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={[ INTRODUCCION ]]=

Introduccion.

Se propone el desarrollo de un modelo didactico con el cual se evaluen
diferentes tipos de carbohidratos presentes en una muestra y sus propiedades,
basando las determinaciones en las caracteristicas fisicoquimicas del
macrocomponente en cuestion, haciendo posible su implementacion en un laboratorio
de ensefianza. Asi mismo se sugiere su uso como apoyo didactico para docentes del
area de alimentos como una alternativa en la ensefianza del analisis de carbohidratos;
tomando como referencia un alimento ampliamente consumido como lo es el frijol
negro (Phaseolus vulgaris L), el cual, por presentar un alto contenido de carbohidratos
y diversidad de los mismos permite que el modelo propuesto sea aplicable también
como un instrumento de comparacidon para una misma muestra en diferentes
condiciones de procesamiento.

Los carbohidratos son las moléculas biolégicas mas abundantes en la
naturaleza, se encuentran en todas las formas de vida y se presentan en forma de
azucares, almidones y fibras; poseen una gran importancia como componentes de la
dieta, sean digeribles 0 no y estan presentes en todos los granos, verduras, hortalizas,
frutas y otras partes de plantas consumidas por el hombre.

El frijol (Phaseolus vulgaris L) ha sido, tradicionalmente la base de la
alimentacion de la mayor parte de la poblacién mexicana; contiene del 47% al 71% de
carbohidratos, ademas de un alto contenido de proteina (18 a 37% en grano seco), es

por esto que se considera una buena fuente de calorias y también de proteinas.
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Debido a la falta de modelos simples de analisis que involucren propiedades

fisicoquimicas de los carbohidratos, no solo en su identificacion sino también en su
cuantificacion es que se tiene como resultado el presente trabajo; considerando como
un punto medular del mismo la integracion de los conocimientos basicos previamente

adquiridos.



1 Antecedentes.

1.1 Carbohidratos.

Son compuestos que por su formula estructural (Cy(H2O), presentan
funcionalidad de aldehido, cetona y polihidroxilo; son los principales compuestos
quimicos almacenadores de energia, fuente mas abundante y barata de alimentos de la
naturaleza y por lo tanto los mas consumidos por el ser humano, constituyen las tres
cuartas partes del mundo biolégico y alrededor del 80% del aporte calérico de la
humanidad. El mas abundante de entre ellos es la celulosa, componente estructural
principal de arboles y otras plantas, mientras que el ingrediente mayoritario en
alimentos destinados al consumo humano es el almidén, que provee un 75 — 80 % del
aporte energético total (Fennema, 1993).

En el area de alimentos los carbohidratos cumplen funciones como edulcorantes,
gelificantes, espesantes, estabilizadores y precursores de compuestos aromaticos o

coloridos (Belitz, 1997).

1.1.1 Clasificacién.
Basada en su estructura quimica, segun la cual, los hidratos de carbono pueden
ser monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos se muestra en el cuadro 1.1.

(Belitz, 1997).



—

Cuadro 1.1 Clasificacién de los carbohidratos mas importantes en alimentos.

Pentosas Xilosa, arabinosa, ribosa, etc.
Monosacaridos Hexosas Glucosa, fructosa, galactosa, etc.
Disacaridos Lactosa, sacarosa, etc.
Oligosacaridos Trisacaridos Rafinosa, etc.

Tetra y pentasacaridos

Estaquiosa, verbascosa, etc.

Polisacaridos

Homopolisacaridos

Almidon, Glucégeno, celulosa, etc.

Heteropolisacaridos

Hemicelulosa, pectinas, etc.

e Monosacaridos.

Los monosacaridos importantes son moléculas de peso molecular relativamente

bajo que contienen cinco a seis atomos de carbono, con una formula empirica general

Cn(H20),, los monosacaridos conocidos pueden ser facilmente derivados del D-

gliceraldehido (Fennema, 1993) como se observa en las figuras 1y 2 .

Formalmente se derivan como polihidroxialdehidos (aldosas) del gliceraldehido y

como polihidroxicetonas (cetosas) de la dihidroxiacetona por simple adicion de

unidades CHOH (Belitz, 1997).




Figura 1. Derivacién de monosacaridos (aldosas) (Belitz, 1997).

Figura 2. Derivacion de monosacaridos (cetosas) (Belitz, 1997).
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Los azucares reaccionan intramolecularmente de modo que el grupo carbonilo

se une a uno de los grupos alcohdlicos para formar hemiacetal o hemicetal. Ello
produce la formacion de una estructura ciclica de cinco atomos (furanosa), o bien una
mas estable de seis (piranosa) y por tanto, un nuevo carbono asimétrico 6 centro quiral,
en donde esta localizado el grupo carbonilo (Fennema, 1993). Lo que da origen a dos
formas estereoquimicas denominadas andmeros; cuando el —OH esta por debajo del
plano formado por los carbonos se denomina a, y cuando esta por encima . Cabe
indicar que los diferentes isbmeros de un azucar pueden presentar caracteristicas
fisicas y quimicas distintas (Belitz, 1997).

Aquellos hidratos de carbono que contienen un grupo hemiacetalico libre que
puede reaccionar cumpliendo una funcidén carbonilica son denominados azucares
reductores a causa de la capacidad que poseen de reducir iones metalicos como plata
o cobre, al mismo tiempo que el azucar se oxida para formar un acido carboxilico
(Fennema, 1993). Basado en lo anterior se entiende que todos los monosacaridos
(hemiacetal, hemicetal) tienen poder reductor, mientras que en el caso de oligo y

polisacaridos dependera de su conformacion.

Higroscopicidad y solubilidad.
La adsorcién de agua por los azucares es diferente para cada uno de ellos, y
depende principalmente de la estructura, de la mezcla de isomeros y de su pureza. La
higroscopicidad es nociva para polvos y granulados que contengan azucares, ya que la

solubilidad de los mismos se ve disminuida debido a la formacién de aglomerados.
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En el caso de las disoluciones concentradas de azucares (jarabes de glucosa),

contribuyen al mantenimiento de la humedad de algunos alimentos, como en los
productos de panaderia (Belitz, 1997).

La hidratacién de los azucares es debida a la presencia de numerosos grupos
hidroxilo, estos interaccionan con las moléculas de agua mediante la formacién de
puentes de hidrogeno, lo cual conduce a la solvatacién (solubilizacién) de los azucares
y de muchos de sus polimeros. La estructura del carbohidrato afecta en gran medida la
velocidad de unién con el agua asi como su cantidad (Fennema, 1993).

Los azucares son solubles en solventes polares, y aunque para matrices
alimentarias complejas se tienen en su mayoria polimeros, en su mayoria se trata de
polisacaridos y proteinas, los cuales son insolubles en etanol al 80 % en presencia de
calor (Pomeranz, 2001), es por ello que la extracciébn de azucares es altamente
especifica en estas condiciones. La solubilidad de mono y oligosacaridos es muy alta
en agua y disminuye parcialmente en alcohol, pero salvo algunas excepciones, todos

son solubles en soluciones alcohdlicas en presencia de calor (Southgate, 1991).

Rotacion éptica, mutarrotacion.

La rotacién Optica es el angulo obtenido al girar el plano vibracional de la
polarizacion lineal de la luz cuando la luz polarizada pasa a través de una solucién que
contiene un compuesto 6pticamente activo. (Kirk, 2006). EIl enantiomero que rota el
plano de la luz polarizada a la derecha es dextrorrotatorio, y si rota a la izquierda es

levorrotatorio.
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Tras la disolucion en agua de un azucar, cinco estructuras pueden coexistir en

equilibrio debido a un proceso dinamico de conformacién quimica que ocurre hasta
alcanzar el equilibrio mediante el fendmeno que recibe el nombre de mutarrotacion; que
corresponde a una manifestacion del equilibrio entre las estructuras anomeérica

(a, B -furanosa, a, B — piranosa y de cadena abierta) (Fennema, 1993).

Glucosa.

El mas representativo es la glucosa, forma de hidrato de carbono
(monosacarido) mas importante en el metabolismo de las células y su oxidacién; ya
que casi todos los hidratos de carbono contenidos en los alimentos, se absorben como
glucosa tras la digestion; para posteriormente oxidarse hasta CO, y H,O por medio de
la glucolisis y el ciclo de Krebs generando ATP, base energética de los sistemas
biolégicos. La glucosa sintetizada en las plantas por el proceso de fotosintesis
representa la materia prima fundamental para la fabricacién de la gran mayoria de
carbohidratos y mediante diversas rutas bioquimicas, este azucar da origen a muchos
otros como la sacarosa y la fructosa o bien a polimeros como la celulosa y el almidén.
Desde el punto de vista quimico se tiene que la D - glucosa posee la formula empirica
CsH120s, su formula estructural muestra que tiene funcionalidad aldehido y polihidroxilo

como se aprecia en la figura 3 (Fennema, 1993).

Figura 3. Estructura de Glucosa
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e Oligosacaridos.

Los monosacaridos son moléculas capacitadas para la formacion de enlaces
glicosidicos, estos se forman entre el grupo lactol de un monosacarido y un grupo —OH
de otro donde resulta un disacarido, su estructura se muestra en la figura 4, donde

queda ejemplificado el enlace antes descrito (Belitz, 1997).

Maltosa Lactosa

Celobiosa Lactulosa

Figura 4. Estructura de algunos disacaridos.

La union quimica (enlace (glicosidico) de monosacaridos (2-10
aproximadamente) da como resultados los oligosacaridos un ejemplo muy comun es el
que se presenta en la figura 5, donde se aprecia la estructura quimica de la rafinosa y

los enlaces quimicos involucrados.
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Generalmente los mono y oligosacaridos también se denominan azucares, la

sintesis natural se produce por transferencia de unidades glicosilo a partir de

nucledtidos o por degradacion enzimatica de polisacaridos. (Fennema, 1993).

Rafinosa

Figura 5. Estructura de un trisacarido.

Los oligosacaridos presentan un comportamiento similar al de los
monosacaridos, mismo que ya fue tratado con anterioridad; adicionalmente, la hidrolisis
quimica de los enlaces glicosidicos de los oligosacaridos depende de factores como
pH, temperatura y configuracion anomérica, en general estas uniones son mas labiles
en los acidos que en los alcalis y las configuracion B resisten mas que la a

(Southgate, 1991).

Galacto-oligosacaridos.
Algunos oligosacaridos de importancia son los a—galactosidos, conocidos
también como oligosacaridos de la familia de la rafinosa, que se encuentran en las

leguminosas (soya, frijoles, garbanzo, etc.) (Coultate, 1996).
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Formados por residuos de a-D-galactopiranosil unidos a la glucosa de la unidad

base (sacarosa); a ésta se le une una, dos, tres y cuatro moléculas de galactosa
resultando la rafinosa, estaquiosa, verbascosa y ajucosa. Son compuestos de reserva
en organos vegetativos y en semillas de numerosas plantas para su uso durante la
germinacion (Martinez - Villaluenga, et all. 2005).

Estos compuestos se caracterizan por estar relacionados con la tolerancia a la
desecacion, almacenamiento de energia de las semillas y por ser productores de
gases intestinales en el hombre debido a la ausencia de la enzima a-1,6 galactosidasa
en la mucosa intestinal, por lo tanto los oligosacaridos intactos son absorbidos en el
tracto digestivo y como consecuencia se acumulan en el instestino delgado, donde las
bacterias presentes que poseen la enzima a-galactosidasa degradan vy
subsecuentemente fermentan anaerobicamente estos compuestos generandose asi

COgy, Hy y CH4 (Machaiah & Pednekar, 2002).

e Polisacaridos.

Los polisacaridos (glicanos) son polimeros de alto peso molecular y contienen
numerosas unidades glucosilo, no tienen un grado uniforme de polimerizacion, sino que
siguen mas bien una distribucion de tipo gaussiano de pesos moleculares (Fennema,
1993); pueden estar formados por unidades de un solo azucar (homoglicanos) o de
diferentes (heteroglicanos). Estos azucares ademas pueden estar unidos de forma
lineal o ramificada, siendo diversa la cantidad de posiciones de ramificaciéon y la

longitud de las cadenas laterales.
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La secuencia de los restos de monosacaridos puede ser periodica en la que los

periodos contienen uno o varios restos diferentes; esos mismos periodos pueden ser
mas o menos largos, o estar separados por intervalos no peridédicos (pectinas) o ser
totalmente aperiddica (carbohidratos de glicoproteinas) (Belitz, 1997).

De acuerdo con su funcién biolégica se han dividido en dos grandes grupos:
aquellos que constituyen la estructura celular y confieren rigidez a los tejidos (celulosa,
hemicelulosa, pectinas, gomas) y los de reserva energética de animales y vegetales
(glucégeno, inulina, almidén) (Southgate, 1998).

Pueden existir grandes diferencias en las propiedades de los polisacaridos
dependiendo del mondmero, tipo de enlace y peso molecular (Belitz, 1997).

