comin comprende dos acervos genéticos: mesoamericano
y andino. Estos difieren en su estructura y niveles de diversidad genética. Hay
algunas caracteristicas morfolégicas contrastantes cuando se comparan ambos

grupos y contribuyen a su diferenciacion. (Chavez-Mendoza & Sanchez, 2017)

Figura 1 Cultivo de frijol

4.2 El cultivo de frijol en el mundo

Dentro de la categoria de leguminosas, (Phaseolus vulgaris) es la especie mas
cultivada y consumida en Africa, India, México y varios paises de América Central y
América del Sur. Actualmente, se distribuye entre los cinco continentes y es un
componente esencial de la dieta. En estas regiones forma parte de los habitos

alimentarios de la poblacién. Su consumo es principalmente en forma de cereales
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integrales. Sin embargo, debido a su alto valor nutricional, su uso debe diversificarse
mediante su uso como ingrediente para el desarrollo de nuevos productos

alimenticios (Chavez y Sanchez, 2017)

El frijol (Phaseolus spp. L.) es uno de los cultivos mas antiguos cultivos del Nuevo
Mundo. Junto con el maiz y la yuca, han sido un alimento basico dominante en las
de las Ameéricas durante milenios. Los frijoles son cultivos extremadamente diversos
en cuanto a métodos de cultivo, los usos, la variedad de entornos a los que se han

adaptado y la morfologia. (Broughton et al., 2003)

78

Figura 2 variedades de frijol

4.3 Caracteristicas del frijol

En frijol existen diferentes variedades (ilustracion 2) y su valor comercial es
influenciado por caracteristicas como tamafio, color y uniformidad del grano,
ademas del tiempo de coccion, sabor y espesor del caldo. Por otra parte, el valor
nutrimental de esta leguminosa esta determinado en gran medida por el contenido
de proteina y su digestibilidad, pues este grano es una de las principales fuentes de

este nutrimento para la poblacion de escasos recursos. (Pérez et al., 2002)
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4.4 calidad alimentaria del frijol

El frijol negro (Phaseolus vulgaris L.) es importante desde el punto de vista
nutricional para los consumidores africanos y latinoamericanos, que dependen de
los componentes nutritivos de las legumbres, como el almidén, las proteinas ,fibras,
minerales, vitaminas y los compuestos bioactivos, incluidos los fendlicos. Se calcula
que en los paises en vias de desarrollo, el 40% de las pérdidas de alimentos se
producen en las fases de poscosecha y procesado mientras que en los paises
desarrollados, estas pérdidas se producen en la venta al por menor y en los
consumidores (Hayat et al., 2014). El almidon de las judias (22-45%) presenta bajo
indice glucémico debido a su composicion de fibra y proteina del grano, que puede
dificultar el ataque de la amilasa y la degradacion del almidon, asi como por su
elevada relacion amilosa/amilopectina y caracteristicas estructurales y de tamafo

de los granulos de almidon (Hoover et al., 2010).

La proteina de la judia (17,9-31,1%) es rica en aminoacidos esenciales y péptidos
bioactivos y presenta excelentes propiedades funcionales (Boye et al., 2010). Las
diferencias en el almidon, la proteina y otros constituyentes pueden producirse en
funcién del genotipo, las condiciones ambientales y las practicas agronémicas
durante el proceso de producciéon (Chung et al., 2008). Los niveles de compuestos
bioactivos también estan influenciados por los factores mencionados anteriormente.
Los principales compuestos bioactivos de las judias negras son los acidos fendlicos
(acido ferulico, acido p-cumarico, acido sinapico galico), flavonoides (kaempferol,
guercetina, catequina y proantocianidina) y antocianinas (3-O-glucésidos de

malvidina, petunidina y delfinidina) (Hayat et al., 2014).

Las temperaturas de almacenamiento y la humedad relativa estan relacionadas con
el contenido de humedad de las judias, y la presencia de microorganismos
constituyen condiciones de almacenamiento inadecuadas para las judias

(Chidananda et al., 2014). Las condiciones de almacenamiento inadecuadas dan
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lugar a la aparicion del fenomeno hard to cook (HTC), lo que, a su vez, provoca un
aumento del tiempo de coccion y una disminucion calidad nutricional y sensorial de

las judias.

Estudios anteriores de (Siddiq et al., 2010) y (Wani et al., 2013) demostraron las
posibilidades de utilizar la harina de frijol y su proteina aislada en varios productos
aptos para el consumo humano. Segun (Siddiq et al., 2010) , la harina de frijol
presenta un gran potencial de aplicacion en productos para celiacos, teniendo en

cuenta que los frijoles son una fuente libre de gluten

Las propiedades funcionales de los aislados de proteinas, como la capacidad de
absorcion de agua y aceite, asi como la capacidad de formacion de espumay la
estabilidad, son variables importantes para definir su viabilidad de usos en panes,
pastas, embutidos, coberturas y bebidas, pero estan influidas por la composicion de
aminoacidos, la estructura y la conformacion de las proteinas e interfieren en la
aceptabilidad de los consumidores (Boye et al., 2010). Sin embargo, los cambios en
las propiedades quimicas y funcionales de la harina de frijol y su proteina aislada
pueden ser el resultado de las condiciones de almacenamiento a largo plazo
(Ferreira et al., 2018)

4.4.1 Las proteinas en el frijol

Las legumbres (guisantes, garbanzos, lentejas, frijoles) son una fuente importante
de proteinas alimentarias. Contienen altas cantidades de lisina, leucina, &cido
aspartico, acido glutamico y arginina y proporcionan perfiles de aminoacidos
esenciales bien equilibrados cuando se consumen con cereales y otros alimentos
ricos en aminoacidos que contienen azufre y triptéfano. El contenido de proteina de
la mayoria de las legumbres se encuentra dentro del rango de 17 a 30%
(dwb). Ademas de sus propiedades nutricionales, las proteinas de legumbres
también poseen propiedades funcionales que juegan un papel importante en la

formulacion y procesamiento de alimentos. Ejemplos de tales propiedades
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funcionales incluyen solubilidad, capacidad de unién al agua y grasas y formacion
de espuma. Varios estudios de investigacion indican que algunas propiedades
funcionales de las proteinas del pulso pueden ser comparables a las de otras
proteinas de uso frecuente, como la soja y el suero. Las propiedades funcionales
de las proteinas de legumbres se han aprovechado en la preparacion y desarrollo
de productos como productos de panaderia, sopas, productos extruidos y snacks

listos para consumir. (Boye et al., 2010)

Las semillas de frijol contienen entre un 20 y un 25% de proteinas, gran parte de las
cuales estan constituidas por la proteina de almacenamiento faseolina. La faseolina
es un factor determinante tanto en la cantidad como en la nutricion calidad de las
proteinas en las semillas de judias. Al igual que otras proteinas de semillas de la
familia de las leguminosas, la faseolina es deficiente en aminoacidos que contienen

azufre, como la metionina. (Broughton et al., 2003)

Las propiedades nutricionales del frijol estan ligadas a su alto contenido en
proteinas y, en menor medida, a su contenido en carbohidratos, vitaminas y
minerales. Dependiendo del tipo de frijol, el contenido de proteina varia entre el 14%
y el 33% y esta enriquecido en aminoacidos como lisina (6,4 a 7,6 g / 100 g de
proteina) y fenilalanina mas tirosina (5,3 a 8,2 g / 100 g de proteina). Asi, cumple
con todos los requisitos minimos recomendados por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) o la Organizacion
Mundial de la Salud. Sin embargo, el frijol carece de los aminoacidos azufrados:
metionina y cisteina. Una racion de 90 g de frijoles aporta 8 g de proteina, casi el
15% del consumo diario recomendado para un adulto de 70 kg. La digestibilidad de

esta proteina es del 79%. (Chavez-Mendoza & Sanchez, 2017)

4.4.2 contenido de carbohidratos
Los carbohidratos constituyen la fraccién principal en los granos de las leguminosas
(60% del peso seco). Los polisacaridos mas importantes de las leguminosas son el

almidon, los polisacéridos de la pared celular (fibra dietética) y los oligosacéridos,
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gue se encuentran en cantidades pequefias aunque significativas. (Vargas-Torres
et al., 2006)

En cuanto a su contenido de carbohidratos, 100 g de frijol crudo contienen 52-76 g.
La fraccion mas importante esta representada por el almidén, que constituye mas
del 50% del peso de la semilla. También estan constituidos por fibra cruda y
cantidades menores pero significativas de mono, di y oligosacéaridos. Los frijoles
poseen carbohidratos de digestiéon lenta y una alta proporcién de carbohidratos no
digeribles que pueden fermentarse en el intestino grueso. Los azlcares no
digeribles que llegan al colon incluyen almidén resistente, fibra dietética soluble e

insoluble y oligosacaridos no digeribles.(Chavez-Mendoza & Sanchez, 2017)

La amilosa y la amilopectina son las dos formas principales de almidon disponibles

en las judias.