En principio, los polisacaridos deberian ser solubles puesto que, son cadenas de
unidades glicosidicas compuestas por hexosas y pentosas; cada una de esas unidades
posee varios lugares capaces de formar puentes de hidrogeno.

Cada oxigeno o hidrogeno de un grupo hidroxilo puede unirse potencialmente a
una molécula de agua, tedéricamente cada unidad es capaz de estar totalmente
solvatada contribuyendo a la solubilidad de la molécula entera. Sin embargo, el
polisacarido puede no ser soluble en agua si las moléculas de esta no tienen acceso a
formar puentes de hidrogeno, en consecuencia los lugares de union ya no pueden
participar en la formacion de éstos con moléculas de agua, por tanto estas regiones

cristalinas son insolubles y muy estables.
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Basado en lo anterior se establece el principio general de que una molécula

lineal uniforme, si se trata de disolver a pH neutro, interaccionara en una o mas partes
de su molécula con otras moléculas iguales vecinas para dar lugar a una estructura
cristalina, quedando el agua excluida de estas zonas (Fennema, 1993).

Solo se solubilizan mediante el uso de condiciones drasticas (altas
temperaturas); polisacaridos de este tipo precipitan con facilidad (retrogradacion del
almidon) debido a las O6ptimas condiciones estructurales para la formacion de
conformaciones regulares y de interacciones intercatenarias, el ordenamiento es tan
perfecto que resulta, parcialmente un estado cristalino. (Belitz, 1997).

Los polisacaridos ramificados son mas solubles que los lineales - uniformes,
puesto que disminuyen las interacciones intercatenarias se facilita la solvatacion, de
modo que no forman zonas de union del suficiente tamafio y fuerza como para formar
geles, generando asi soluciones viscosas estables.

Todos los polisacaridos solubles producen soluciones viscosas, a causa de su
gran tamafno molecular ya que la viscosidad depende de esta caracteristica asi como
de la conformacion y la carga.

Por razones estéricas, todas las moléculas lineales, independientemente de que
posean carga O nho, requieren mas espacio para poder girar que las moléculas
ramificadas del mismo peso molecular; en consecuencia, como norma general, las
soluciones de los polisacaridos lineales seran mas viscosas que las de los ramificados.
Puesto que una de las razones mas importantes para el uso de polisacaridos en la
tecnologia alimentaria es la de proveer viscosidad o capacidad de gelificacion los

lineales siempre seran mas utiles (Fennema, 1993).
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Almidon.

Se encuentra en grandes cantidades en el tejido de las plantas asi como en el
endospermo contenido en una matriz proteica en los cereales, como carbohidrato de
reserva (Ocultate, 1996), (Belitz.1997).

De todos los polisacaridos, el almidon es el unico producido universalmente en
pequefios agregados individuales denominados granulos (Fennema, 1993). Puesto
que son sintetizados en las células de cada planta, los almidones de distinta
procedencia tienen caracteristicas diferentes y distintivas en lo que a la forma, tamafio,
composicion y cristalinidad de los granulos se refiere (Belitz, 1997) atributos que
pueden ser utilizados para identificar el origen del almidon o de la harina
(Tester, et all, 2004).

Quimicamente es una mezcla de dos polisacaridos similares: amilosa y
amilopectina. La amilosa (figura 6) consiste en largas cadenas de D — glucopiranosas

unidas por medio de enlaces glucosidicos a (1,4) (Ocultate, 1996).

Extremo no reductor enlace a (1,4) Extremo reductor

Figura 6. Representacion de la amilosa
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En disolucion acuosa las moléculas de amilosa

tienden a formar estructuras helicoidales (figura 7), capaces
de incluir moléculas como acidos grasos e hidrocarburos, en
la que cada vuelta de hélice consta de seis moléculas de

glucosa.

Figura 7. Enrollamiento helicoidal (amilosa)

Por su parte, la amilopectina es un polimero ramificado, constituido por repetidas
unidades de glucosa unidas por enlaces a (1,4) y ramificado a través de enlaces a (1,6)
como se observa en la figura 8, y que le dan una forma molecular similar a la de un
arbol; las ramas estan unidas al tronco central (semejante a la amilosa) por enlaces a-
D - (1,6) como se muestra en la figura 9, localizados cada 15 — 25 unidades lineales de
glucosa. La concentracion relativa de estos dos polimeros esta regida por  factores
genéticos tipicos de cada vegetal. La proporcion de amilosa y amilopectina en el
almidon tiene efectos importantes en las propiedades fisicas del mismo

(Tester, et all, 2004).

Figura 8. Ramificacion (enlace a1-6) de amilopectina
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Los granulos de almidén son insolubles en agua fria debido a que su estructura

esta altamente organizada ya que presenta una gran estabilidad debido a las multiples
interacciones que existen entre sus dos polisacaridos constituyentes; sin embargo
cuando se aumenta la temperatura, las moléculas de almidon vibran vigorosamente
rompiendo los enlaces intermoleculares permitiendo asi la formaciéon de puentes de
hidrégeno con el agua.

A medida que se incrementa la temperatura se retiene mas agua y el granulo
empieza a hincharse y aumenta de volumen (fendmeno que se puede observar en el
microscopio); una vez que la parte amorfa se ha hidratado completamente, la cristalina
empieza un proceso semejante, pero para esto se requiere mas energia, al llegar a
cierta temperatura, el granulo alcanza su volumen maximo y pierde tanto su patron de
difraccion de rayos X como la propiedad de birrefringencia; si se administra mas calor,
el granulo incapacitado para retener el liquido, se rompe parcialmente y la amilosa y
amilopectina, fuertemente hidratadas se dispersan en el seno de la solucion.

A todo este proceso se le llama gelatinizacion (solubilizacién del almidon) y es
una transicion de un estado ordenado (estructura cristalina) a otro desordenado en el
que se absorbe calor; la gelatinizacion transforma los granulos de almidoén insolubles
en una solucién de las moléculas constituyentes en forma individual (Pomeranz, 2000).
Mas especificamente la amilopectina se asocia por medio de puentes de hidrogeno con
cadenas lineales de amilosa, para formar regiones micelares cristalinas, por esta razon
los granulos de almidén (fundamentalmente la amilosa) se solubilizan, formando una

matriz intergranular, lo que produce un incremento de la viscosidad.
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El grado de hidratacion depende de la temperatura, el pH, la concentracion y la

fuerza cizallante aplicada (Wong, 1995).

Si se enfria una disolucion diluida de almidon, las moléculas lineales se
realinean, a través de puentes de hidrogeno para formar un precipitado insoluble. En
las disoluciones concentradas de almidon este realinamiento es rapido y desordenado
y la asociacion de moléculas se produce sélo en determinadas zonas, quedando agua
atrapada en los intersticios.

A esta asociacion de moléculas lineales, con la consecuente disminucién de la
solubilidad se le denomina retrogradaciéon (Wong, 1995). Este fendbmeno se define
como la insolubilizacién y precipitacion espontanea, principalmente de las moléculas de
amilosa, debido a que sus cadenas lineales se orientan paralelamente e interaccionan
entre si por puentes de hidrogeno a través de sus multiples hidroxilos

(Pomeranz, 2000).

Pectinas.

Las sustancias pécticas comprenden un grupo extenso de los polisacaridos cuya
estructura basica esta integrada por unidades de (1—4)-a-D-galacturonapiranosilo
(Figura 9), un aspecto que diferencia a las pectinas entre si es su contenido en esteres
metilicos, que disminuye al producirse la maduracion de Ilas plantas

(Fennema, 1993).
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0 0 0 0 0
i H H H H H i H i Ho
2 Non w/l-% Now w/dl-® Non u/l-® Now w/-® Now n/d-°
H H H H H
H OH H OH H OH H OH H oOH

Figura 9. Estructura general de las pectinas. (X puede ser H 6 CHs).

Se encuentran en las laminillas intermedias de las células vegetales asociados
con otros hidratos de carbono en las paredes celulares como se aprecia en la figura 10,

y son responsables de la firmeza de algunos productos (Pomeranz, 2000).

Pectina

/\ Lamela
/ media
Pared
primaria

Membrana
} plasmatica

otelnas fibriares

Micro fibrillas de
celulosa

Proteinas solubles

Figura 10. Conformacion de la pared celular

La protopectina es la sustancia péctica presente en la pulpa de los frutos
inmaduros altamente metilada. Los acidos pectinicos son sustancias pécticas menos
metiladas que las protopectinas, y se derivan de ella por accion de protopectinasa y
pectin-metilesterasa (pectasa). Dependiendo del grado de polimerizacion y el de
metilacién los acidos pectinicos pueden ser coloidales 6 solubles en agua y son

conocidos como pectinas de bajo metoxilo.
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La accion completa de la pectin— metilesterasa sobre ellos conduce a la

eliminacién total de los grupos metiléster, dando lugar a los acidos pécticos. Las
enzimas contribuyen al desarrollo de la textura deseable que se produce en los frutos
durante la maduracién; a lo largo de esté periodo la protopectinasa convierte la
protopectina en pectina coloidal o en acidos pecticos solubles; la pectasa elimina
grupos metiléster de la pectina para producir acido poli-D-galacturénico o acido péctico,
y éste puede ser parcialmente degradado a mondmeros de acido D-galacturénico por la
poligarcturonasa, estas tres enzimas actuan concertadamente durante la maduracion y
son cruciales para determinar la textura los frutos (Fennema, 1993).

Las pectinas se usan mucho por su capacidad de gelificar, propiedad que esta
determinada por factores como peso molecular, grado de esterificacion, pH, sales
disueltas y la presencia de azucares (Pomeranz, 2000).

Las pectinas pueden clasificarse de acuerdo con su grado de esterificaciéon en:
pectina de alto metoxilo, con un grado de esterificacion superior a 50 %, que gelifica en
un medio que contiene solidos solubles (generalmente azucar) hasta del 55 %, en pH
de 2.0 — 3.5; y pectina de bajo metoxilo con un grado de esterificacién menor al 50 %,
su gelificacion se controla introduciendo iones calcio en el sistema y tiene lugar a pH
2.5-6.5, en un medio con 10-20% de sélidos solubles (Wong, 1995).

El mecanismo de gelificacion de las pectinas de alto y bajo metoxilo exige la
aproximacion de las cadenas del polisacarido para formar zonas de unién. El gel de
pectinas de alto metoxilo se estabiliza por medio de interacciones hidrofébicas de los

grupos ester metilico y mediante la formacion de puentes de hidrégeno.
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El bajo pH utilizado para la gelificacion provoca la protonacion de los grupos

carboxilatos, disminuye la repulsion electrostatica entre las cadenas pecticas y
aumenta la formacion de puentes de hidrégeno intermoleculares. La adicion de un
cosoluto, disminuye la actividad del agua, ésta se encuentra menos libre para solvatar
la molécula del polisacarido, por consiguiente el cosoluto afadido aumenta la
interaccion hidrofébica entre los grupos éster metilico. En los geles de pectina de bajo
metoxilo las zonas de union se estabilizan mediante puentes de calcio intercatenarios

(Wong, 1995).

Hemicelulosas.

Las hemicelulosas se encuentran, junto a la celulosa, lignina y pectina, formando
parte de las paredes celulares de los vegetales como se presenta en la figura 11. Su
composicion varia con la fuente vegetal de procedencia. El contenido de este
componente decrece durante la germinacion; y estan altamente concentrados en el
pericarpio de los cereales y presentes en muy bajas concentraciones en el endospermo

de los mismos.

Pectina

Lamela
media

i e,

Pared
primaria

Membrana
} plasmatica

oteinas fibrilares

Micro fibrilas de
celulosa

Protefnas solubles

Figura 11. Acomodo de los componentes de la pared celular
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La mayor parte son heteropolisacaridos, con 2 — 4 tipos de restos de

monosacaridos y se clasifican de acuerdo con la cadena esqueletica principal en:
xilanos, mananos y glucomananos y galactanos y arabinogalactanos (Wong, 1995).

Las hemicelulosas simples estan compuestas de arabino — xilanos, los cuales
son completamente hidrolizables en sus constituyentes principales, pentosas
(arabinosa y xilosa) (Pomeranz, 2000).

La hemicelulosa mas abundante presente en los alimentos posee un esqueleto
de tipo xilano, compuesto por unidades (1—4) - D-xilopiranosilo (Fennema, 1993).

Por definicion, las hemicelulosas, son insolubles en agua y en soluciones de
oxalato de amonio y solubles en alcali; la solubilidad depende del tamafio de las
cadenas y su conformacion; se requiere hidrolizar el polimero ya sea en medio
fuertemente alcalino o medianamente acido para romper dichas cadenas y tener los
monomeros en solucién (Southgate, 1991).

Una de las principales complicaciones que se presentan en la determinacion de
hemicelulosas es la variedad que existe en las estructuras quimicas de las mismas,
debido a la complejidad estructural que presentan no hay disponibles métodos estandar

para la determinacion de éstas (Pomeranz, 2000).

Celulosa.
Se encuentra presente en todas las plantas como principal componente
estructural de sus paredes celulares, asociada a varias hemicelulosas y lignina, y el tipo
y extension de estas asociaciones contribuye a la textura caracteristica de los

alimentos vegetales (Fennema, 1993).
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Quimicamente es un polisacarido constituido por bloques de celobiosa (que a su

vez constan de dos unidades de glucosa unidas por enlaces 3-1,4 (Wong, 1995).

CIH L<0H
Celulosa oH CHy
(poliglucosa PP S, S 0_ \_\_'__ﬂ_c;. ..... HO‘—-H—JfT- (Cformns
lineal unida por enlaces B-1-4) \_,.FO-..\_\_ ;Sr"“-'—’ -«..,g".-f"‘n s o
c P;DH HEO H CH_zOH (Puentes de hidrogeno
_, inter e intra moleculares)
et DH
R CH:
% ”?’“‘7“‘*3\:5 ST o
HO CHzOH CH =0 |.|

Figura 12. Representacion de la celulosa.

La celulosa es un homoglucano formado por cadenas lineales de unidades de
(1—4)-B-D-glucopiranosilo (Figura 12) (Fennema, 1993), con alta resistencia mecanica
y quimica propiedades atribuidas al acomodo de sus cadenas, mismas que se alinean
paralelamente estableciendo un gran numero de puentes de hidrégeno
intermoleculares, lo que da origen a microfibrillas altamente estructuradas (Southgate,
1991). La extrema linearidad de la celulosa es lo que facilita el que las moléculas se
asocien fuertemente, como ocurre en la celulosa vegetal nativa. Sus moléculas poseen
regiones amorfas y cristalinas, y son las amorfas las que son mas facilmente atacadas
por solventes y reactivos quimicos (Fennema, 1993).

A pesar de tener muchos hidroxilos libres es muy poco soluble en agua debido a
que estos grupos no se hidratan por estar actuando entre si. Puede ser hidrolizada a
residuos de D-glucosa en condiciones extremas de pH y temperatura, en su estado
nativo es insoluble en agua y la llamada a-celulosa es insoluble en una solucién de

NaOH al 17.5 %(p/V) (Southgate, 1991).
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Lignina.

Este componente no es un carbohidrato como tal, mas bien se encuentra ligado
a la celulosa de la pared celular asi como a algunos polisacaridos no celulésicos, es
por ello que se le considera en el analisis de carbohidratos ya que forma parte de la
fibra insoluble. Se compone de gran cantidad de acidos y alcoholes fenilpropilicos
(p-coumarilo, coniferilo y alcohol sinapilico), como se observa en la figura 13. Tiene dos
funciones principales: como enlace y anclaje de las microfibrillas de celulosa y otros
polisacaridos de la matriz; y dando rigidez a las paredes previniendo la degradacion
bioquimica y dafo de la pared celular (Knud Erik Bach Knudsen, 1997). Es
parcialmente soluble en solventes organicos y es extremadamente resistente a

degradacion quimica y enzimatica (Southgate, 1991).

Figura 13. Estructura de la lignina
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Fibra.

Con el nombre de fibra se designa a un grupo muy amplio de polisacaridos, de
los considerados estructurales (celulosa, hemicelulosa y pectina) incluyendo lignina,
exclusivos de los vegetales, mismos que no son aprovechados metabdlicamente por
los organismos monogastricos, incluyendo al hombre.

La fibra cruda corresponde al residuo obtenido luego de un tratamiento en
caliente con HCI y posteriormente con NaOH; en estas condiciones se pierde una
fraccion importante de polisacaridos (Southgate, 1991).

El termino fibra dietética se usa para definir la fibra total en la dieta para incluir
todos los componentes de los alimentos que no son degradados por las enzimas del
aparato digestivo humano a fragmentos asimilables. En forma alterna, la fibra de la
dieta se puede considerar esencialmente como polisacaridos (no amilaceos) y lignina

resistentes a la hidrdlisis por las enzimas digestivas del hombre (Kirk, 2006).

Proteina
Componentes ( Lipidos
de la Constituyentes inorganicos
Pared celular Lignina \
< Celulosa Insoluble\
Hemicelulosas ' Fibra dietética
Pectinas ) >
\. Gomas, mucilagos 3 Soluble
J

Figura 14. Componentes de la fibra dietética.
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La fibra dietética, tradicionalmente considerada como un conjunto de
carbohidratos complejos, puede dividirse en dos grupos principales segun sus
caracteristicas quimicas y sus efectos en el organismo. Estos dos tipos son: fibra
insoluble y fibra soluble (Figura 14)

La fibra insoluble esta integrada por sustancias que no se disuelven en agua,
este tipo de fibra predomina en alimentos como el salvado de trigo, granos enteros y
las verduras, resiste la accion de los microorganismos del intestino.

La fibra soluble esta formada por componentes solubles en agua y con
capacidad de formar geles que confieren volumen a las heces, sus componentes son
utilizados parcialmente por los microorganismos intestinales.

Este tipo de fibra predomina en las legumbres, en los cereales y en algunas
frutas, puede regular la velocidad de absorcion intestinal de los azucares procedentes

de los alimentos (Southgate, 1991).

1.1.2 Analisis de Carbohidratos.

Para fines analiticos basicamente se les considera como azucares libres y
polisacaridos (Southgate, 1991), a partir de los cuales se deriva el analisis de
componentes particulares, como se aprecia en la figura 15 donde se tienen algunos

ejemplos de dichos componentes.

30


http://es.wikipedia.org/wiki/Carbohidrato
http://es.wikipedia.org/wiki/Trigo
http://es.wikipedia.org/wiki/Az%C3%BAcar

CARBOHIDRATOS

POLISACARIDOS AZUCARES
[
| | | | | |
= ALMIDON MONOSACARIDOS DISACARIDOS OLIGOSACARIDOS
- PECTINAS = RAFINOSA
™ HEMICELULOSA ™  ESTAQUIOSA
— CELULOSA =  VERBASCOSA

Figura 15. Esquema analitico de carbohidratos

Las pruebas cualitativas para azucares, estan basadas en reacciones coloridas
por efecto de la condensacion de los productos de degradacién de azucares en acidos
minerales fuertes con varios compuestos organicos; las propiedades reductoras del
grupo carbonilo; y en la oxidacion de los grupos hidroxilo vecinos. La mayoria de estas
pruebas se realizan en extractos, y muchas de ellas han sido adaptadas como
determinaciones cuantitativas (Pomeranz, 2000).

Los métodos disponibles para la determinacién cuantitativa de los azucares de
los alimentos se basan principalmente en la refractometria, la polarimetria, la reduccion
de cobre, la cromatografia (HPLC, GLC) y la espectrofotometria basada en reacciones

enzimaticas y de color (Kirk, 1996).
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El método de elecciéon depende de varios factores como el tipo y numero de

muestras, exactitud, precisidon, sensibilidad y tipo de informacién requerida, tiempo y

equipo con que se cuente (Kirk, 1996).

e Azucares en solucion.
indice de refraccion.

Cuando un haz de luz pasa de un medio a otro, cambia de direccién, se dobla o se
refracta. La relacidon entre el angulo de incidencia al seno del angulo de refracciéon se
llama indice de refraccion, varia con la naturaleza del compuesto, la temperatura, la
longitud de onda de la luz y la concentracion. Si las tres primeras variables se hacen
constantes la concentracion del compuesto se puede determinar midiendo el indice de
refraccion, de tal forma que se utiliza para determinar sélidos totales en solucion.

El uso de este método para determinar concentraciones es preciso solamente para
sacarosa pura u otras disoluciones puras; se utiliza para obtener concentraciones
aproximadas de azucares para productos liquidos en cuyo caso la solucion debe ser

clara (Nielsen, 1998).

Cromatografia liquida de alta presién (HPLC).
Es también conocida como de alta eficiencia. La HPLC es una técnica cromatografica
de reparto o particion en la que la muestra se fracciona entre una fase mévil que es

liqguida y una fase estacionaria sélida o embebida en un liquido activo (Bermejo, 1991).
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Utiliza una presion muy elevada para forzar el paso del disolvente por una
columna que contiene particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones de gran
resolucién (Harris, 2001). Debido a estas presiones el equipo para HPLC es elaborado
y costoso. Los azucares no absorben la luz a las longitudes de onda del ultravioleta,
por ello, un método altamente disponible y directo de deteccion acoplado en HPLC es
mediante el indice de refraccion, los azucares son muy susceptibles a los cambios de
temperatura de la columna, y en particular, a los cambios de composicion del solvente
movil (Skoog et al 2001). Ha resultado ser una técnica muy util y ampliamente utilizada

para identificar y cuantificar azicares en alimentos.

Método de Fenol — Sulfurico.

La accion de acidos fuertes en hidratos de carbono conduce a la deshidratacion
de la molécula formando un anillo con dobles enlaces, las hexosas se convierten en
hidroximetilfurfural (HMF) y las pentosas producen furfuraldehido (Figura 16), una
coloracién distintiva se obtiene cuando se adiciona a los productos de descomposicion
de los azucares en acido, algunos compuestos organicos como por ejemplo fenol, el
resultado de la reaccién de condensacion sufrida por dichos productos (Figura 17) son
formas coloridas que pueden ser cuantificadas en el espectro visible ya que son
detectados a longitudes de onda de 480 nm en el caso de pentosas y en el de hexosas

a 490 nm (Pomeranz, 2000).
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Figura 16. Estructura de hidroximetilfurfuraldehido (A) y furfural (B).
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Figura 17. Reaccién del metddo fenol — sulfurico.

Método de acido dinitrosalicilico (DNS).

En disolucién alcalina el azucar se hidroliza produciendo un compuesto (enediol)

que reduce un grupo nitro del acido 3,5-dinitrosalicilico, para dar el producto monoamino
colorido el 3-amino-5-nitrosalicilato de sodio, especies representadas en la figura 18.

(Southgate, 1991).

34



|
HO o COOMat

| N on

ﬁ-OH o o O;M MM,

CH,-OH

(A) (B) (C)

Figura 18. Enediol o reductona (A), acido 3,5-dinitrosalicilico (B) y

3-amino-5-nitrosalicilato de sodio (C).

Método Trifeniltetrazolio.
El i6n 2,3,5-trifeniltetrazolio (Figura 19) es incoloro en solucion, pero cuando es
reducido por azucares reductores forma un precipitado insoluble de color rojo - cereza,
el cual es soluble en solventes organicos como el isopropanol o etanol y puede ser

detectado a una longitud de onda de 485 nm (Fairbridge et al, 1951).

Figura 19. Cloruro de Trifeniltetrazolio.
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e Almidon.

Reaccidén colorida con yodo.
La amilosa es comunmente determinada por reaccion entre a — 1,4 — glucanos y
yodo formando wun complejo de color azul que puede ser medido
espectrofotometricamente (Knutson, 1999), mientras que la molécula de amilopectina
ha dado evidencia de no formar complejos estables con yodo pero dan un color rojo
palido en su presencia (Southgate, 1991).
El complejo almidon — yodo consiste en el arreglo lineal de los atomos de yodo
ocupando la cavidad helicoidal de la molécula (amilosa) del polisacarido confirmado por
difraccion de rayos — X en estudios realizados, mismos que mostraron la disposicion de

la estructura que existe en solucién (Rendleman, 2003).

Hidrdlisis acida directa.

Puede ser usado cuando solo se tiene almidén y dextrinas sin algun otro
polisacarido hidrolizable. La hidrdlisis acida del almidén da un rendimiento tedrico de
glucosa y este proceso ha sido el principio de varios métodos analiticos. La fuerza del
acido utilizado para la hidrélisis puede variar pero se sabe que una disolucion 0.2 M de
acido sulfurico por 4 horas en reflujo convierte el almidén en glucosa, por lo cual el
procedimiento se vuelve cuantitavo al poder determinarse el contenido de almiddn
como glucosa liberada de la hidrolisis. La limitante del proceso es el contenido de
proteinas y acidos grasos en el alimento ya que dan productos de condensacion en

estas condiciones (Southgate, 1991).
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Hidrdlisis enzimatica.

El almidon se dispersa en DMSO (dimetilsulfoxido) y luego se convierte
cuantitativamente en D-glucosa con a-amilasa termoestable, llevando a cabo la
despolimerizacion y solubilizacidn del almidon. Una glucoamilasa completa la accién
de la a-amilasa para determinar la D-glucosa usando un reactivo (glucosa oxidasa /
peroxidasa) que contiene una parte incolora que se oxida a un compuesto colorido por
medio del peroxido de hidrogeno generado por la oxidacion de la glucosa
(Nielsen, 1998).

Basado en este tipo de condiciones es que se tienen procedimientos de tipo
comercial para la determinacion de almiddén, mismos que estan basados en los

métodos oficiales (AOAC, 996.11, 2000).

e Pectinas.