La amilosa es una molécula lineal con un peso molecular que varia entre 70.000 y
200.000 Da, mientras que la amilopectina es principalmente ramificada y esta
formada por cadenas principales de (1-4)-D-glucosa, asi como de cadenas cortas
de (1-6)-D-glucosa unidas a ramas con un peso molecular superior a 2x107 Da.
El almidon de los frijoles pueden degradarse en oligodextrina y glucosa por
diferentes enzimas como - y B-amilasas. Sobre la base de su susceptibilidad a la
amilosay la tasa de liberacidn de glucosa y su absorcion en el tracto gastrointestinal,
los almidones se clasifican en varios tipos como almidén de digestion lenta (SDS),
almidon de digestion rapida (RDS) y almidon no digerible (NDS) o almidon resistente
(RS). Laingestion de almiddn de digestion rapida provoca un aumento repentino del
nivel de glucosa en sangre mientras que el almidon de digestion lenta se digiere por
completo en el intestino delgado, pero a un ritmo comparativamente ritmo mas lento
gue el SDR. Un carbohidrato no digerido (NDC) es la fraccion de almidén que resiste
la hidrdlisis de las enzimas amilopépticas de los seres humanos y se denomina
almidon resistente. El almidon resistente consiste en fibra dietética insoluble y

soluble, asi como en oligosacaridos no digeribles, que resisten la hidrélisis en el
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intestino delgado, pero que son fermentados por la microflora del colon en el

intestino grueso a diferentes velocidades y metabolitos.

La fermentacién del almidon resistente de los frijoles comunes da lugar a la
produccién de &cidos grasos de cadena corta de cadena corta, como los acidos
acético, butirico y propiénico, cuya concentracion y distribucion depende de la

microflora y del contenido de carbohidratos en el intestino.(Hayat et al., 2014)

4.4.3 fibra en frijoles

Fibra Comprende un grupo heterogéneo de polisacaridos tales como celulosa,
hemicelulosa, pectina y algunas otras sustancias que no corresponden al grupo de
carbohidratos, tales como la lignina, cuya caracteristica genérica es que no pueden
ser digeridas por el organismo humano, ya que son resistentes a la hidrdlisis de las
enzimas digestivas humanas, pero que pueden ser fermentadas por la microflora
coldnica, dando lugar a Hz, CH4, CO2, H20 y acidos grasos de cadena corta. Sin
embargo, a través del tracto gastrointestinal pueden interactuar con diferentes
elementos y captar agua. Este hecho hace de la fibra un elemento muy importante
en el proceso de la digestion; de ahi la importancia que esta presenta en la salud
humana, ya que limita y/o disminuye la velocidad de absorcion de algunos
nutrientes, y favorece el transito intestinal. Dadas estas caracteristicas, la fibra
permite una absorcién mas lenta de la glucosa, lo cual condiciona indices glicémicos
moderados y, por lo tanto, contribuye a controlar la hiperinsulinemia y disminuye las

concentraciones del colesterol en la sangre hasta el 10 %.

En el colon es donde la fibra ejerce sus maximos efectos, ademas de diluir el
contenido intestinal, sirve de sustrato para la flora bacteriana, capta agua y fija
cationes. La fermentacién coldnica de la fibra produce energia, cuyo valor oscila
entre 1y 2.5 cal.g-1. Por lo que el valor energético de la fibra dependera de su grado

de fermentabilidad, de manera que las fibras con gran capacidad de fermentacién
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producirdn mas energia que las poco fermentables; las fibras en las legumbres
pertenecen al grupo de las fermentables. El proceso de fermentacion de la fibra en
el colon es fundamental. Gracias a él es posible el mantenimiento y desarrollo de la
flora bacteriana, asi como de las células epiteliales. En el colon ocurren
fundamentalmente dos tipos de fermentacién: sacarolitica y proteolitica. La
fermentacion sacarolitica es la mas beneficiosa para el organismo y produce
principalmente los acidos grasos de cadena corta, acético, propionico y butirico, en
una proporcion molar casi constante 60:25:15. Estos 4cidos grasos se generan en
el metabolismo del piruvato, producidos por la oxidacién de la glucosa a través de
la via glucolitica de Embden-Meyerhof. La fermentacién proteolitica produce, en
cambio, derivados nitrogenados como aminas, amonio y compuestos fendlicos,
algunos de los cuales son carcindgenos (28). El consumo de frijol como fuente de
fibra produce una mayor saciedad, debido a varias causas: mayor volumen de
alimentos, mayor tiempo de ingestion, lo que produce una mayor sensacion de
plenitud intestinal, niveles elevados de colecistocinina, relacionado con reducciones
en los niveles plasmaticos de glucosa e insulina en pacientes diabéticos. (Phaseolus
& Mederos, 2006)

4.4.4 Vitaminas y minerales presentes en el frijol y su importancia.

Los frijoles comunes crudos son una fuente relativamente buena fuente de vitaminas
hidrosolubles, especialmente tiamina (de 0,86 a 1,14 mg por 100 g), riboflavina
(0,136 a 0,266 mg por 100 g), niacina (1,16 a 2,68 mg por 100 g), vitamina B6 (de
0,336 a 0,636 mg /100 g) y &cido félico (de 0,171 a 0,579 mg por 100 g). Los valores
de retencion de nutrientes durante la coccién varian del 70,9% (vitamina B6) al
75,9% (riboflavina).

Los frijoles comunes crudos también son una buena fuente de varios minerales,
como el Ca (0,09 a 0,20%), Fe (3,83 a 7,55 mg por 100 g), Cu (0,69 a 1,20 mg por
100 g), Zn (2,2 a 4,4 mg por 100 g), P (0,46%), K (1,54%) y Mg (0,20%). Los valores
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de retencion de nutrientes de nutrientes durante la coccién varian entre el 78,9%
(Cu) y el 100% (Ca). (Cu) al 100% (Ca).

El alto contenido en minerales de las judias comunes debe considerarse junto con
su biodisponibilidad. El &cido fitico y las proteinas pueden formar complejos con los
minerales esenciales de la dieta, como el Ca Zn, Fe y Mg, y hacerlos biol6gicamente

disponibles para su absorcion.

Las modificaciones fisicoquimicas de las proteinas del frijol para producir las
propiedades funcionales deseadas pueden alterar la minerales a los componentes
de los alimentos, lo que influyendo en la disponibilidad de los minerales. (Reyes-
Moreno & Paredes-L6pez, 1993)

4.5 Aspectos nutrimentales en el frijol

Las legumbres proporcionan proteinas y fibra, asi como una fuente importante de
vitaminas y minerales, como hierro, zinc, acido félico y magnesio, y consumir media
taza de frijoles o guisantes al dia puede mejorar la calidad de la dieta al aumentar
la ingesta de estos nutrientes. Ademas, los fitoquimicos, las saponinas y los taninos
gue se encuentran en las legumbres poseen efectos antioxidantes vy
anticancerigenos, lo que indica que las legumbres pueden tener importantes efectos
anticancerigenos. El consumo de pulso también mejora los perfiles de lipidos
séricos y afecta positivamente a varios otros factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares, como la presion arterial, actividad plaquetaria e inflamacion. Las
legumbres son ricas en fibra y tienen un indice glucémico bajo, lo que las hace
particularmente beneficiosas para las personas con diabetes al ayudar a mantener

niveles saludables de glucosa e insulina en sangre.
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El grano de frijol contiene 16 a 33% de proteina, dependiendo de la variedad
(Reyes-Moreno y Paredes-Lopez, 1993), y tiene un nivel energético alto, con
52.4% de carbohidratos. Sin embargo, dentro de este Ultimo grupo de compuestos
se encuentran los oligosacaridos rafinosa(trisacarido), estaquiosa
(tetrasacérido) y verbascosa(pentasacarido), principales causantes de la

formacion intestinal de flatos . (Danihelova & Sturdik, 2012)

4.6 Compuestos antinutricionales presentes en el frijol

Uno de los problemas de la proteina del frijol es su baja digestibilidad, caracteristica
gue se atribuye a la presencia de factores antinutricionales como los inhibidores de
tripsina. Como consecuencia estos compuestos disminuyen el PER y son
considerados como alérgenos ocupacionales; los inhibidores de tripsina estan
presentes en las particulas que se generan en la produccion de subproductos como
la harina de soya, a su vez los taninos, ademas de disminuir la digestibilidad de la

proteina, limitan la biodisponibilidad de minerales como el hierro y el zinc.