Las soluciones pécticas incluyen polisacaridos que pueden ser extraidos con agua
caliente, sin embargo es comun afadir un agente quelante como EDTA u oxalato de
amonio al medio de extraccidn para liberar aquellas pectinas que estan presentes como
sales de calcio. (Southgate, 1991)

No se tiene un método oficial establecido para su determinacion, y la mayoria de los
metodos que han sido publicados basicamente involucran precipitacion con alcohol,
acetona o sales de calcio (Nielsen, 1998). Sin embargo, se tienen alternativas basadas
en la hidrélisis del polisacarido y la cuantificacion de los monémeros como se observa

en la hidrdlisis acida directa en el caso del almidon.

37



Reaccion con carbazol.

Una constante en las pectinas es la presencia del D — acido galacturénico como
principal componente, el cual puede ser detectado por reaccidon con carbazol (Figura
20), basado en el mismo principio que el método de fenol — sulfurico; deshidratacion del
acido uronico en medio acido, seguida de una reaccion de condensacion con carbazol,

el cual corresponde a un heterociclo con nitrdgeno como heteroatomo mostrado en la

figura 21 (Jiebing, et al., 2007).

Figura 20. Carbazol

e Fibra.

Considerando la composicion de la fibra como un grupo amplio de polisacaridos es
que se relaciona su deteccion y cuantificacion con los métodos empleados para la
caracterizacion de azucares y polisacaridos antes mencionados. Sin embargo, para su
analisis se han desarrollado procedimientos basados en las caracteristicas

fisicoquimicas de sus componentes, algunos de ellos se presentan a continuacion.
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Método de Weende (Fibra cruda).

La fibra cruda corresponde al producto de la pérdida por ignicién, después de la
digestion de la muestra con H,SO, y NaOH al 1.25%, en condiciones controladas
(calentamiento), se cuantifica dicho producto por diferencia de pesos (método

gravimétrico) y esta compuesto principalmente por celulosa y lignina (Southgate, 1991).

Fibra dietética total.

Por muchos anos se consideré que el procedimiento para cuantificar la fibra cruda
era inadecuado y brindaba poca informacion sobre los componentes de la fibra. Sin
embargo este método representa la evolucion de las metodologias y su combinacion.

La determinacion de fibra dietética total se basa en la eliminacién por hidrélisis
enzimatica de los componentes digeribles, seguida de precipitacion con alcohol de
todos los polisacaridos y polimeros no hidrolizados asi como de la cuantificacion
gravimétrica del precipitado (Nielsen, 1998).

La diferenciacion de fibra dietética soluble e insoluble es una modificacién de la
determinacion enzimatica de Fibra Dietética Total.

Después de digerir el almidon y proteinas de una muestra, se separan los
polisacaridos solubles de los insolubles por filtracion; el residuo sélido corresponde a la
fibra dietética insoluble (FDI) cuantificado por gravimetria; mientras que en el
sobrenadante se encuentra la fibra dietética soluble (FDS). En ambos casos se puede
cuantificar por hidrélisis y determinaciéon quimica de los azucares (Saura — Calixto et

al., 2000).
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1.2 Generalidades del frijol negro.

El frijol es una planta originaria de Mesoamérica (que incluye a México) la cual
se cultiva desde hace 8 mil anos, desarrollandose durante ese tiempo una diversidad
de tipos y calidades del mismo. Se considera que en total existen alrededor de 150
especies, aunque en México éstas solo ascienden a 50, destacando las 4 especies que
el hombre ha domesticado de las cuales, en nuestro pais, las mas importantes en
cuanto a superficie sembrada y produccion son el frijol comun (Phaseolus vulgaris L. )
y el frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.).

Esta leguminosa es uno de los alimentos mas antiguos que el hombre conoce y
gusta de consumir ya que forma parte de la cultura gastronémica de México de ahi su
alta aceptacion y demanda a nivel nacional concentrandose principalmente en la zonas
centro y sur del pais; por su gran importancia econémica y social, es un producto
estratégico dentro del desarrollo rural de México, ya que ocupa el segundo lugar en
cuanto a superficie sembrada nacional y ademas representa la segunda actividad
agricola mas importante en el pais.

Es un alimento fundamental en la dieta de la poblacién mexicana, al igual que en
otras regiones de América Latina, ya que constituye una fuente importante de
carbohidratos y proteinas, siendo un alimento que no puede sustituirse con el consumo
de algun otro; actualmente esta leguminosa se enfrenta a modificaciones importantes,
incluidos los habitos alimenticios, a consecuencia del urbanismo, la migracién y el
empleo; asi como el paso de una economia cerrada a una economia global, todo lo
cual esta generando presiones en diversas etapas de la cadena de produccion,

comercializacion, transformacion y consumo. (SIAP - SAGARPA, 2008).
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Los carbohidratos constituyen la fraccion principal en los granos de las

leguminosas en general, entre 55 y 65 % del peso seco en promedio. De ellos, el
almidoén y otros polisacaridos (componentes importantes de la fibra dietética) son los
principales constituyentes, con cantidades pequefias pero significativas de azucares
libre y algunos oligosacaridos (Osorio et al., 2003).

Gracias al tipo y cantidad de carbohidratos que presenta esta leguminosa asi
como su disponibilidad es que se favorece su uso como instrumento didactico para el

analisis de carbohidratos.
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={[ OBJETIVOS ]]=

Objetivo General.

e Implementar un procedimiento para evaluar diferentes tipos de carbohidratos
presentes en una muestra y sus caracteristicas, en un laboratorio de docencia,

basado en las propiedades fisicoquimicas del macrocomponente.

Objetivos Particulares.
e Establecer un esquema de: extraccion basada en la solubilidad de los diferentes
tipos de carbohidratos; y su cuantificacion a través de métodos quimicos.
e Aplicar diversos métodos analiticos utilizados en la cuantificacién de
carbohidratos para explicar sus propiedades fisicoquimicas.

e Conocer el tipo y cantidad de los diferentes carbohidratos presentes en frijol

negro, crudo y cocido.

e Evaluar los cambios en el contenido y tipo de carbohidratos por efecto de la

coccion.
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={[ METODOLOGIA ]]=

2 Metodologia.

A continuacion se presenta en la figura 21 el diagrama de caracterizacion de
carbohidratos propuesto, mismo que a demas de resumir los procedimientos requeridos
en el presente trabajo, muestra la secuencia de dichos procedimientos, lo que implica
que cada etapa depende del tratamiento previo a la misma.

La metodologia propuesta fue probada inicialmente en la muestra de frijol
cocido, una vez probada, se analizé la muestra de frijol crudo; para tener un ejemplo
aplicado de esta metodologia, basado en la comparacién del efecto de coccion en el

frijol.
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Figura 21. Diagrama de Caracterizacion de Carbohidratos
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2.1 Procedimiento.

2.1.1 Pretratamiento de la muestra.

» Muestras.

Se empled frijol negro (Phaseolus vulgaris L) comercial empacado por CIA.
ARROCERA COVADONGA S.A. de C.V., lote 03091403, contenido neto 1 Kg; limpio,
entero, homogéneo con y sin tratamiento térmico.

o El tratamiento térmico se refiere a la coccidon de la muestra, misma
que se realiz6 de la siguiente manera: el frijol comercial crudo se cocind en una
olla casera a presion en una relacion agua/grano 3:1 a temperatura de ebullicién,
hasta que se obtuvo una consistencia suave (aproximadamente 1-1:30 h); y se
somete a un secado de 24 hrs a 80°C. (6)

o Homogenizacion de la muestra.
La muestra cocida y presecada al igual que la muestra cruda se sometieron a
molienda, en una licuadora hasta que el 80% de cada muestra pase la malla
100.

o Desengrasado.
La extraccion de la grasa presente en las muestras se realizé por el método de
Soxhlet, con base en la técnica del AOAC 920.39C, 2000. Se empleo éter etilico
como disolvente; la extraccion se llevd a cabo durante 6 hrs; por ultimo, para la
evaporaciéon del disolvente remanente en la muestra, se dejé a temperatura

ambiente durante 24 hrs.
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2.1.2 Analisis Proximal.

Se caracteriz6 cada una de las harinas desengrasadas de frijol, crudo y cocido, para lo
cual se realizaron las siguientes determinaciones por triplicado:

e Humedad: Secado en estufa de vacio (AOAC 925.09, 2000).

e Cenizas: Método en seco, a 550°C (AOAC 923.03, 2000).

o Grasa cruda: Método de Soxhlet, Eter etilico (AOAC 920.39, 2000).

e Proteina cruda: Método de Kjeldahl. FC =5.85 (AOAC 920.87, 2000).

e Carbohidratos: Por diferencia.

2.1.3 Caracterizacion de carbohidratos.

o Separacion de azucares y polisacaridos.

Se colocaron 2 g de muestra seca y desengrasada en un matraz bola de fondo
plano, se adicionaron 200 mL de etanol al 80% y se colocé a reflujo con agitacion
constante, con ayuda de una parrilla de calentamiento durante 1 hora. Se filtré con
papel filtro a peso constante. El remanente solido (residuo A) se seco6 en estufa de
vacio a 50 °C hasta peso constante registrandose el peso del mismo y se almacend en

un desecador para determinaciones posteriores.
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En el extracto etandlico (sobrenadante A) obtenido se determiné:
|. Cuantificacion de azucares totales (método fenol-sulfurico)

(Southgate, 1991).

II. Cuantificacion azucares reductores (método Trifeniltetrazolio)

(Southgate, 1991).
lll. Cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

(Machaiah & Pednekar, 2002)

Condiciones de trabajo

Cromatégrafo Beckman, modelo System Gold
Marca Phenomenex , Luna— NHZ2
Columna Dimensiones 250 x 4.6 mm

(fase estacionaria) | Tamario de particula 5.00 £ 0.30 um

Fase movil Acetonitrilo : Aqua (75:25)
Flujo 1.2 mL/min

Volumen

de inyeccion 50 uL

Detector Indice de refraccion.

Perkin Elmer LC — 30

Se utilizaron como estandares: glucosa, galactosa, fructosa, sacarosa, rafinosa y

estaquiosa marca SIGMA.
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o Determinaciones de polisacaridos en el residuo A.

o Determinacién de almidén.

Para solubilizar el almiddn y pectinas a partir del remanente solido proveniente de la
extraccion etandlica (residuo A), se colocd una cantidad conocida del sélido en un
matraz erlenmyer de 250 mL, a la cual se le adicion6 NaOH 2M, manteniendo la
relacion de 5 mL de NaOH 2M por cada 0.2 g del sdélido, una vez obtenida la
suspension, se sometid a temperatura de ebullicion entre 5 — 10 min tratando de
solubilizar lo mejor posible el sélido, posteriormente se neutralizé con 5 mL de HCI 2M
(PH=7).

Después, la suspension neutralizada, se coloco en autoclave a 120°C por 1 hr. Por
ultimo se centrifugd y el solido separado se lavo varias veces con agua caliente hasta
que el agua de lavado no presento reaccion colorida con yodo; obteniéndose un nuevo
remanente solido (residuo B), mismo que fue secado en estufa de vacio a 50 °C hasta
peso constante, registrando su peso y almacenado para analisis posteriores.

En el sobrenadante obtenido (sobrenadante B) junto con el agua de los lavados
realizados al solido, se aforaron a un volumen conocido, y en este se realiz6 la
cuantificacion de almidén por reaccion con yodo (Southgate, 1991).

o Determinacioén de pectinas.

Del mismo sobrenadante B, en el cual se tiene almidon y pectinas solubilizadas, se
tomo6 un volumen conocido (10 — 50 mL), se colocé en bafo de agua a 60 °C y se
adiciono entre 1 — 5 mL de una solucion concentrada de amilasa fungica (25 mg/mL) se

incubd hasta que la solucién no presenté reaccién colorida con yodo.
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En el hidrolizado se cuantifican pectinas a partir de acidos urénicos (unidad
estructural) por reaccion con carbazol (Shiga & Lajolo, 2006).

o Determinacion de hemicelulosa.

Partiendo del sélido remanente luego de solubilizar el almidén y pectinas  (residuo
C), se colocé una cantidad conocida de este en un matraz bola de fondo plano y se
adiciond H,SO4 1M, considerando que por cada gramo de solido se agregan 100 mL de
H.SO,4 1M; éste se mantuvo en reflujo durante 2 horas, se dejé enfriar y se centrifugo;
en el sobrenadante se cuantificé azucares totales por el método de fenol — sulfurico a
una A de 480 nm (vinculado a una curva patron elaborada con xilosa), para
determinacion de pentosas, como unidad estructural de hemicelulosa.

Por otro lado, el recién obtenido sélido remanente, fue lavado con agua destilada,
para eliminar total o parcialmente el H,SO,4 1M, y secado en estufa de vacioa 50 °C
hasta peso constante (registrando el valor) y almacenado para determinaciones
posteriores (residuo D).

o Determinacion de celulosa.

Del residuo D, obtenido después de la hidrdlisis de hemicelulosa, se tomd una
cantidad conocida y se proces6 con H,SO4 al 76 % (respetando una relacion de 1:10
solido / liquido) durante una hora a 30°C, seguido de 1 hr en autoclave (120°C), para la

hidrélisis de celulosa.
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La solucion se dejoé reposar durante 24 hrs en refrigeracion y posteriormente se
centrifugd; en el sobrenadante ® se cuantificaron aztcares totales por el método fenol
— sulfurico a una A de 490 nm, para identificacion de hexosas, (haciendo referencia a
una curva patron elaborada con glucosa) para determinar la glucosa liberada a partir de
celulosa.

o Determinacion de lignina.

Se cuantificé teéricamente por diferencia, luego de calcular el balance de materia,
considerando los componentes determinados anteriormente.

o Métodos de referencia.

Simultdneamente al analisis quimico realizado, se determiné Fibra Dietética
(Manas, et al., 1993), asi como Almidén por un método oficial (AOAC, 996.11, 2000), a
partir de las muestras desengrasadas, tanto para el caso de Frijol Crudo (FC) como
para Frijol cocido (FC;); con el fin de corroborar la exactitud de la metodologia
sugerida, en la etapa correspondiente al componente en estudio del esquema de

analisis propuesto.
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3. Resultados y Discusion.

3.1. Analisis Proximal.

Luego de llevar a cabo el pretratamiento correspondiente para cada muestra, y con

la finalidad de caracterizar la materia prima a emplear se hizo el analisis proximal de

frijol crudo (FC) y cocido (FC,), a partir del cual se obtiene los resultados presentados

en la tabla 3.1, en donde se observa que para ambas muestras solo se aprecia

diferencia evidente en un componente principal; debido al presecado al que fue

sometido el frijol cocido previo a la homogenizacion, la humedad presente es al menos

el 50 % menor que en frijol crudo. Por otro lado el contenido de humedad en las

muestras se considera Optimo ya que a valores mayores al 14 % son mas propensas

al deterioro microbiolégico principalmente (hongos) alterando la composicion original de

las mismas (Serna, 1996).

Tabla 3.1 Composicion proximal de frijol crudo y cocido (g componente/ 100 g muestra)

Frijol Crudo Frijol Cocido
Componente % Base Humeda | % Base Seca | % Base Humeda | % Base Seca

Humedad

11.12+0.04 |  -——-- 556+006 | @ -—-—-——--
Cenizas

3.82 +0.02 4.30 3.32+0.02 3.51
Grasa

1.53 £ 0.01 1.72 1.64 £ 0.01 1.74
Proteina

19.57 £0.18 22.01 19.61 £ 0.25 20.77
Carbohidratos
(por diferencia)

63.96 71.96 69.87 73.98

*Cada determinacion se realizo por triplicado.; en la tabla se muestra el promedio de las repeticiones y la desviacion estandar (o).

De acuerdo al andlisis estadistico se tiene un coeficiente de variaciéon menor al 5%.
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Cabe recordar que para fines de desarrollo e implementacién inicialmente se
trabajo solo con la muestra de frijol cocido para ensayar la metodologia propuesta, y
asi conocer y corregir los posibles imprevistos de ésta; realizando triplicados de cada
prueba para cada una de tres muestras empleadas de un mismo lote de frijol cocido.

Posteriormente el frijol crudo se sometié a tratamiento con el procedimiento ya
corregido, motivo por el cual, los valores de las desviaciones estandar tienden a ser
mayores para las determinaciones realizadas en frijol cocido como se aprecia en la
tabla 3.1 con fines comparativos.

3.2. Metodologia propuesta.

Una vez caracterizada la muestra mediante el analisis quimico proximal, se
realizod la identificacion y cuantificacion de los diferentes carbohidratos presentes,
haciendo uso del diagrama propuesto para la caracterizacion de carbohidratos.

e Cuantificacién y caracterizacion de azucares.

La extraccion vy cuantificacion de azucares totales por el método
de fenol-sulfurico no presenta inconvenientes y es altamente reproducible, al igual que
en la determinacion de azucares reductores, esto basado en la desviacion estandar
presentada en la tabla 3.2.

La caracterizacion realizada por HPLC no presenta interferencias, pero se
sugiere un especial cuidado con la temperatura ambiental, la cual afecta principalmente
al detector (indice de refraccion) afectando las sefiales del mismo e interfiriendo asi con

la reproducibilidad en los tiempos de retencion de las especies analizadas.
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En la caracterizacion del extracto etandlico mediante HPLC, se identifico y

cuantifico: fructosa, glucosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa como se observa en la
siguiente tabla.
Tabla 3.2. Caracterizacion de extracto etanolico obtenido de frijol cocido

(g componente/ 100 g de muestra) en base seca

Componente Frijol Cocido

Fructosa

1.28 £ 0.04
Glucosa

2.59 £ 0.09
Sacarosa

1.80 + 0.06
Rafinosa

0.79+0.03
Estaquiosa

1.08 £ 0.04

*Cada determinacion se realizo por triplicado.; en la tabla se muestra el promedio de las repeticiones y la desviacion estandar (o).

De acuerdo al andlisis estadistico se tiene un coeficiente de variaciéon menor al 5%.

e Almidédn.

El almidon en el frijol es de los principales componentes de los carbohidratos
totales presentes (Rehman, et al., 2001).

La extraccién de este componente es un punto critico del esquema de trabajo,
debido a que si no se extrae adecuadamente, el contenido de los componentes
subsecuentes (hemicelulosa y celulosa) se vera afectado (sobreestimado) esto por las

caracteristicas de los métodos que se emplean en dichas determinaciones.
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e Pectinas.

Son detectadas y cuantificadas a partir de la hidrolisis del almidon de acuerdo a
la metodologia propuesta, la cual se lleva a cabo para disminuir las interferencias
ocasionadas por este componente al cuantificar acidos urdnicos por reaccién con
carbazol. En esta etapa no se tienen consideraciones importantes respecto a su
realizacion.

e Hemicelulosa.

El procedimiento sugerido para la extracciéon y cuantificacion de hemicelulosa no
presenta dificultades pero si un punto critico para las determinaciones subsecuentes:
extraccién y cuantificacion de celulosa y lignina (en el secado del remanente sélido
luego de ser tratado con H,SO, 1M, residuo C), ya que al ser extracciones
secuenciales debe eliminarse el acido remanente previo al secado del mismo, de otro
modo la muestra quedara carbonizada, y la determinacion de celulosa posterior
ocasionando interferencias en los resultados.

Cabe mencionar que la cuantificacion de esté componente tiene como premisa
mayor, la suposicion de que en su estructura, la hemicelulosa mas comun en las
leguminosas, posee pentosas como unidad estructural, considerando que puede tener
ramificaciones de unidades glucopiranosilo y/o galactopiranosilo (Shiga & Lajolo, 2006),
es por ello que el tratamiento sugerido en la metodologia con H,SO4 1M supone la
hidrélisis de la hemicelulosa presente en la muestra para asi cuantificar el
monosacarido producto de dicha hidrdlisis; y es por ello que se cuantifica a partir de
una curva patrén elaborada con xilosa a una longitud de onda de 480nm, la cual es

mas especifica para pentosas.
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e Celulosay Lignina.

La metodologia empleada en la determinacion de estos componentes, se basa
en la solubilizacion por hidrélisis de la celulosa. Esto requiere emplear H,SO,4 a
concentraciones elevadas (72%), por ello se sugiere cuidado pertinente en el manejo
de material y reactivos debido a la peligrosidad de los mismos.

También se tiene el uso de autoclave, en consecuencia debe tenerse cuidado de
no sellar totalmente el material que sea introducido para evitar explosiones.

Una vez hidrolizada la celulosa, se cuantifica sin problemas por el método de
fenol-sulfurico usando glucosa para la curva patrén a una longitud de onda de 490 nm
considerada especifica para hexosas.

Ya cuantificados los diferentes tipos de carbohidratos presentes en la muestra
seca y desengrasada segun el esquema de la figura 21, se realiza un balance de masa
del cual se deriva el calculo del contenido de lignina por diferencia.

Posteriormente, se calculé el contenido de cada uno de los carbohidratos
cuantificados a través de la metodologia propuesta, en la muestra original;
considerando el contenido total de carbohidratos obtenido por diferencia a partir del

analisis proximal (tabla 3.1) como se muestra en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3 Contenido de Carbohidratos en frijol cocido

(g componente/ 100g de muestra original) en base seca.

Componente Frijol Cocido

Azucares totales solubles

1.54 + 0.06
Reductores

0.36 + 0.01
Almidén

41.87+0.42
Pectinas

0.68 + 0.01
Hemicelulosa

18.24 + 0.38
Celulosa

5.19+£0.15
Lignina
(por diferencia)

6.47 £ 0.51

*Para cada componente, se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.

En la tabla se muestra el Promedio de_ las repeticiones y la desviacion estandar g:r).
De acuerdo al analisis estadistico se tiene un coeficiente de variacion menor al 5%.

Una vez analizada y explicada la metodologia propuesta y como se puede
observar en la tabla 3.3 todos los componentes son detectados y cuantificados.

Con la finalidad de cotejar la exactitud de la metodologia propuesta en la
determinacién de polisacaridos (almidon, pectinas, hemicelulosa, celulosa) y lignina se
determind fibra dietética (Manas et al., 1993) y almidén por método enzimatico

(AOAC, 996.11, 2000) para corroborar el contenido de dichos componentes.
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3.3. Métodos de referencia.

En la tabla 3.4 se presenta el contenido de fibra dietética soluble; misma que se
divide en azucares totales que corresponden a polisacaridos de bajo peso molecular
solubles, mientras que el acido galacturénico corresponde al contenido de pectinas; y
fibra dietética insoluble dividida en: azucares totales que involucran el contenido de
celulosa y hemicelulosa, y lignina la cual se determina como el residuo solido y seco
luego de la hidrolisis de celulosa y hemicelulosa.

Tabla 3.4. Contenido de fibra dietética soluble e insoluble (Mafas et al., 1993)

de frijol cocido (g componente/ 100 g de muestra).

Componente Frijol Cocido

Fibra soluble
AzUcares totales

1.90 + 0.05

Acido galacturénico

1.01 £ 0.01
Fibra insoluble

Azucares totales

13.19+0.24

Lignina

5.78 £ 0.14

*Para cada componente, se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.

En la tabla se muestra el promedio de_las repeticiones y la desviacion estandar (g()
De acuerdo al analisis estadistico se tiene un coeficiente de variacion menor al 5%.

Se compararon los resultados obtenidos por ambas metodologias mediante un
analisis de varianza (ANOVA) realizado con el programa de estadistica: Stadistic
Package for Social Science (SPSS para Windows, version 11.0.0), a través del cual se
definieron los principales puntos de interferencia presentes en la determinacion de los

componentes en cuestion: muestra, replicas y métodos.
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En la tabla 3.5 se presenta los resultados obtenidos por el método de referencia

empleado (Manas et al., 1993) y la metodologia propuesta.

Tabla 3.5 Método enzimatico (Manas et al., 1993) vs Metodologia propuesta.
Determinacion de fibra soluble, insoluble y lignina en frijol cocido
(g componente/ 100 g muestra) en base seca.

Frijol cocido

Componente Método enzimatico | Metodologia

(Mafas et al., 1993) | propuesta

Fibra soluble
Ac. galacturénico (pectinas) 1.01 £ 0.01 0.68 + 0.01

Fibra insoluble

AzuUcares totales
13.19+0.24 2343 +0.47**

(hemicelulosa y celulosa)
** Este valor corresponde a la sumatoria del contenido de celulosa y hemicelulosa de frijol cocido.

Lignina
*5.78 £ 0.14 6.47 + 0.51

Lignina

*Para cada componente, se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.

En la tabla s mu,?,stra el promedio de las repeticiones y la desviacion esténdars(oo).
De acuerdo al analisis estadistico se tiene un coeficiente de variacion menor al 5%.

Una vez analizados los datos por el programa SPSS (ANEXO 4), los resultados
indican que para el caso de fibra soluble en frijol cocido solo hay diferencia significativa
entre los métodos y no hay interferencia alguna respecto a la muestra empleada y a las
replicas realizadas, situacion que se mantiene para la fraccion insoluble de la fibra

donde se considera hemicelulosa y celulosa.
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Mientras que en el caso de la cuantificacion de lignina a pesar de que las
replicas mostraron una dispersion considerable de acuerdo con la prueba tamiz del
programa utilizado para el analisis (SPSS), el analisis de varianza indica que no hay
diferencia significativa entre las replicas lo que nos deja nuevamente solo la diferencia
entre métodos.

Para el caso de almidon en frijol cocido (tabla 3.6) y respecto al comparativo
entre el método de referencia (AOAC, 996.11, 2000) y la metodologia propuesta, se
encontré diferencia entre métodos y aunque la manipulacion al momento de la
determinacién podria llegar a presentar interferencia se demuestra mediante un analisis
de varianza que no hay diferencia significativa respecto a las replicas realizadas. El
ANOVA fue igualmente realizado con el programa estadistico SPSS, cuyos resultados

se pueden apreciar en el ANEXO 4.

Tabla 3.6 Contenido de Aimidén (© Megazyme) vs Metodologia propuesta

de frijol cocido. (g componente/ 100 g muestra) en base seca.