Otros compuestos antinutricionales presentes en el frijol son las lectinas, proteinas
gue inducen el crecimiento del pancreas en ratas y producen ulceracion y necrosis
en el intestino. Asimismo, el acido fitico es otro factor antinutricional que afecta la
asimilacion del zinc; para medir ese efecto se ha propuesto la relacién molar (acido
fitico x calcio)/zinc [(AFx Ca)/Zn] que indica cuando la relacion molar [(AF x Ca)/Zn]
fue mayor de 3.51, el crecimiento de ratas alimentadas con dietas que contenian
estos tres componentes, se vio afectado tres veces mas que cuando la relacion

molar fue menor a 3.51.

La familia de la rafinosa, formada por oligosacaridos de bajo peso molecular
(rafinosa, estaquiosa y verbascosa), se considera un factor indeseable del frijol.
Estos carbohidratos simples no son hidrolizados en las primeras etapas de la
digestion y terminan fermentados en acidos grasos de cadena corta y gas en el

colon que provocan problemas de flatulencia.

La deficiencia de los aminoacidos azufrados podria considerarse otro factor

antinutricional debido a su relacién con el bajo aprovechamiento de hierro y zinc. Se
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ha demostrado que dichos aminoé&cidos, junto con la vitamina C, juegan un papel

importante en la asimilacion de estos minerales.

4.7 Antocianinas en el frijol y su importancia

Las antocianinas pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos,
particularmente de los flavonoides, que se caracterizan por su solubilidad en
agua y por sus colores brillantes. Se encuentran en los frijoles con testa de color
rojo, rosa y negro, y contribuyen a determinar sus diferentes coloraciones.
Las antocianinas tienen una gran actividad antioxidante que inhibe los radicales
libres, previniendo enfermedades como el cancer, arterosclerosis e inflamaciones,
y se les valora también por su poder colorante. La presencia de antocianinas en el
grano de frijol negro, lo hace un producto potencial para el suministro decolorantes

y antioxidantes naturales.

En el grano entero de frijol negro se han encontrado 213 mg 100 g1 de
antocianinas, y en la testa 2.37 g100 g~1. El contenido de antocianinas varia de
acuerdo con las condiciones de cultivo y la localidad de siembra, pero el
perfil de antocianinas se conserva. En el frijol negro se han identificado las
antocianinas: delfinidina 3-glucosido, petunidina 3-glucosido y malvidina 3-
glucésido, y aun-que su porcentaje relativo puede diferir entre las  variedades, la
delfinidina 3-glucésido se encuentra en mayor proporcion. Las antocianinas del
grano de frijol se localizan generalmente en la testa; sin embargo, se han

encontrado también en el hipocotilo y el cotiledon. (Salinas-Moreno et al., 2005).
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Figura 3 partes del frijol

4.8 Polifenoles en el frijol

Los fitoquimicos de los frijoles tienen un gran potencial como ingrediente funcional

y nutracéutico que poseen propiedades antioxidantes y anticancerigenas.

Los compuestos fendlicos de los frijoles pueden incluir una variedad de flavonoides
como antocianinas, flavonoles, proantocianidinas, taninos, glucésidos, asi como

una amplia gama de acidos fendlicos.

Las antocianinas soOlo pueden caracterizarse en las judias de color negro y azul-
violeta mientras que las proantocianidinas existen en casi todas las variedades de
judias. Las mayores cantidades de estos compuestos fendlicos residen en la
cubierta de la semilla, mientras que los cotiledones también pueden contener estos
ingredientes nutracéuticos, pero solo en pequefias cantidades. El nivel de fenoles
totales esta influenciado tanto por factores genéticos como factores ambientales y
es responsable del color de la cubierta de la semilla debido a diversificacion y
variabilidad en la composicion de procianidinas, glucosidos de flavonol y

antocianidinas.
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Los primeros trabajos de investigacion sobre la separacion y extraccion de
compuestos fenolicos fueron iniciados en 1960, que se centrd principalmente en los
pigmentos antocianicos de la cubierta de la semilla de las judias secas, extrajo
cuatro pigmentos de la semilla de las judias secas, extrajo cuatro pigmentos como
el 3glucosido de delfinidina, el 3glucosido de petunidina, el 3glucésido de malvidina
y el 3, 3glucdsido de y 3, 5 -diglucdsidos de las judias negras violetas. (Hayat et al.,
2014)

4.9 Antioxidantes en el frijol

Los efectos fisiologicos del consumo de judias secas pueden sera la presencia de
abundantes fitoquimicos, incluidos los polifendlicos, que poseen propiedades
anticancerigenas y antioxidantes. En general, se cree que los antioxidantes los
radicales libres y las especies reactivas del oxigeno y pueden ser extremadamente
importantes en la inhibicion de los mecanismos oxidativos que enfermedades
degenerativas. Los extractos de judias, especialmente de las cascaras son

conocidos por su actividad antioxidante. (Cardador-Martinez et al., 2002)

Los frijoles contienen compuestos polifendlicos (taninos, acidos fendlicos y
flavonoides) de los cuales se pueden obtener una variedad de beneficios para la

salud. Como se sabe muchos polifenoles son potentes antioxidantes.

El frijol comun tiene capacidad antioxidante por la presencia de acidos fendlicos,
flavonoides y taninos. Esta capacidad se debe principalmente a la capacidad
reductora de los polifenoles, ya que desempefian un papel muy importante durante
la neutralizacion o captacion de radicales libres, asi como la quelacion de los
metales de transicion, lo que perjudica tanto el inicio como la propagacion de los
procesos oxidativos. Los intermedios formados como consecuencia de la actividad
de los antioxidantes fendlicos son relativamente estables debido a la resonancia
dentro de los anillos aromaticos contenidos en sus estructuras. Mencionan que la
actividad antioxidante del frijol comin aumenta después de la digestion. Esto puede

deberse a la mayor solubilidad de los polifenoles, asi como a la digestién de
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proteinas y almidon. Esto puede favorecer la liberacion de compuestos fendlicos
debido al ambiente acido que prevalece en el estbmago y a la hidrélisis mediada

por enzimas en el duodeno. (Chavez-Mendoza & Sanchez, 2017)

4.10 Aspectos de mejora para el consumo de frijoles en la ingesta

humana

Los frijoles deben cocinarse o procesarse antes de su ingesta. El procesamiento de
las legumbres no s6lo mejora su sabor y palatabilidad, sino que también aumenta
la biodisponibilidad de los nutrientes y reduce los factores de flatulencia

(oligosacéridos de rafinosa).

La coccion de las legumbres mejora su valor nutricional al reducir los anti nutrientes,
como el acido fitico y los taninos, y mejorar la digestibilidad de las proteinas y el
almidon. Ademas, la coccion confiere a los granos propiedades sensoriales
deseables (Brigide et al., 2014).

Figura 4 coccion del frijol para su ingesta
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4.11 Potencial nutracéutico del frijol

Las legumbres de grano son importantes fuentes de proteinas alimentarias. En
muchas regiones del mundo, las semillas de las legumbres son el Gnico suministro
de proteinas en la dieta. Muy a menudo representan un complemento necesario de

otras fuentes de proteinas.

Por lo tanto, se espera que la importancia dietética de las semillas de leguminosas
aumente en los proximos afos por la demanda de proteinas (y otros nutrientes) del
de la poblacion mundial y la necesidad de reducir los riesgos relacionados con el

consumo de alimentos de origen animal, especialmente en los paises desarrollados.

Recientemente, se esta reconociendo que las proteinas alimentarias no sélo son
una fuente de compuestos constructivos y energéticos como los aminoacidos, sino
gue también pueden desempefiar un papel bioactivo por si mismas y/o pueden ser
los precursores de péptidos biologicamente activos con diversas funciones
fisiologicas. Desde este punto de vista, los ejemplos mas conocidos son los péptidos
derivados de la caseina, que han demostrado poseer actividades

inmunomoduladoras, antihipertensivas, antitromboticas y opioides.