Método
Muestra Método enzimatico Metodologia propuesta.
(AOAC, 996.11,2000)
Frijol cocido 49.93 £ 0.23 41.87+0.42

*Para cada componente, se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.

En la tabla se muestra el promedio de las repeticiones y la desviacion estandar (o).
De acuerdo al analisis estadistico se tiene un coeficiente de variacion menor al 5%.
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Basicamente se entiende que existe diferencia al cuantificar almidon, pectinas,

hemicelulosa, celulosa y lignina, con la metodologia propuesta respecto al método de
referencia, sin embargo, para fines didacticos la metodologia propuesta permite la
deteccion de los componentes, por ello puede ser recomendable.

Con la finalidad de ejemplificar el uso de la metodologia propuesta, se analizé
haciendo uso de esta el frijol crudo, para observar el comportamiento del contenido de
carbohidratos y comparar respecto al frijol cocido. El contenido de almidén, pectinas,
hemicelulosa, celulosa y lignina del frijol crudo se cuantifico tanto con la metodologia
propuesta como por los métodos de referencia para asi evaluar si se observan

comportamientos similares respecto a lo observado en el frijol cocido.

Una vez desarrollada la metodologia antes comentada, se utiliza la informacion

para ejemplificar su uso con fines didacticos dentro de los laboratorios de ensefianza
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3.4 Ejercicio didactico.

Partiendo del analisis proximal, se tiene que a causa del tratamiento térmico
(coccidn), la disminucién observada en el caso del contenido de cenizas y proteina de
frijol cocido respecto al de frijol crudo, puede ser debida a la solubilizacion de los
componentes en el agua empleada para el tratamiento, afectando directamente el
contenido de carbohidratos calculado por diferencia (tabla 3.1).

En la tabla 3.7 se reporta la caracterizacion y cuantificacion de carbohidratos
para el frijol crudo y asi mismo se compara con lo obtenido previamente para frijol

cocido.

Tabla 3.7 Contenido de Carbohidratos en frijol crudo y cocido

(g componente/ 100g de muestra original) en base seca.

Componente Frijol Crudo | Frijol Cocido

Azucares totales solubles
5.74 £ 0.05 1.54 + 0.06

Reductores

0.19+0.01 0.36 + 0.01
Almidon

4598 +0.13 | 41.87+£0.42
Pectinas

0.13 +0.01 0.68 + 0.01

Hemicelulosa
10.17 £ 0.18 | 18.24 £ 0.38

Celulosa
466 +0.15 519+0.15

Lignina (por diferencia)

529+0.27 | 6.47 £0.51

*Para cada componente, se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.

a tabla se muestra el promedio de las repeticiones y la desviacion estandar (o).
De acuerdo al analisis estadistico se tiene un coeficiente de variacién menor al 5%.
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Al respecto se tiene como efecto de la coccion el contenido de azucares solubles

se ve disminuido drasticamente de 5.74 % en frijol crudo a 1.54% en frijol cocido,
posiblemente porque los azucares se solubilizan facilmente en el agua de coccidn
generando asi la baja en el contenido de estos para frijol cocido. En el caso de
azucares reductores se observa un incremento del doble del estado crudo (0.19 %) al
cocido (0.36 %) en la concentracion; lo que se relaciona directamente con la posible
hidrdlisis de algunas estructuras, esto debido a que por el efecto de la coccién algunos
granos del frijol se rompen liberando su contenido, exponiendo el resto de los
carbohidratos como los oligosacaridos y el almidon principalmente, mismos que por las
condiciones de pretratamiento y almacenamiento pudieron sufrir hidrdlisis, liberando asi
monosacaridos que presentan propiedades reductoras contribuyendo al aumento en
frijol cocido.
» La caracterizacion de azucares solubles

El contenido de azucares libres fue bajo en el frijol cocido por merma de los
mismos en el agua de coccion lo que se refleja en el contenido de azucares totales
solubles que se observa en la tabla 3.7; sin embargo, el efecto térmico al que fue
sometido el frijol favorece: la ruptura del grano, la exposicion de poli y oligosacaridos vy
a su vez la hidrdlisis de especies como rafinosa y estaquiosa, las cuales presentan en
su estructura unidades de sacarosa y ya sea por calentamiento, pequefias cantidades
de acido presente en la matriz o el propio incremento de la temperatura se provoca la
hidrdlisis de dichas especies, liberandose principalmente D-glucosa y D-fructosa lo que
se refleja en el incremento de azucares reductores en el frijol cocido que es de 0.36%

mientras que en el frijol crudo solo era del 0.19 %.
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Se observa en la tabla 3.8 para los a — galactosacaridos, el contenido de

rafinosa aumenta de 0.46 % en frijol crudo a 0.79 % en frijol cocido, mientras se
observa una baja en el contenido de estaquiosa de 1.88 % en frijol crudo a 1.08% en
frijol cocido, efecto posiblemente causado por la hidrélisis parcial de la estaquiosa a
causa de la coccion (Abdel-Gawad, 1993) lo cual involucra la liberacibn de una

molécula de galactosa y de rafinosa a partir de una de estaquiosa.

Tabla 3.8 Azucares en frijol crudo y cocido (g componente/ 100 g de muestra)

base seca
Componente Frijol Crudo Frijol Cocido

Fructosa

0.12+0.01 1.28 + 0.04
Glucosa

242 +0.12 2.59 +0.09
Sacarosa

297 +0.14 1.80 + 0.06
Rafinosa

0.46 £ 0.02 0.79+0.03
Estaquiosa

1.88 £ 0.09 1.08 £ 0.04

*Para cada componente, se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.

En la tabla se muestra el promedio de Ia? repeticiones P/ la desviacion esg7ndar o).
De acuerdo al anal|5|s estadistico se tiene un coeficiente de varfacion menor al 5

Ahora bien, si los oligosacaridos sufren hidrdlisis parcial con la consecutiva
pérdida de moléculas de galactosa, se incrementa la presencia de moléculas de
sacarosa, mismas que a su vez se hidrolizan obteniéndose moléculas de glucosa y
fructosa; por tanto, el incremento en la concentracion de fructosa se relaciona con la

hidrdlisis de la sacarosa, al igual que para la glucosa.
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Sin embargo, para la deteccion de glucosa se tiene interferencia de las

moléculas de galactosa liberadas por la hidrélisis parcial de los oligosacaridos ya que
tanto la galactosa como la glucosa presentan tiempos de retencion similares razén por
la cual se traslapan las senales en los cromatégramas (ANEXO 29, en consecuencia, si
hay moléculas de galactosa libres, éstas se identifican junto con la glucosa,
sobreestimando asi la concentracion de ésta en el frijol cocido.

El contenido de almidon no es afectado de manera significativa por la coccién
del frijol; mientras que en frijol crudo se tiene el 45.98 %, en frijol cocido disminuye el
contenido a 41.87 %, cuantificado por reaccion con yodo (metodologia propuesta); se
aprecia una perdida de alrededor del 9 %, que tedricamente debe encontrarse en el
agua de coccion, ya que esta se llevo a cabo en una olla de presion y a temperatura de
ebullicion, recordando que, al calentarlos con agua, los granulos del almidén se
hinchan y revientan a partir de una temperatura de 70 °C solubilizandose asi el almidén
(Kirk, 1996), por ello, se tienen condiciones 6ptimas para la gelatinizacion del almidon,
ésta no puede ser completa ya que el almiddén se encuentra en el endospermo del
grano en su mayoria (Serna,1996), y se cocinaron los granos enteros pero con la
ruptura de algunos de ellos, el almidén presente se expone y facilita su solubilizacion
pudiendo asi causar la disminucion del contenido promedio de almidén en frijol cocido.

La conjuncion de temperatura de ebullicién y presion sobre el grano de frijol
favorece la desestabilizacion en la estructura de la pared celular permitiendo el paso de
agua Yy favoreciendo la solubilizacion de las pectinas presentes en la pared (Shiga &
Lajolo, 2006). Basado en lo anterior, se puede relacionar el incremento observado en

el contenido de pectinas de 0.13% a 0.68% en frijol crudo y cocido respectivamente.
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El aumento aparente en la concentracién de hemicelulosa, cuantificado segun la

metodologia propuesta en frijol cocido (18.24 %) respecto de frijol crudo (10.17 %), y
en general de los componentes de la pared celular se debe a la perdida de rigidez y
degradacion por efecto de la temperatura y presion implicadas en el procedimiento de
coccion (Shiga & Lajolo, 2006), motivo por el cual la extraccion de la hemicelulosa se
favorece en la muestra de frijol cocido.

El contenido de celulosa aumenta un 10% en frijol cocido respecto del frijol
crudo, ya que se tiene un contenido de 5.19 % en frijol cocido mientras que en el crudo
se tiene 4.66 %, esto guarda relacién con que la celulosa es de las estructuras mas
estables y resistentes que existen en la naturaleza, el proceso de coccién como ya se
comento con anterioridad, solo tiende a hacer mas disponibles dichas estructuras; por
lo tanto hay que considerar que la metodologia propuesta sugiere una serie de
separaciones parciales, es decir, a lo largo de los procedimientos secuenciales que se
proponen se entiende que si la hemicelulosa no fue debidamente extraida, el
remanente quedara presente en la solubilizacion de la celulosa (por hidrdlisis)
sobreestimando el contenido de la misma, lo cual puede explicar ese aumento del 10 %
en la concentracion de este componente de un estado cocido respecto del crudo.

El contenido de lignina al igual que el de celulosa deberia ser igual tanto en frijol
crudo como en frijol cocido debido a las caracteristicas que poseen; sin embargo, la
diferencia que se observa en la concentracion de lignina en ambas muestras, a pesar
de no ser importante, refleja el efecto de manipulacion a lo largo de todas las pruebas

realizadas.
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Hay que recordar, en primer lugar, que la cuantificacion de lignina se realiz6 por

diferencia luego de la cuantificacién de los componentes asociados y carbohidratos
anteriormente discutidos, y segundo que fue con la muestra de frijol cocido que se
realizaron las pruebas para correccion del esquema de trabajo sugerido. Como se
observa en la tabla 3.6, el contenido de lignina va de 5.29 % en frijol crudo a 6.47% en
frijol cocido, sin embargo, la desviacién estandar en el caso del frijol cocido es
aproximadamente del doble respecto al crudo, lo que representa el error acumulado de
todas las determinaciones realizadas ya que, al ser subsecuentes estan intimamente
relacionadas.

Basado en otras investigaciones realizadas (Shiga & Lajolo, 2006), (Rehman et
al., 2001) se sabe que la concentracién de los componentes que forman parte de la
pared celular no son gravemente afectados por efecto de la coccién, las consecuencias
de este tratamiento estan dirigidas a la disponibilidad de los componentes facilitando su
aislamiento y deteccion, misma que generalmente se relaciona con la cuantificacién de
los mondmeros que constituyen a cada componente (Southgate, 1991) situaciéon que se
observa en el caso de hemicelulosa, celulosa y lignina.

Ahora bien, se realiza la cuantificacion del contenido de almidéon pectinas,
hemicelulosa, celulosa y lignina en frijol crudo y cocido por métodos enzimaticos (de
referencia) los resultados obtenidos se presentan en la tabla 3.9 para el contenido de
fibra dietética y en la tabla 3.10 para el de almidon. Asi mismo, se compara respecto a

lo obtenido por la metodologia propuesta.
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Tabla 3.9 Método enzimatico (Manas et al., 1993) vs Metodologia propuesta.

Determinacion de fibra dietética en frijol crudo y cocido

(g componente/ 100 g muestra) en base seca.

Frijol crudo

Frijol cocido

Componente Metodologia Metodologia
Método enzimatico Método enzimatico

propuesta propuesta
Fibra soluble

Ac. galacturénico 0.25 £ 0.004 0.13 £ 0.01 1.01 £ 0.01 0.68 + 0.01

(pectinas)
Fibra insoluble
Az(cares totales 16.89 £ 0.23 |**14.83+0.23| 13.19+0.24 **23 43 + 0.47
Lignina 7.86 +0.12 5.29 + 0.27 5.78 + 0.14 6.47 + 0.51

** Este valor corresponde a la sumatoria del contenido de celulosa y hemicelulosa de frijol crudo y cocido.

Se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.

En la tabla se muestra el promedio de las repeticiones y la desviacion estandar (o).

De acuerdo al andlisis estadistico se tiene un coeficiente de variacién menor al 5%.

Al respecto se tienen como cambios debidos a la coccién, un decremento en el

contenido de los componentes de la fibra insoluble en el frijol cocido y un incremento

en el contenido de fibra soluble de la misma muestra.

En el caso de la fraccion soluble se compara principalmente el contenido de

pectinas, aparentemente se tiene el mismo comportamiento en los contenidos

determinados por las dos metodologias.
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Sin embargo, se puede apreciar en la tabla 3.9 que el contenido obtenido a
partir de la metodologia propuesta es subestimado tanto en frijol crudo como en cocido,
circunstancia que indica que la metodologia propuesta no es exacta en la
determinacion del contenido de pectinas, pero se puede establecer como caracteristica
de la propuesta niveles de deteccion para el componente en cuestion, asegurando que
si el contenido de material péctico es mayor o igual a 0.13%, éste puede ser detectado
haciendo uso de la metodologia propuesta.