A partir de estos descubrimientos se ha desarrollado un nuevo campo de
investigacion y produccion, denominado nutracéutica. El término nutracéutica fue
acufiado en 1979, como resultado de la fusién de los nutrientes y la farmacia, por
Stephen De Felice fundador y presidente de la Fundacion para la Innovacién en
Medicina (FIM, Cranford, NJ). Nutracéutico es "cualquier alimento, o parte de un

alimento, que se considera que proporciona beneficios para la salud, incluyendo la
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prevencion y el tratamiento de enfermedades". Otras definiciones relacionadas
definiciones relacionadas, aunque conceptualmente diferentes, se aplicaron a los
suplementos dietéticos (una sustancia producida por aislamiento o la purificacion de
cultivos microbianos que aporta beneficios para la salud), los alimentos funcionales
(un alimento disefiado o complementado para dar valor nutricional mejorado) y
alimento médico (un alimento con propiedades medicinales inherentes o
afnadidas).(Duranti, 2006)

4.11.1 Enfermedades cardiovasculares

El consumo de judias ha recibido una mayor atencion debido a sus efectos
fisiologicos beneficiosos en la prevencion y el control de una amplia gama de
enfermedades cronicas y degenerativas. Efectos fisiologicos beneficiosos en la
prevencion y el control de una amplia gama de enfermedades crénicas y
degenerativas enfermedades cronicas y degenerativas como la obesidad, las

enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el cancer. (Diaz-Batalla et al., 2006)

El almidon resistente (RS) y el contenido de fibra dietética de las judias son
principalmente responsable en el manejo del sindrome metabdlico al retrasar el
grado de glucosa como combustible, modificando la utilizacién de las grasas y
controlando el apetito mediante el aumento de la saciedad, lo que reduce el riesgo

de enfermedades cardiovasculares (Hayat et al., 2014).

La fermentacion de la fibra y del almidon resistente por parte de las bacterias del
intestino grueso da lugar a la generacién de acidos grasos de cadena corta (AGCC),
entre los que predomina el propionato, que alteran las vias metabdlicas y dan lugar
a una reduccion del colesterol sérico (Pereira et al., 2003). Por lo tanto el aumento
de la produccién de SCFA por la fermentacion del almidon resistente es una razon
subyacente de los beneficios protectores del consumo de judias secas (Finley et al.,
2007)

También se puede conseguir un efecto hipocolesterolemiante mediante la ingesta
regular de legumbres que reducen la dependencia de las proteinas animales

sustituyéndolas por proteinas vegetales. Ademas , se sabe que el inhibidor de la
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amilasa de las judias tiene un efecto anti obesidad, ya que la digestion del almidén
provoca una restriccion energética que resulta en la movilizacion de las reservas de

grasa corporal.(Hayat et al., 2014)

4.11.2. Diabetes

La reducida digestibilidad de los carbohidratos de los granos debido a la presencia
de fibra dietética soluble viscosa y a los altos contenidos de amilosa y almidén
resistente, junto con la produccion de acidos grasos de cadena corta, evitan que se
eleven los niveles de glucosa, lo que en Ultima instancia resulta en una reduccion
de la insulinemia y glucémicas (Campos-Vega et al., 2010). Debido a la lenta
liberacion de hidratos de carbono, las judias se consideran alimentos de bajo indice
glucémico (IG) (Chung et al., 2008).

Las judias tienen un indice glucémico de 20 en comparacion con las patatas asadas,

el pan integral y el arroz con un IG de 85, 77 y 50, respectivamente (Article, 2002).

4.12.3 Cancer

La actividad anticancerigena de las judias esta relacionada con la presencia de
almidon resistente, fibra dietética soluble e insoluble, compuestos fendlicos y otros
micro constituyentes como el acido fitico, los inhibidores de la proteasa y las

saponinas (Hangen & Bennink, 2002)

La fermentacién del almidon resistente da lugar a la produccion de acidos grasos
de cadena corta, principalmente butirato, que tienen un efecto protector contra el
cancer de colon, ya que la mayoria de los tumores se desarrollan en el colon distal.
Se ha informado de que el butirato induce la apoptosis, la detencidn del crecimiento
y la diferenciacion en lineas celulares de cancer de colon. Ademas, el butirato
también ejerce sus efectos a través de la hiperacetilacion de las histonas y la
regulacion a la baja del receptor del factor de crecimiento epidérmico. Ademas, la
lenta digestion del almidon de las judias resulta en un indice glucémico reducido

gue atenua la respuesta postprandial de la insulina, lo que resulta en reducciéon del
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cancer de colon, ya que se ha informado que la hiperinsulinemia y la hiperglucemia
aumentan el riesgo de cancer de colon. Las judias también contienen compuestos
fendlicos que revelan actividades antimutagénicas, anticancerigenas vy
antioxidantes. Estos compuestos tienen la capacidad de inhibir agentes muta
génicos como nitrosaminas, hidrocarburos, micotoxinas e hidrocarburos aroméaticos
policiclicos mediante la inhibicion de las enzimas de activacion, la estimulacion de
las enzimas de desintoxicacion y la asi como mediante la entonacién del inicio
metabdlico de los mutagenos . La actividad anticancerigena y antimutagénica de las
judias se debe a diferentes mecanismos como las interacciones entre los
compuestos fendlicos con los toxicos finales o mutagenos, la inhibicién del
metabolismo del mutageno final y las actividades de barrido de los fendlicos. Las
judias secas contienen fitatos que también se espera que tengan un papel en la
inhibicidn del cancer de colon. Las judias también contienen saponinas que se ha
descubierto que frenan el crecimiento de focos de criptas aberrantes en el colon.
Del mismo modo, los inhibidores de la proteasa en las judias, en particular, los
inhibidores de la quimotripsina, también desempefian un papel en la contencion del

cancer (Hayat et al., 2014).

4.13 Microorganismos probioticos

Desde tiempos inmemoriales se ha atribuido a los microorganismos un papel
predominante en el entorno de nuestra vida, formando parte de todos los
ecosistemas en los que nos movemos cotidianamente y ejerciendo una importante
labor en nuestro organismo. En 1908, Elia Metchnikoff postulé por primera vez la
importancia del consumo de leche fermentada con la especie Lactobacillus en la
longevidad de los pastores de los Balcanes, mediante la supresion de las bacterias
putrefactivas de la microbiota intestinal. Actualmente, tras numerosas
redefiniciones, la FAO/OMS (2001) define probiético como "microorganismos vivos
gue confieren efecto beneficioso para la salud del hospedador, cuando se

administran en cantidad adecuada". Esta cantidad varia de un pais a otro en funcion
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de su legislacion; sin embargo, generalmente un producto probidtico deberia
contener >106- 108 CFU/g 6>108- 1010 UFC/dosis de células viables. Ademas, los
probidticos son definidos como seguros segun el acrénimo inglés "GRAS"

("generallyrecognized as safe").

Las cepas probidticas comiunmente usadas pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, E.coli Nissle 1917 y Saccharomyces boulardii. No todos los
probidticos poseen las mismas propiedades beneficiosas. Ademas, cuando se
adscribe un efecto beneficioso a una cepa, este no se puede extrapolar a las

restantes cepas de la misma especie.

Para obtener beneficios sobre la salud, es recomendada una dosis de 5 mil millones
de unidades formadoras de colonias (UFC) durante al menos 5 dias (5x10°UFC /
dia). Puesto que la principal via de administracion de los microorganismos
probidticos es la via oral, con objeto de proporcionar estos efectos beneficiosos en
el hospedador, las bacterias probioticas deben sobrevivir a lo largo del tracto
gastrointestinal, tolerar el &cido, la bilis y las enzimas a nivel gastrico vy,
posteriormente, adherirse al epitelio intestinal ; es por ello que deben administrarse
incluidos en formas farmacéuticas o bien en alimentos que le otorguen proteccion
frente a esas condiciones adversas. Estos productos probioticos, ademas, deben
garantizar la supervivencia de los microorganismos en forma viable durante el
almacenamiento hasta el final de vida Gtil (>10% UFC/g) . El interés comercial de los
probidticos se ve acrecentado de forma paulatina, segin se avanza en el
conocimiento acerca de la relacion existente entre ellos y la microbiota intestinal, su
interaccién y el desencadenamiento de una serie de efectos positivos sobre el
individuo, por tanto, abren una alternativa muy esperanzadora tanto en el ambito de
la alimentacion funcional como en la mejora y profilaxis de determinadas patologias.
(Diaz Ferrer et al., 2012)
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4.14 Fermentacion en medio liquido

La fermentacion sumergida (SmF) se ha utilizado tradicionalmente para la
produccién de enzimas de importancia industrial (aproximadamente el 90%) debido
a la facilidad de manejo y al mayor control de factores ambientales como la
temperatura y el pH. Estd bien establecido que la produccion de enzimas
extracelulares por parte de los microorganismos estad muy influenciada por los
componentes del medio de los medios, especialmente las fuentes de carbono y
nitrégeno, los minerales y los factores fisicoquimicos como el pH y la densidad del

indculo. (Mouna imen & Mahmoud, 2015)

4.15 Enzimas

4.15.1 Celulasas

Alolargo de la historia se han venido empleando las enzimas para usos industriales,
una de las enzimas comunmente utilizadas es la celulosas obtenidas mediante
fermentacion de diferentes microorganismos puede sintetizarse durante parte de su

ciclo de crecimiento.

Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el rompimiento
de los enlaces glicosidicos 8-1,4 presentes en los polisacaridos de la celulosa y

hemicelulosa, respectivamente.

La celulosa es el componente mas abundante en la biomasa de las plantas.
Cualquier proceso que pueda convertir material celulosico en glucosa de manera
eficiente y economica tendria un enorme significado Industrial. Las enzimas

celuloliticas son sintetizadas por numerosos microorganismos.

Las bacterias y hongos son los principales agentes naturales de la degradacion de
la celulosa, sin embargo, los hongos son bien conocidos por la descomposicion de

materia organica, en particular de sustratos celuldsicos.
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Bacterias y hongos pueden producir enzimas celulasas para la hidrolisis de material
lignocelulésico. Estos microorganismos pueden ser aerObicos o anaerdbicos,
mesofilos o termofilos (1) Géneros y especies de hongos tales como Aspergillus.
Cladosporium, Fusarium, Penicillium. Neurospora crassa, incluyendo ademas
hongos comestibles como Lentinula edodes. Volvariella volvacea, Pleurotus sp.,

producen celulasas (Cruz-Hernandez et al., 2019)

4.15.2 Amilasas

Las enzimas amiloliticas se utilizan en la produccion de jarabes, edulcorantes,
sacarificacion y licuefaccion del almidén, maduracién y aromatizacién del queso,
harina,cereales para bebés, cervecerias, ensilaje y alimentos, piensos, etanol,
detergentes, productos farmacéuticos y cosmeéticos. También se utiliza en la

industria del papel y en la industria textil.

Las amilasas representan la mayor parte del mercado enzimatico, correspondiendo
al 25-30% del mismo. En la actualidad no existen amilasas industriales procedentes
de macromicetos en el mercado enzimatico. Algunas especies de macromicetos
presentan caracteristicas saprofitas caracteristicas de saprofitas y ausencia de
toxicidad, siendo consideradas potentes sistemas para la produccién de enzimas

aunque todavia no estan bien explorados.

Las enzimas comerciales procedentes de fuentes microbianas se producen en su
mayoria mediante cultivo sumergido (SmC). Este tipo de cultivo se ha utilizado con
éxito para la produccién de varios metabolitos valiosos de basidiomicetos. Sin
embargo, algunos factores pueden afectar a la produccion de enzimas bajo SmC,
tales como: la composicion del composiciéon del medio de cultivo, el pH, la
temperatura, y el éxito del proceso depende de la optimizacidn de estos parametros
(Paludo et al., 2018)
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materia prima

Dos variedades de frijol negro entero proporcionado por el M.C. Adolfo Garcia
Salinas profesor investigador de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN). Las variedades evaluadas fueron, nigran y brujan comparadas con flor

de mayo.

Figura 5 a) frijol brujan, b) frijol nigran

5.2 Obtencién de harina de (phaseolus vulgaris)

Se pesaron 100 gramos de los cuatro tipos de frijoles a evaluar y luego se sometio
a molienda durante 15 min a 28000 rpm con el uso de un molino eléctrico marca
(High-speed multifunction GRINDER). Posteriormente las muestras fueron
almacenadas en bolsas de plastico hasta su uso. La harina fue realizada para los

analisis bromatologicos necesarios.
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Figura 6 harinas de frijol a)Nigran,b)Brujan,c)San Luis,d)Flor de mayo

5.3 Determinacion de polifenoles hidrosolubles totales en la harina de
frijol.
La cuantificacion del contenido de polifenoles totales (CPT) se realiz6 en la harina

de frijol.

Para la cuantificacién del CPT se utilizé el método de Folin-Ciocalteu empleando la
técnica de Heimler y col. (2005). Para la determinacion de polifenoles de realizé una

curva estandar de acido galico a diferentes concentraciones.

En cada uno de los tubos se agregaron 50 pL de cada extracto, mas 3 mL de agua
destilada y 250 pL del reactivo folin. Se dejé reaccionar por 8 minutos en la
oscuridad, pasado el tiempo de reaccion se agregé 750 pL de bicarbonato de sodio
(Na2Co3) y 950 uL de agua destilada, se deposité en 300 uL d de la muestra tratada
en la microplaca y se dejé reposar por 30 min en la oscuridad y a temperatura
ambiente. Co paso final se medié la absorbancia a 750 nm con un lector de

microplacas Biobase Elisa — EL 102
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5.4 Determinacion de la capacidad antioxidante (DPPH) en la harina

del frijol

La determinacién de la actividad antioxidante se realiz6 mediante la siguiente
técnica. Se utilizaron tubos donde se pesé 1.18 mg de la muestra y luego se le
coloco 50 mL de metanol, después en otro tubo se colocé 40 ml de metanol con 2
mL del DPPH concentrado al tubo del diluido en una microplaca se coloc6 en 2

pocitos 300 pL del DPPH diluido y se ley6 a 720 nm.

Al final de los extractos se tomaron 30 pL de muestra de cada extracto y se
colocaron en 3 pocitos, del DPPH diluido se tomaron 270 uL y se colocaron los
mismos lugar del extracto, se mantuvo en total oscuridad de 30 — 40 min, pasado el
tiempo se leyo la absorbancia a 520 nm, también se realizé una curva patrén con
trolox a diferentes concentraciones (0,5,25,50,100,200,300,400,500 mg/L)

5.5 Determinacion de ABTS en la harina del frijol

Del extracto anterior se tom0 una concentracion de 10 mL -200ml de ABTS. La
actividad antioxidante se cuantifico haciendo reaccionar ABTS 7 mM con 2,45 mM
(final concentracion) persulfato de potasio en la oscuridad a temperatura ambiente
durante 12-16 h. Esta solucion se diluyé en agua destilada hasta una absorbancia
de 0,7 a 734 nm. Un blanco de disolvente apropiado se tomo la lectura. Después de
la adicion de 100 pl de soluciones acuosas de extracto a 3 mL de ABTS + solucion,
la lectura de la absorbancia fue tomada en 30°C durante 20 min, para
posteriormente tomar la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 750 nm.
Todas las soluciones se utilizaron recientemente y todas las mediciones se llevaron
a cabo por triplicado. La actividad antioxidante se cuantificé a partir de un curva
estdndar basada en trolox de 500 ppm Los resultados fueron expresado en

miligramos de equivalentes de trolox por 100 g de extracto. (Ozer, 2021)
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5.6 Composicion quimica

5.6.1 Determinacion del contenido de humedad

Se utilizaron charolas de aluminio que fueron puestos a pesos constantes en la
estufa para secar por 12 horas, las charolas se sacaron de la estufa y se dejaron
enfriar en un desecador de 20 a 30 minutos, se retiraron de desecador y se pesaron

en una balanza analitica y se anotaron los pesos de las charolas.

Se pesaron 2 g de la muestra de frijol en las charolas vacias antes pesadas y se
colocaron en la estufa para secar a 100 °C por 24 h, transcurrido el tiempo se
sacaron de la estufa las charolas con la muestra, se enfriaron en un desecador de

20 a 30 min y se procedio a pesar y se anotaron los pesos obtenidos.

Los resultados se determinaron mediante la siguiente formula:

eso del crisol con muestra seca — Peso del crisol solo
9% MST =2 x 100

g de la muestra

Ecuacion 1 para la determinacion de humedad

% Humedad = 100 - %MST

5.6.2 Determinacion de contenido de cenizas:

Se puso a peso constante los crisoles que se van a usar, se retiraron de la estufa y
se dejaron enfriar en un desecador por 30 min, se pesaron y anotaron los pesos de
los crisoles, se pesaron y colocaron 2 gramos de la muestra en cada crisol y se
procedio a pre- incinerar en una parrilla eléctrica hasta que ya no hubo presencia
de humo en los crisoles con muestra, luego se llevaron a la mufla a 600 °C durante
2 horas, se dejo enfriar la mufla, pasadas las 2 horas se abri6 la mufla, se sacaron
los crisoles y se colocaron en un desecador por 20 minutos, se pesoé y se anoto el

peso exacto.