En lo referente a la fraccion insoluble cuantificada por el método de referencia,
se observa una baja en el contenido de éste material en frijol cocido, posiblemente
causada por la ruptura de algunos granos por efecto de la temperatura y presion
empleadas en la coccion; por ello, el material insoluble podria quedar suspendido en el
agua del tratamiento y por lo tanto no se recupera completamente, lo cual representa
mermas del tratamiento y manejo, asi mismo se evidencia una sobreestimacion en el
contenido del material insoluble cuantificado por la metodologia propuesta, la cual
podria atribuirse al manejo de la muestra, sobre todo en la extraccion de los
componentes, recordando que es con la muestra de frijol cocido que se prueba la
metodologia propuesta.

Para complementar, se determina si hay diferencia significativa entre los
métodos, muestra y/o replicas en el caso de frijol crudo, lo cual se hace a través de un

andlisis de varianza igual a como se realiz6 para frijol cocido (ANEXO 4).
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Como resultado se determind que en la cuantificacion de la fraccion soluble solo

hay diferencia entre los métodos de deteccion, con interferencia de las replicas
realizadas; mientras que para la fraccion insoluble, considerada como hemicelulosa,
celulosa y lignina hay diferencia entre métodos y entre las replicas realizadas. Lo
anterior indica lo importante que es un manejo adecuado de la muestra cuando se

aplica la metodologia propuesta.

Se presenta en la tabla 3.10 el contenido de almiddén en frijol crudo y en cocido
observandose que los valores obtenidos del método enzimatico son mayores que los
obtenidos por la metodologia propuesta, sefialando una subestimacién del 18 % en el

contenido del polisacarido cuantificado mediante los procedimientos sugeridos.

Tabla 3.10 Contenido de Almidén de frijol cocido y crudo.
(g componente/ 100 g muestra) en base seca.
© Megazyme vs Metodologia propuesta

Método
Muestra Método enzimatico Metodologia propuesta.
(AOAC, 996.11,2000)
Frijol crudo 55.90 £ 0.13 45.98 £ 0.13
Frijol cocido 49.93 £ 0.23 41.87+0.42

Se realizaron determinaciones por triplicados, a partir de tres muestras.
En la tabla se muestra el promedio de las repeticiones y la desviacién estandar (o).

De acuerdo al analisis estadistico se tiene un coeficiente de variaciéon menor al 5%.
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El uso de enzimas en el método de referencia hace que éste sea altamente
especifico, por ello se cuantifica el almidon total (incluso el almidén resistente) presente
en la muestra mientras que en la metodologia propuesta la cuantificacion depende de
una extraccion adecuada del componente seguida de una reaccion quimica lo que
sugiere menor especificidad, motivo por el cual se puede tener la subestimacion antes
comentada, pero a pesar de ello la deteccion del almidon mediante la metodologia
propuesta mantiene la didactica necesaria incluso para explicar parte del procedimiento

realizado el método enzimatico.
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De acuerdo con el planteamiento inicial del proyecto se disefio un protocolo

experimental que pueda ser implementado en un laboratorio de ensefanza, motivo por
el cual, se presenta a continuacion una propuesta de dicho protocolo, el cual

corresponde a la integracién de todas las partes que conforman el presente trabajo.

ANALISIS DE CARBOHIDRATOS. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION.

ENUNCIADO PROBLEMA

Indicar el tipo y la concentracion de cada uno de los carbohidratos presentes en

la muestra.

PROCEDIMIENTO.

PRIMERA ETAPA. Realizar ANALISIS QUIMICO PROXIMAL de la muestra.
SEGUNDA ETAPA. Fraccionacioén y cuantificacion de carbohidratos.

1. Coloque en un sistema de reflujo 2 g de muestra desengrasada con 100 mL de
etanol al 80%, durante 1 h.
Recupere el material insoluble (residuo 1) por centrifugacién y coloque en un vidrio
de reloj o caja petri de vidrio a peso constante, seque en estufa a 100°C y pese.

Someta a secado hasta obtener peso constante.

2. En el sobrenadante, realice las siguientes determinaciones:
a) Reaccion de fenol-sulfurico.
b) Reaccion con Trifeniltetrazolio.

c) HPLC
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3. En el residuo insoluble en etanol seco:

3a) Coloque 0,2 a 0,5 g del residuo seco en un matraz Erlenmeyer y adicione 5
mL de solucion de hidroxido de sodio 2M, agite hasta homogenizar, neutralice
con solucion de acido clorhidrico 2M, verifigue que el pH se encuentre en 7 +
0,5, coloque en un bafio de agua a ebullicidon durante 10 min y traslade a una
autoclave a 120 °C por 1 hr, deje enfriar, separe el material insoluble
(residuo 2) por centrifugacion y realice lavados con agua caliente, transfiera
cuantitativamente el sobrenadante y el agua de los lavados a un matraz aforado
de 25 o0 50 mL, lleve a la marca con el agua destilada. Coloque el residuo 2 en
un vidrio de reloj o caja petri de vidrio, seque en estufa a 100°C hasta peso
constante.

3 b) Realice la reaccion con yodo en el extracto aforado.

3.1  Coloque 5 mL del mismo filtrado en un tubo de ensaye y adicione 1 mL de
solucion de amilasa fungica (25 mg/ mL) mantenga la solucién a 60 °C. Al mismo
tiempo prepare un tubo control con agua destilada y amilasa, sometido a las
mismas condiciones.

3.1a) Realice reaccion con carbazol para detecciéon de acido urénicos.
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3 En el residuo 2 seco:

Coloque en un sistema de reflujo 0.5 g del residuo 2 con 50 mL de H,SO4 1 M,
durante 2 hr. Por centrifugacion separe el sobrenadante y realice reacciéon de
fenol — sulfurico (480 nm). Lave el material insoluble (residuo 3) con agua
destilada hasta pH 7 + 0.5 y coléquelo en un vidrio de reloj o caja petri de vidrio

a peso constante, seque en estufa a 100°C y pese. Someta a secado hasta peso

constante.

4 En el residuo 3 seco:

Coloque 0.1 - 0.2 g con 10 mL de H,SO4 al 76 % durante una hora a 30°C,
seguido de 1 hr en autoclave (120°C), deje enfriar y reposar por 24 hrs en refrigeracion,
separe el liquido por centrifugacion. Realice reacciéon de fenol — sulfurico (490 nm).

Coloque todos los resultados en una tabla, reportando el porcentaje de cada

componente en 100 g de carbohidratos en base seca.

CUESTIONARIO

Considerando solo los resultados del analisis de los otros componentes de la
muestra (humedad, cenizas totales, proteina cruda y grasa cruda) del analisis
proximal.
1. ¢Qué tipo de carbohidratos se estan evaluando a través del calculo “por
diferencia”?
2. ¢Cual es la cantidad de carbohidratos presente en su muestra problema

original calculandolos “por diferencia”?. Incluya los calculos.
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Considerando todos los resultados del analisis de carbohidratos

3. ¢La suma de estos componentes da 100%? ¢ Por qué?

4. ;Qué componente asociado a carbohidratos de la fibra se encuentra en el
residuo resistente a todos los tratamientos realizados? ; Como se cuantifica?

5. Realice un balance de materia para la fraccion de carbohidratos,
relacionando cada uno de los componentes cuantificados con la cantidad de
carbohidratos presentes en su muestra problema, calculado “por diferencia” a
partir del analisis proximal. Incluya calculos.

Coloque todos los resultados en una tabla, reportando el porcentaje de cada

componente en 100 g de muestra original en base seca.

Considerando la extracciéon de carbohidratos.
6. ¢Qué clase de carbohidratos se evaluan en el residuo insoluble en etanol?
7. Ademas de los carbohidratos ¢;qué otros componentes se encuentran
presentes en el residuo insoluble?
8. ¢Qué clase de carbohidratos se evaluan en el residuo insoluble en agua
caliente?
Método de fenol-sulfurico.
1. ¢Cual es el fundamento de la determinacion con el método de fenol-
sulfurico?, ;Qué reacciones se llevan a cabo? ;Qué tipo de carbohidratos se

evaluan por este método?
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Método de Trifeniltetrazolio.

2. ¢Cudl es el fundamento de la determinacion con el método de
trifeniltetrazolio?, ¢Qué tipo de carbohidratos se evaluan por este método?
¢, Qué otros métodos se pueden utilizar?

HPLC.

3. ¢Qué tipo de carbohidratos se pueden detectar por cromatografia HPLC?
¢ Cuales se encontraron en la muestra? ;En que se basa su deteccion?
Explique ampliamente.

4. ;Cual es la concentracion de los carbohidratos detectados? Incluya calculos.

Método de reaccion con yodo

5. ¢Cual es el fundamento de la reaccién colorida con yodo?, ;Qué tipo de

carbohidratos se evaluan por este método?
Método de reaccién con carbazol.

6. ¢Qué carbohidratos no reaccionan con yodo y se encuentran en el residuo
insoluble en etanol? ; Como se cuantifican?

7. ¢Cual es el fundamento de la reaccion con carbazol?, ;Qué tipo de
carbohidratos se evaluan con esté método?

8. ¢Cual es la concentracion? Incluya calculos.

Cuantificacion de componentes de la fibra.

1. ¢Cual es la diferencia entre fibra cruda y fibra dietética? ; Qué métodos son
los mas utilizados para su cuantificacion?

2. ¢Qué tipo de carbohidratos se consideran parte de la fibra?, ;Cuales son y
como pueden clasificarse?, ;Cual es su concentracién en la muestra?

Incluya calculos.
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3. ¢Cual es el fundamento de la metodologia empleada para la cuantificacion

de los componentes de la fibra?
4. ;Cual es el contenido de “fibra” en la muestra problema? A partir de los

componentes cuantificados s Como se calcula?

TERCERA ETAPA. Resolucion del problema.

ENUNCIADO PROBLEMA

Indicar el tipo y la concentracion de cada uno de los carbohidratos presentes en
la muestra.

1. ¢Qué carbohidratos se encuentran en la muestra?

2. ¢iLa muestra contiene azucares reductores? j;cuales podrian ser estos
componentes? Explique

3. ¢La muestra contiene a - galactosacaridos? ;Cuales son? ;Cual es su
concentracion en la muestra? Incluya calculos.

4. ;La muestra contiene almidén? Explique

5. ¢La muestra contiene pectinas? Explique

6. ¢Qué otros polisacaridos contiene la muestra? Explique

7. De acuerdo con el procedimiento seguido, indique en las casillas con letra (A...... H)
que carbohidratos se estan determinando; y en las casillas en blanco del siguiente
esquema, en que concentracion se encuentran en la muestra original.

8. ¢ Existen otro tipo de carbohidratos que no se indiquen en el esquema? Justifique su

respuesta.
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A continuacion se presenta el uso de un diagrama para resumir la informacion
obtenida a partir del uso del protocolo propuesto, utilizando los resultados obtenidos

respecto a la caracterizacién de carbohidratos en el frijol cocido.
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PROTOCOLO PROPUESTO
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={[ CONCLUSIONES ]]=

CONCLUSIONES.

Se cuantificaron los principales carbohidratos presentes en frijol crudo y

cocido (azucares solubles, reductores, almidén) y los componentes que

forman parte de la fibra: pectinas, hemicelulosa, celulosa y lignina mediante
la metodologia propuesta.

e El proceso secuencial de solubilidad utilizado para la extraccion y
cuantificacion de los carbohidratos contenidos en las muestras permitié el
aislamiento adecuado de los mismos.

e Se compararon estadisticamente los resultados obtenidos a partir de la
metodologia propuesta con los obtenidos mediante métodos oficiales.

e A pesar de las diferencias que se observan entre los resultados obtenidos

de las metodologias comparadas, queda la posibilidad de emplear los

procedimientos sugeridos con fines didacticos, ya que:

o A falta de metodologias de referencia para varios de los diferentes
tipos de carbohidratos, el modelo propuesto nos sirve como
instrumento para conocer el contenido aproximado de éstos en una
muestra.

o A diferencia de los métodos enzimaticos, los sugeridos en éste
trabajo desglosan cada componente poniendo en evidencia
caracteristicas esenciales de los mismos, facilitando su estudio,

conocimiento y comprension.
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={[ COCLUSIONES ]]=

e El analisis proximal de la harina de frijol crudo y la de frijol cocido presentan
un alto contenido de carbohidratos de 71.96 % y 73.98 % respectivamente.

e El almidén es la fraccion mayoritaria de los carbohidratos analizados tanto
en frijol crudo como en cocido.

e Por efecto de la coccidn:

o Se facilita la disponibilidad para extraccion y cuantificaciéon de
polisacaridos como pectinas, hemicelulosa y celulosa.

o el 74 % de los azucares libres presentes en el frijol crudo
aparentemente son solubilizados en el agua empleada para el
proceso.

e Basado en el analisis de varianza se concluye que

o Existe diferencia significativa entre los métodos empleados; es decir,
la cuantificacion de fibra soluble, insoluble, lignina y almidén varia
dependiendo del método, (propuesto o de referencia) que se emplee
para su determinacion.

o En el caso del contenido de almidén, se observa diferencia
significativa solo entre el método propuesto y el valorado para la
obtencién del contenido de almidén presente tanto en frijol crudo

como en cocido.
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={[ COCLUSIONES ]]=

o Se presentan diferencias significativas entre las replicas realizaden la
cuantificacion de la fraccion insoluble y de lignina en el frijol crudo;
sin embargo, las replicas corresponden a una variable altamente
sensible, mismas que aunque no siempre presenten diferencias
significativas entre si, afectan las diferencias entre los métodos
comparados, y son las replicas las que dan indicios de la
manipulacion de una muestra durante su analisis.

e El frijol permite ser utilizado como modelo didactico experimental en el area

de alimentos.
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Absorbancia 490 nm

Absorbancia 480 nm

ANEXO 1

Curvas patrén del método de fenol sulfurico.
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2 Curva patrén método de trifeniltetrazolio (Glucosa, 485 nm).