Los céalculos se determinaron mediante la siguiente formula:

HARO-ORTIZ 2021 29



Evaluacion de 2 variedades de frijol

. Peso del crisol con ceniza — Peso del crisol solo
% Cenizas= X 100

g de la muestra

Ecuacion 2 Ec. para la determinacion de ceniza

5.6.3 Determinacion de grasa por el método de soxhlet

Consiste en someter la muestra exenta de humedad a un proceso de extraccién
continua con disolvente (hexano) en un equipo soxhlet, donde una cantidad del
disolvente rodea la muestra y se calienta a ebullicion. El liquido condensado llega a
cierto nivel dentro del soxhlet y el liquido es sifonado de regreso al matraz de

ebullicion.

Previamente los matraces bola de fondo plano se habian colocado a peso contante
en la estufa, se retiraron de esta y se dejaron enfriar en un desecador por 30 min 'y
luego se anotaron los pesos obtenidos en la balanza analitica. Se colocé 5g de
muestra (harina de Phaseolus vulgaris) dentro de papel filtro formando un cartucho
y evitando la perdida de muestra y se depositd en el fondo del sifén, después se

conecto el matraz bola con hexano y cerramos la parte de arriba con el refrigerante.

El proceso de desgrasado se realizé durante un lapso de 4 — 5 h en una patrrilla
eléctrica a una velocidad de condensacion de 2 a 3 gotas por segundo. El matraz
con el extracto se llevo a la estufa a una temperatura de 100 °C para ponerlos a
peso constante posteriormente se dejo enfriar en el desecador, se pesaron y se

anoto el peso para realizar los calculos correspondientes de las muestras.

Los célculos se determinaron mediante la siguiente formula:

peso del matraz con grasa —peso del matraz solo

%Grasa= X 100

g de la muestra

Ecuacion 3 Ec. para la determinacion de % de grasa
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5.6.4 fibra cruda total

Se pesaron 2 gramos de la muestra desengrasada, la muestra se colocé en un vaso
Berzelius y se agregaron 100 ml de &cido sulfarico al 0.225 N. se conectd el aparato
de reflujo por 30 minutos (se comenz6 a contar a partir de que empieza a hervir), se
seco y se filtr6 el residuo resultante con una tela de lino, se lavé con 100 ml de agua
destilada caliente.

El residuo obtenido de la fibra se pas6 nuevamente al bazo Berzelius agregando
100 ml de solucién de hidroxido de sodio 0.313 N y se conecto al aparato de reflujo
por 30 minutos, pasado el tiempo indicado se seco y filtro a travées de la tela de lino
y se lavé con 100 ml de agua destilada caliente, se escurrio el exceso de agua
presionando la tela.

Sacamos la tela de lino del embudo se extendio y retiro la fibra con una espatula y
se depositd en un crisol (peso constante). Los crisoles con la fibra se colocaron en
la estufa a 90 °C durante 12 horas, se retiraron de la estufa y se dejaron enfriar en
un desecador por 30 min pasado este tiempo se peso y se anotaron los pesos. Los
crisoles previamente pesados se pasaron previamente a la mufla para calcinar
durante 2 horas, después de este tiempo se apagé la mufla y se dejo enfriar por 2
horas, los crisoles se sacaron la mufla, se dejaron enfriar en un desecador, se
pesaron y anotamos los pesos exactos para realizar las operaciones

correspondientes.

Los célculos se determinaron mediante la siguiente formula:

peso del crisol con fibra seca — peso del crisol fibra cenizas

% Fibra= x 100

g de muestra

Ecuacion 4 Ec. para la determinacion del % de fibra
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Figura 7 Determinacion de fibra

5.6.5 Determinacion de proteina por método Macro - Kjeldhal

5.6.5.1 Digestion

Se pesaron de 15 — 40 mg de muestra de harina de Phaseolus vulgaris previamente
desengrasada en tubos con rosca, se agregaron 300 mg de catalizador mas 2.5 ml
de &cido sulfurico, posteriormente se realizo la digestion en el equipo digestor con
un condensador de vapores de vidrio conectada a la bomba de vacio para vapores

acidos, una vez ya digerida la muestra la retiramos el tubo digestor y se dej6 enfriar.
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Figura 8 Digestion de la muestra

5.6.5.2 Destilacion

Se coloco el residuo blanquecino en un tubo de destilacion, se agregaron 5 ml de
agua lentamente para disolver el residuo blanquecino, también se agregaron 10 ml
de hidroxido de sodio (NaOH) al 60 %. En un matraz Erlenmeyer donde se iba a
recibir el resultado de la destilacion se colocé 5 ml de acido bérico al 5% y se
adicionaron 2 gotas de mezcla de indicadores. Posteriormente se destilo la muestra

en el equipo Kjeldahl hasta que se recolectaron 100ml de la muestra.

Figura 9 Destilacion de la muestra
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5.6.5.3 Titulacién

Por ultimo titulamos lo obtenido de la destilacion con HCL al 0.01N hasta permutar

a color rosa palido.

Figura 10 Titulacion de lo obtenido de la destilacion de la muestra

Los resultados se obtuvieron mediante la siguiente formula:

(V2=V1XEQNXN)

%N= x 100

Ecuacion 5 Ec. para la determinacién de % proteina
Donde:
V2= volumen de HCI gastado para titular la muestra
V1=volumen gastado en la titulacion del blanco
N= normalidad del HCI (0.01 N)
EqN=14.007
W=peso de muestra en mg (previamente desengrasada)
VN= porcentaje de nitrégeno

f = (factor de conversién) 4.386,25
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5.7 Dimensiones de las semillas

Los parametros de longitud, anchura y grosor se determinaron utilizando un calibre
Vernier para ensayar 10 semillas por cada variedad de frijol estudiada. El objetivo
era obtener una comparacion cuantitativa de las diferencias de tamafo entre las

variedades de frijoles los datos se expresaron en centimetros (cm).

5.8 Determinacion del tiempo 6ptimo de coccion
Para determinar el tiempo Optimo de coccion, se lavaron las semillas, se colocaron

en matraces Erlenmeyer de 250 ml en una proporcion de 1:3 semilla: agua y se
cerraron herméticamente. Los matraces se colocaron en una autoclave y se
sometieron a una temperatura de 121 °C y a una presion de 15 Ib/pulg2. El
tratamiento se mantuvo durante 20 minutos. Las semillas se retiraron de los frascos
y se evaluo su coccion de acuerdo con la siguiente definicion: un frijol cocido se
considera aquel que cede facilmente a una presion moderada entre el pulgar y el
dedo indice y presenta una consistencia blanda y pastosa que va de fina a
ligeramente grumosa (NMX-FF038-SCFI-2016). Este procedimiento se repitié en
incrementos de 5 minutos para cada variedad hasta que el 100% de los frijoles
estuvieran cocidos. Los frijoles fueron se clasificaron como frescos cuando el tiempo
de coccion fue menor o igual a 50 minutos o como endurecidas cuando el tiempo

de coccion era superior a 50 minutos.

A continuacién, los frijoles se liofilizaron junto con el caldo de coccion; finalmente,
se molieron y se tamizaron (malla n® 50). La harina se guardé en frascos de color

ambar y se refrigerd (4 °C) para los analisis posteriores
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5.9 Ensayo enzimatico

Las actividades enziméticas se representan como sustrato U/L. La concentracion
de proteina se determind utilizando el método de Bradford con estandar de
albumina. Todos los ensayos se realizaron por triplicado para cada medio de
extraccion. La actividad de la enzima amilasa se midi6é utilizando el método del
reactivo acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller. Se agregaron diez
microlitros de extracto del extracto enzimatico crudo a 90 pL de almidén al 1% en
agua destilada y se incubaron a 50 °C durante 60 min, posteriormente se
adicionaron 100 pL de DNS para detener la reaccién. La solucién se hirvié durante
10 min y luego se coloc6 en hielo durante 5 min. La cantidad de azucar reductor se
determind utilizando el método DNS con maltosa como estandar, midiendo la
absorbancia a 546 nm en un espectrofotometro (BIOBASE EL-10A): 1 U de amilasa
se definié como la cantidad de enzima requerida para la liberacién de 1 U mol de
azucar reductor en equivalentes de maltosa por minuto. La celulasa se midio
utilizando carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato. Se agregaron diez microlitros
de solucion del extracto enzimatico crudo en 90 uL de solucion de CMC al 0 25 % y
se hicieron reaccionar a 50 °C durante 60 min, y luego se midieron usando el ensayo
de DNS a 546 nm con glucosa como estandar: 1U de CMCasa se definié como la
cantidad de enzima requerida para la liberacion de 1 pumol de azucar reductor en
equivalentes de glucosa por minuto en las condiciones de ensayo descritas

anteriormente.
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6.0 RESULTADOS

6.1 Materia prima

Dependiendo del tipo de frijol, el contenido de proteinas varia del 14 al 33%, siendo
rico en aminoacidos como la lisina (6.4 a 7.6 g/100 g de proteina) y la fenilalanina
mas tirosina (5.3 a 8.2 ¢g/100 g de proteina), pero con deficiencias en los
aminoacidos azufrados de metionina y cisteina. Sin embargo, de acuerdo a
evaluaciones de tipo bioldgico, la calidad de la proteina del frijol cocido puede llegar
a ser de hasta el 70% comparada con una proteina testigo de origen animal a la que

se le asigna el 100%, segun (Ulloa et al., 2011).

6.2 Analisis de la materia prima contenido de compuestos fenodlicos

totales y capacidad antioxidante de las harinas de frijol

Los resultados de la concentracion de los fenoles totales en la harina de frijol, se
determinaron mediante el método de Folin cicateo y se encontr0 que existe
diferencias significativas (<0.5) entre flor de mayo y San Luis con la muestra de

harina brujan (ilustracion 11).

Polifenocles Hidrosolubles Totales
7.00

ab a

5.25

mg/EAG g

1.75

0.004
Brujan Nigran Flor de Mayo San Luis

Variedad

Figura 11 Polifenoles hidrosolubles totales en las 4 muestras de frijol utilizadas
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En base a la literatura consultada de (Corzo-Rios et al., 2020),Comparando los
valores de (Tabla 1) los datos del frijol bola negra no difieren tanto de los valores
obtenidos con san luis y nigran, pero si hay diferencia con los datos de obtenidos
de flor de mayo.

Tabla 1 compuestos fendlicos, frijol bola negra y flor de mayo.

Variedad Compuestos fendlico
crudo Cocido

Bola negra 5,49 + 0,12 aF 3,77 +0,08 °

Flor de mayo 6,39 + 0,23 2E 596 +0,12°"

Las letras minusculas dentro de una fila indican una diferencia significativa al
cocinar, y las diferentes letras mayusculas dentro de una columna indican una
diferencia significativa entre variedades de frijol (p < 0.05) usando la prueba de

rango multiple de Duncan.
a Miligramos equivalentes de acido gélico / g de muestra seca.

b Equivalentes en miligramos de (+) - catequina / g de muestra seca. Los resultados
representan el promedio de tres determinaciones independientes + la desviacion

estandar.

6.3 Antioxidantes (DPPH)
El contenido de antioxidantes obtenidos en los resultados de la muestra de harina
del frijol se determiné mediante el método de DPPH la harina de frijol brujan, nigran

y san luis se mantiene en el rango de 12 hasta 14 micromoles mostrando asi una
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pequefa diferencia entre muestras de frijol negro. En la muestra de frijol flor de
mayo (frijol morado) su contenido de antioxidantes si fue superior a los demas datos
obtenidos en la harinas de los frijoles negros.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DPPH

17.23 b

12.92

micromoles TE/ g
m
2

Brujan Nigran Flor de Mayo San Luis
Variedad

Figura 12 Determinacion de antioxidantes por el método (DPPH) en las 4 variedades de frijol

En los resultados de (DPPH) nuestras muestras de harina de frijol fueron menores
los datos que se obtuvieron de los extractos de frijol negro evaluado por (DPPH)
,haciendo comparacion con la literatura investigada (Silva-Cristobal et al., 2010) se
evaluaron tres tipos de cereales como se muestra en la (ilustracion 13) donde
podemos notar que las antocianinas tuvieron una mayor capacidad antioxidante ya
gue el extracto de frijol produjo una mayor reduccion del DPPH que los preparados
de lentejas y garbanzos. Todas las legumbres analizadas presentaron un rapido
aumento de la reduccion durante los primeros 5 minutos del ensayo y
posteriormente se obtuvo una meseta. El maximo indice de reduccidon se observo
con los compuestos fendlicos de la judia (20%), mientras que el valor mas bajo lo
presentoé el garbanzo (12%). Este patron esta de acuerdo con el contenido total de

polifenoles y antocianinas de las muestras.
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Figure 1. Antioxidant activity in extracts of (#) black bean, (), chickpea (A), and lentil.
Figura 1. Actividad antioxidante en extractos de (#) frijol negro, (M), garbanzo (A), y lenteja.

Figura 13 Actividad antioxidante en extractos de frijol, garbanzos, lentejas.

6.4 Antioxidantes ABTS

Se determind el contenido de antioxidantes por el método de ABTS con las harinas
de las 4 muestras de frijol, asi también con los extractos de las 4 muestras, en base
a nuestras graficas obtenidas podemos notar que entre ambas muestras hay mucha

diferencia de antioxidantes.

En la determinacion de ABTS en las 4 harinas las muestras presentan diferencia
entres si, solo que entre nigran y San Luis la diferencia es menor en comparacion

con las otras 2 muestras.

Mientras que en las determinaciones de ABTS de los extractos de las muestras no

existe diferencia entre las 3 muestras de frijoles que evaluamos.

HARO-ORTIZ 2021 40



Evaluacion de 2 variedades de frijol

ABTS harina frijol ABTS extracto b)

a)

S
il
S

F
3 8

M brujan

Now W
3 8

m flor de mayo ® FLOR DE MAYO

H nigran B NIGRAN

e
8

san Luis  BRUJAN

H
w1
=]

antioxidantes (ABTS) 4 mol/g
=
8

o
=]

o

Muestras

MUESTRAS

Figura 14 determinacion de antioxidantes con el método (ABTS). a) harina de los frijoles, b) extracto de los frijoles

6.5 Composicion quimica

6.5.1 Humedad

Como podemos observar en la (figura 15) las muestra de frijol brujan (2.21) vy flor
de mayo (2.60) no hay diferencia entre la muestras en comparacion con la muestra
de frijol nigran (4.58) y San Luis (5.81).

Basandonos en las investigaciones realizadas por (Herrera-Hernandez et al., 2018)
el porcentaje de humedad oscila entre el 7,42 % y el 6,14 %. En nuestro estudio, la
variedad de frijol negro y flor de mayo contienen un porcentaje menor, que el valor
mas bajo reportado por dichos autores, esto podria deberse al tipo de suelo y clima

donde fueron sembrados y cosechados estos tipos de frijoles evaluados.
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Figura 15 contenido de humedad en la harina de las 4 variedades de frijoles

6.5.2 Ceniza

En la (figura 16) de barras podemos observar que existen diferencias de porcentaje
de ceniza entre los 4 tipos de harina de frijoles que fueron evaluados donde el
porcentaje de harina mas bajo fue de 3.58% y el valor mas alto que se obtuvo fue
de 3.75%

(Herrera-Hernandez et al., 2018) menciona que el frijol flor de mayo muestra un
porcentaje de ceniza de (4.14) y el frijol negro presento un porcentaje del (4.12) de
ceniza y con esto podemos notar que existe poca diferencia de los valores que

obtuvimos de nuestras muestras con los valores del articulo en comparacion.

3.8
3.75

37

36
3.55
35
345

brujan nigran san luis flor
MUESTRAS

% CENIZA
w
o
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Figura 16 Contenido de ceniza de las variedades de frijol utilizadas
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6.5.3 Grasa
Hay una diferencia de concentracion de grasa obtenida en nuestras 4 muestras de
frijol que se evaluamos, donde el valor mas bajo fue de 1.12% y el valor mas alto
fue de 1.46%. con base a la investigacion realizadas por (Grajales-Garcia et al.,
2012) nos muestran que en la evaluacion de harina de frijol negro obtuvieron 1.24
% de grasa

1.8
16

14
12

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

brujan nigran san luis flor
MUESTRAS

% E.E

Figura 17 Contenido de grasa en las variedades de frijol utilizadas

6.5.4 Proteina

Como se puede observar en la (figura 18) entre las San Luis, brujan y nigran existe
diferencia entre las muestras donde el valor mas alto de proteina lo presento san
luis con (17.41%) y el valor minimo fue brujan con (9.48%). (Ulloa et al., 2011)
menciona que dependiendo del tipo de frijol, el contenido de proteinas varia del 14
al 33%, siendo rico en aminoacidos como la lisina (6.4 a 7.6 g/100 g de proteina) y
la fenilalanina mas tirosina (5.3 a 8.2 g/100 g de proteina). Por lo tanto solo nuestra
muestra de frijol San Luis que presento un (17.41%) es la muestra que entra dentro

del rango de proteina en frijoles mencionado.
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Figura 18 Contenido total de proteinas en las variedades de frijol utilizadas