Curva Patrén (glucosa) y=0,0131x - 0,1824
R? = 0,9934
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3 Curva patrén método de reaccién con yodo (Almidén soluble, 600 nm).

Curva Patrén (almidén soluble) y =1,9092x - 0,0059
R? = 0,9962
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4 Curva patrén método de reaccion con carbazol (Acido galacturénico, 530 nm).

Curva Patron (ac. galacturonico) y =0,0102x - 0,0108
R? =0,9924
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Todas las curvas son lineales con valores de R? desde 0.9879 hasta 0.9980, por
ello se utiliza la ecuacion de la recta para calcular la concentracion de carbohidratos
(azucares libres y polisacaridos).

y=mX+b
Donde y = absorbancia
X = concentracion

b = ordenada

m = pendiente de la curva

Despejando: X=(y+b)/m
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En el caso particular de los polisacaridos, una vez calculada la concentracion a

partir de la curva patrén, adicionalmente se multiplica por 0.9. Este factor representa,
en funcion del peso molecular, la equivalencia entre el estandar utilizado y el polimero
que se cuantifica.

Dado que la reaccion de hidrolisis de polisacaridos da como resultado n mondémeros
que lo conforman y la perdida de n — 1 moléculas de agua, se obtiene un factor que en
la medida que aumenta el tamafo del polimero tiende a ser 0.9. Se puede utilizar

siempre y cuando la curva patron se haga con los monémeros correspondientes.

Por ejemplo:

Para una solucion de maltotriosa (glucoca-glucosa-glucosa) el resultado a partir de
una curva patron de glucosa debe multiplicarse por 0.933, que resulta de dividir 504
(peso molecular del trisacarido) entre 540 (peso molecular de la glucosa multiplicado

por 3 moléculas de glucosa).
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Cromatégramas obtenidos a partir del analisis del extracto etandlico por HPLC.

e Rafinosa 2mg/mL

Agua

Rafinosa
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e Estaquiosa 1.55 mg/mL

Agua

Estaquiosa
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e Rafinosa (1mg/ml) — Estaquiosa (1mg/ml)

Agua

Rafinosa

Estaquiosa
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e Glucosa 2.05 mg/mL

Glucosa

e Fructosa 2.3 mg/mL

Fructosa

Agua

89



e Galactosa 2.0 mg/mL

Galactosa

e Sacarosa 2.1 mg/mL

Sacarosa

Agua
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e Mezcla:
o Galactosa 0.5 mg/mL
o Glucosa 0.5125 mg/mL
o Fructosa 0.575 mg/mL
o Sacarosa 0.5625 mg/mL

Agua

Fructosa

Glucosa

Sacarosa



e Extracto etandlico de frijol crudo (FC)

/y Glucosa

Fructosa
Sacarosa

Rafinosa

Estaquiosa

Agua
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e Extracto etandlico de frijol cocido (FC)

Fructosa—»

/ Sacarosa

Glucosa
\Rafinosa

Estaquiosa

Agua
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ANALISIS DE CARBOHIDRATOS

e Método del fenol-sulfurico (Southgate, 1991).

Preparar una solucion o suspensidén de la muestra en agua, procurando que los
carbohidratos se encuentren en el intervalo de sensibilidad del método (10-100ug/mL)

En tubos de ensaye perfectamente etiquetados, colocar 1 mL de la solucién o
suspension acuosa de la muestra.

Adicionar a cada tubo 1 mL de una solucién acuosa de fenol al 5%. Mezclando
perfectamente, adicionar cuidadosamente 5 mL de acido sulfurico concentrado,
homogeneizar.

Dejar enfriar leer en espectrofotometro a 490 nm para hexosas y 480 nm para
pentosas.

Calcular la cantidad de azucares totales a partir de una curva patron preparada en
el intervalo de 10 — 100 yg/mL generalmente se utiliza glucosa como estandar, tratada

de la misma manera que el problema.

e Cuantificacion de almidén por reaccion con yodo (Baks, et al., 2007).

Este procedimiento unicamente puede ser utilizado cuando el almidén se encuentra
completamente disuelto (gelatinizado).

Colocar 2 mL de la solucion de almidén en un tubo de ensayo y adicionar 3mL de
una solucién de /Kl preparada diluyendo 2 mL de sol de yodo (1.269 g I, con 1.8 g de

Kl en 100 mL) a 100 mL con agua.
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Medir la intensidad del color azul producido en un espectrofotdmetro a 600 nm,

frente a un blanco de reactivos.

Calcular la cantidad de almidén a partir de una curva patron preparada en el
intervalo de 0.02-0.2 mg /mL de almiddn soluble, tratada de la misma manera que el
problema.

Los resultados de esta determinacion son relativos, ya que no todas las fuentes de

almidoén forman el mismo complejo colorido con yodo.

e Meétodo de reaccidn con carbazol (Southgate, 1991).

Preparar una solucion o suspensién de la muestra en agua, procurando que los
carbohidratos se encuentren en el intervalo de sensibilidad del método (4 -40
ng/mL)

Colocar en tubo de ensaye perfectamente etiquetado:

5 mL de la solucion de tetraborato de sodio en H,SO4 conc a 4 °C.
1 mL de la solucién problema

Mezclar y calentar en baio de agua hirviente por 10 min.

Anadir 0.2 mL de carbazol, agitar y dejar en el bafio durante 5 min mas.

Dejar enfriar y leer en el espectrofotometro a 530 nm.

Calcular la cantidad de azucares totales a partir de una curva patron preparada en
el intervalo de 4 — 40 pg/mL con acido galacturonico como estandar, tratada de la

misma manera que el problema.
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e Método de trifeniltetrazolio (Southgate, 1991).

Preparar una solucion o suspensidén de la muestra en agua, procurando que los
carbohidratos se encuentren en el intervalo de sensibilidad del método (10 —100 pug/mL)
Colocar en tubo de ensaye perfectamente etiquetado:
1mL de una solucién de 2,3,5 — trifeniltetrazolio al 0.3 %
1 mL de NaOH 2N
2 mL de la solucién problema
Calentar en bafo de agua a ebullicién por 3 minutos
Acidificar inmediatamente con 1 mL de &cido acético 2.1 N
Diluir la mezcla con isopropanol 6 etanol a 25 mL
Calcular la cantidad de azucares reductores a partir de una curva patron
preparada en el intervalo de 10 — 100 pg/mL generalmente se utiliza glucosa como

estandar, tratada de la misma manera que el problema.
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e Analisis de varianza (ANOVA).

Este analisis de varianza se realizd con el programa de estadistica: Stadistic
Package for Social Science (SPSS para Windows, versién 11.0.0), el cual efectua una
prueba tamiz considerando todas las variables involucradas en este caso: muestra
corresponde a tres partes (5g) de un mismo lote empleadas para el analisis; replica se
refiere al numero de repeticiones realizadas en cada determinacion (triplicados);
meétodo se entiende como la metodologia empleada sea el método de referencia o el
propuesto.

La prueba tamiz consiste en discernir con base en los datos ingresados al
programa; si alguna de las variables involucradas (muestra, replicas, método) presenta
o no interferencia significativa, si no presenta se puede considerar esa variable como
una constante, luego entonces se analiza prioritariamente el resto de las variables a
través de un analisis de varianza; es por ello que en las tablas de resultados del
ANOVA no aparecen necesariamente las tres variables reportadas.

A continuacion se presentan las tablas de resultados obtenidos del analisis de
varianza realizado para fibra soluble, insoluble, lignina y almidén en el caso de frijol

crudo y cocido.

97



 ——

Frijol Crudo.

ANEXO 4

Tabla 4.1 Resultados de ANOVA para fibra soluble en frijol crudo.

—_—

ANOVA fibra soluble en frijol crudo.

Fuente
de variacion SC Gl CM F caiculado Comparativo Ftablap=0.05 Interpretacion
METODO
0,06582401 1] 0,06582401 | 9058,2516 > 4.60 Si hay diferencia
REPLICA
1,7114E-05 | 2 | 8,5572E-06 | 1,17758653 < 3.74 No hay diferencia
Error
0,00010173 | 14 | 7,2667E-06
Total
0,06594286 | 17
Tabla 4.2 Resultados de ANOVA para fibra insoluble en frijol crudo.
ANOVA fibra insoluble en frijol crudo.
Fuente
de variacion sSC Gl CM Fealouado | COmparativo | Fipa®~ %% | Interpretacion
METODO
19,1168056 | 1 | 19,1168056 | 757,291634 > 4.60 Si hay diferencia
REPLICA
0,21921111 2 | 0,10960556 | 4,34190587 > 3.74 Si hay diferencia
Error
0,35341111 | 14 | 0,02524365
Total
45451821 | 18
Total corregido
19,6894278 | 17
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Tabla 4.3 Resultados de ANOVA para lignina en frijol crudo.

ANEXO 4

S ——

ANOVA. Lignina en frijol crudo

Fuente
de variacion SC Gl CM F calculado Comparativo | Fipia® ™ 0.05 Interpretacion
METODO
29,72205 1 29,72205 | 1228,23088 > 4.60 Si hay diferencia
MUESTRA
0,05337778 | 2 | 0,02668889 | 1,10288885 < 3.74 No hay diferencia
REPLICA
0,251 87778 2 0, 12593889 5,20428544 > 3.74 Si hay diferencia
Error
0,29038889 | 12 | 0,02419907
Total
807,4173 | 18
Total corregido
30,3176944 | 17
Tabla 4.4 Resultados de ANOVA para almidén en frijol crudo.
ANOVA almidén en frijol crudo.
Fuente
de variacion SC Gl CM F calculado Comparativo | Fiapa” Interpretacion
0.05
METODO
442,817888 1 442,817888 18791 ,5309 > 5.32 Si hay diferencia
REPLICA
0,0653874 8 0,0081 7343 0,34684952 < 344 No hay diferencia
ERROR
0,18851807 | 8 | 0,02356476
Total
443,071794 | 17

e Frijol Cocido.

Tabla 4.5 Resultados de ANOVA para fibra soluble en frijol cocido.

ANOVA fibra soluble en frijol cocido.

Fuente
de variacién sC Gl CM Fealcuado | COmparativo | Fupa® "% | Interpretacion
METODO
0,51126272 1 0,51126272 | 11940,1599 > 4.49 Si hay diferencia
Error
0,0006851 16 4,2819E-05
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Tabla 4.6 Resultados de ANOVA para fibra insoluble en frijol cocido.

ANOVA fibra insoluble en frijol cocido.
Fuente
de variacion SC Gl CM F calculado Comparativo | Fupa® | Interpretacion
=0.05
METODO
474,525356 1 474,525356 | 3460,1458 > 4.49 Si hay diferencia
Error
2,19424444 16 | 0,13714028
Total
476,7196 17
Tabla 4.7 Resultados de ANOVA para lignina en frijol cocido.
ANOVA lignina en frijol cocido.
Fuente
de variacién SC Gl CM Fealouado | COmparativo | Fupa® °% | Interpretacion
METODO 2,13555556 | 1 | 2,13555556 | 16,7212483 >
4.60 Si hay diferencia
REPLICA 0,40603333 | 2 | 0,20301667 | 1,58960608 <
3.74 No hay diferencia
Error 1,78801111 | 14 | 0,12771508
Total 679,9784 | 18
Total corregido 4,3296 17

Tabla 4.8 Resultados de ANOVA para almidén en frijol cocido.

ANOVA almidén en frijol cocido.
Fuente
de variacion SC Gl CM Fealcuado | COMparativo | Fupa %% | Interpretacion
METODO
292,853881 | 1 292,853881 1866,253 > 5.32 Si hay diferencia
REPLICA
0,53952426 | 8 0,06744053 | 0,429774 < 3.44 No hay diferencia
ERROR
1,25536626 | 8 0,15692078
Total
294,648771 17
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