6.5.5 Fibra

Los resultados obtenidos de fibra cruda obtenidas en las harinas de las muestras
de frijoles evaluadas se determinaron mediante el método de digestion con
soluciones de acido sulfurico e hidroxido de sodio y calcinacion del residuo de las
muestras. Los valore de fibra que obtuvimos en nuestras 4 muestras de frijol
rondaron entre (1.20 -1.50%). Con base a los resultados obtenidos por (Herrera-
Hernandez et al., 2018) donde en muestra de frijol flor de mayo se obtuvieron un
3.64 % y para su muestra de frijol negro obtuvieron un porcentaje de 2.2 %.
Podemos notar que nuestros valores de fibra obtenidos se encuentran fuera del
rango de los que se obtuvieron en la literatura consultada. La diferencia dada
entre lo obtenido y consultado de los valores de fibra en frijol negro podria deberse

a que no sabemos la variedad de frijol negro utilizado para el articulo consultado.
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Figura 19 contenido de fibra en las variedades de frijol evaluados

6.6 Medidas frijoles

6.6.1 Frijol crudo medidas

Evaluamos el largo, ancho y grosor de las muestras de frijol que utilizamos de
acuerdo a los datos obtenidos de la medicion del largo y ancho no se presentaron
diferencias entre las 3 muestras evaluadas mas sin en embargo las medidas del
grosor si se presentaron diferencias entre las 3 muestras. Realizamos una
comparacion de datos con reportado por (Herrera-Hernandez et al., 2018) donde
para el frijol flor de mayo en las medidas del largo fue de (13.26 mm), ancho (7.73
mm ) y para el grosor (5.66 mm ) y nuestros datos obtenidos para flor de mayo
fueron los siguientes, largo (12.4 mm),ancho (7 mm) y grosor (5.1) como podemos
notar no hay mucha diferencia entre los datos comparados con los que se

obtuvieron con nuestras muestras.

Para le frijol negro en el articulo obtuvieron los siguientes, largo (10.70 mm), ancho
(7.76 mm) y grosor (5.40 mm) y los datos en frijoles negros fueron los siguientes, el
promedio del largo fue (11.3 mm), el ancho fue de (7mm) y el grosor (5.3). Con esto
podemos confirmar que no existe una gran diferencia entre los datos que obtuvo el

autor del articulo que utilizamos con los datos que nosotros obtuvimos.
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) Larga a ) ancho b)
. N H
grosor
- | )
Figura 20 Evaluacion de la calidad del frijol crudo a) Largo, b) Ancho, c) Grosor
6.6.2 Medidas frijol cocido
Tabla 2 Largo, ancho y grosor en muestras de frijol crudo y frijol cocido
MUESTRAS
FRIJOL CRUDO FRIJOL COCIDO
DE FRIJOL
LARGO | ANCHO | GROSOR | LARGO | ANCHO | GROSOR
BRUJAN 1.04 0.7 0.55 15 1.01 0.8
NIGRAN 1.23 0.7 0.50 1.67 0.93 0.66
FLOR DEM 1.24 0.7 0.51 1.64 0.95 0.71
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Tabla 3 diferencias existentes entre el largo, ancho y grosor de las muestras de frijol crudo y frijol cocido

DIFERENCIA EXISTENTE ENTRE LAS MUESTRAS

LARGO ANCHO GROSOR
BRUJAN 0.46 0.31 0.25
NIGRAN 0.44 0.23 0.16
FLOR DE MAYO 0.40 0.25 0.20

Realizando una comparacion entre los datos obtenidos en las muestras crudas con

las muestras cocidas pudimos observar un incremento de en las medidas de las

semillas al cocerse esto debido al entrar en contacto la semilla con el agua en el

proceso de coccién al que fueron sometidas.
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Figura 21 Evaluacion de la calidad del frijol cocido a) Largo, b) Ancho, c) Grosor
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6.6.3 Prueba de espesor

En la muestra de frijol brujan obtuvimos un promedio de 0.50 cm evaluando 6
semillas en las tres muestras de frijoles, para Nigran el promedio fue de 0.25 cmy
por ultimo flor de mayo presento un promedio de 0.66 cm. Mientras que (Corzo-Rios
et al., 2020) en frijol negro americano fresco obtuvo un espesor de 0.52 cmy 0.54
cm en flor de mayo. Con esto podemos notar que en brujan existe poca diferencia
con el frijol negro americano y por otro lado Nigran si tiene una diferencia muy

grande con los valores hablando de frijoles negros.

En los datos obtenidos en flor de mayo el valor es mas alto que los datos obtenidos

por corzo Rios.

Prueba de espesor

0.80
0.70 {
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L
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BRUJAN NIGRAN FLOR DE MAYO

Muestras

Figura 22 prueba de espesor de las variedades de frijol evaluadas

6.7 azucares totales

Mediante las graficas podemos notar que en las 3 muestras de frijol se presenta un

incremente de azucares a las 24 y luego se presenta un descenso de produccién y
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en la muestra brujan se vuelve a presentar una alta produccién de azucares a
diferencia de las otras 2 muestras de frijoles en nigran solo en cocos hubo mayor
incremento mientras que el los bacilos no fue notoria la produccion, en la muestra
flor de mayo también presento un alto incremento a las 24 horas con bacilos y luego
disminuyo a las 96 horas para luego mantener su produccion sin tanto incremento,
sin embargo los cocos mantenian su incremento y disminucion dentro de las horas
evaluadas. La accion de los microorganismos para la produccion de azucar fue muy

diferente en las tres muestras evaluadas.
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Figura 23 determinacion de azucares totales a) Brujan) Nigran, c) Flor de mayo

6.8 Ensayo enzimatico

6.8.1 Amilasas

En las graficas podemos notar que el incremento de amilasas en las 3 muestras se

presenté en diferentes horas.

Para brujan el mayor incremento con bacilos fue a las 72 horas con (33859.188
U/L), mientras que en cocos el incremento fue a las 24 horas con (188959.977 U/L).

Para nigran los cocos presentaron un pico mas alto a las 72 h con (38208.849 U/L)
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y los bacilos 48 h (13019.768 U/L) y por ultimo para la muestra flor de mayo con
coco el primer incremento fue a las 24h (15162.138 U/L) y presento otro incremento
mas a las 96 h donde su produccién fue méas alta con (29314.766 U/L), para los
bacilos en la muestra flor de mayo el incremento fue a las 72 h (17856.331 U/L) y

para las siguientes horas presentaron un ligero descenso en la produccion de
amilasas.
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Figura 24 determinacion de la actividad enzimdtica amilasas a) Brujan, b) Nigran, c) Flor de mayo

6.8.2 Celulasas

En las gréficas de la (figura 25) de la celulasas en las tres muestras podemos
observar que la producciéon fue mayor en comparacion con la produccion de las
amilasas esto pudiera deberse a que los principales componentes quimicos de la

fibra en el frijol son las pectinas, pentosanos, hemicelulosa, celulosa y lignina (Ulloa
et al., 2011).
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En las muestra de frijol Brujan y flor de mayo incrementaron y mantuvieron su

crecimiento mientas que en nigran si presentaron reducciones hasta 0 con los
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Figura 25 determinacion de la actividad enzimdtica celulasa a) Brujan, b) Nigran, c) Flor de mayo
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7.0 CONCLUSIONES

Se caracterizaron las harinas de phaseolus vulgaris que se utilizaron como materia
primay se les practico andlisis bromatolégico obteniendo los siguientes porcentajes
Brujan presento 2.21% de humedad, 3.75% de ceniza, 1.46% grasa, 1.47% fibra 'y
9.48% de proteina. En Nigran obtuvimos los siguientes porcentajes 4.58%, ceniza
3.58%, grasa 1.22%, fibra 1.33% y proteina 9.76%.

En la evaluacién del extracto de las muestras de caldo de frijol al cual le agregamos
cocos Yy bacilos como fuente probiética notamos que si hubo crecimiento de los dos

tipos de microorganismos usados.

Para determinar la produccion de enzimas amilasa y celulasa usando el caldo de
frijoles como sustrato nos dimos cuenta por medio de las graficas, que tanto brujan
como Nigran son buen sustrastrato para la produccion de amilasas tanto con cocos
y bacilos pero su mayor incremento fue después de las 24 horas en su mayoria,
mientras que para la produccion de celulasas se hicieron presentes en las primeras
24 horas para ambas muestras mas sin en cambio Brujan fue el que presento mayor

produccion de cocos y bacilos.
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