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RESUMEN

La presente investigacion titulada: “Determinacion de la capacidad antioxidante in

vitro de cuatro variedades de fréjol (Phaseolus Vulgaris L.)”, tuvo como finalidad

la evaluacion de cuatro variedades de fréjol con el fin de seleccionar el mejor
tratamiento. Los fréjoles comunes (Phaseolus vulgaris L.) corresponden a la tercera
leguminosa alimentaria mas importante, es un cultivo tradicional que forma parte
de la dieta basica alimenticia al ser una alta fuente de proteina de bajo costo. Cabe
mencionar que en Ecuador la superficie sembrada de fréjol habia crecido un 6%
aproximadamente, a su vez en la provincia de Bolivar en el canton Guaranda cuenta
con altos niveles de siembra del 10% al 50% en su gran variedad de fréjol, no
obstante, la produccion de fréjol se destina en su mayoria para consumo humano en
forma directa. Aun asi, su estudio es limitado es decir no consta con un andlisis de
sus propiedades nutricionales y funcionales de las variedades que se dan en la zona.
Por lo tanto, se ha creado una oportunidad para elaborar un analisis de las diferentes
variedades de fréjol, ya que presentan caracteristicas distintas, como fisicas en sus
granos, tamafio, dureza y contenido de humedad, incluso establecer un analisis de
actividad antioxidante. De tal manera que los resultados obtenidos de los analisis
realizados los tratamientos T3 (Fréjol marrén + acetonitrilo) y T12 (Fréjol UEB-
Bombolin + Acetonitrilo) fueron mejores en el contenido de polifenoles. En el caso
de flavonoides se destacaron los tratamientos T8 (Fréjol panamito + Etanol) y T2
(Fréjol marron + Etanol), y en antocianinas el tratamiento mas alto fue el T6 (Fréjol
negro + Acetonitrilo). Los resultados revelan que la variedad de fréjol marrén
demostro poseer propiedades antioxidantes, destacando una cuantificacion de 73,49
pumol ET/g muestra. Como consecuencia de esta investigacion, se decidio llevar a
cabo un experimento adicional para aprovechar las propiedades destacadas de la
variedad de fréjol marrén, creando asi un suplemento proteico, en el cual el
contenido fue 70,81% de proteina, consolidando la posicién de la variedad de fréjol
marron como una principal opcion de proteina vegetal. Este estudio proporciona
una base sélida para futuras investigaciones en el campo de la alimentacion y la
nutricion, abriéndole las puertas a nuevas posibilidades para mejorar la salud a
través de la incorporacion de alimentos con propiedades antioxidantes

excepcionales, como la variedad de fréjol marron.
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SUMMARY

The purpose of this research entitled: “Determination of the in vitro antioxidant
capacity of four varieties of beans (Phaseolus Vulgaris L.)” was the evaluation of
four varieties of beans in order to select the best treatment. Common beans
(Phaseolus vulgaris L.) correspond to the third most important dietary legume; it is
a traditional crop that is part of the basic diet as it is a high source of low-cost
protein. It is worth mentioning that in Ecuador the area planted with beans had
grown by approximately 6%, in turn in the province of Bolivar in the Guaranda
canton it has high planting levels of 10% to 50% in its great variety of beans,
however , bean production is mostly intended for direct human consumption. Even
so, its study is limited, that is, it does not include an analysis of the nutritional and
functional properties of the varieties that grow in the area. Therefore, an opportunity
has been created to carry out an analysis of the different varieties of beans, since
they present different characteristics, such as physical characteristics of their grains,
size, hardness and moisture content, including establishing an analysis of
antioxidant activity. In such a way that the results obtained from the analyzes
carried out on treatments T3 (Brown Bean + Acetonitrile) and T12 (UEB-Bombolin
Bean + Acetonitrile) were better in the polyphenol content. In the case of
flavonoids, the treatments T8 (Panamita Bean + Ethanol) and T2 (Brown Bean +
Ethanol) stood out, and in anthocyanins the highest treatment was T6 (Black Bean
+ Acetonitrile). The results reveal that the brown bean variety demonstrated to have
antioxidant properties, highlighting a quantification of 73.49 umol ET/g sample. As
a consequence of this research, it was decided to carry out an additional experiment
to take advantage of the outstanding properties of the brown bean variety, thus
creating a protein supplement, in which the content was 70.81% protein,
consolidating the position of the variety of brown beans as a main vegetable protein
option. This study provides a solid foundation for future research in the field of food
and nutrition, opening the doors to new possibilities to improve health through the
incorporation of foods with exceptional antioxidant properties, such as the variety

of brown beans.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION

Como punto de partida, el fréjol pertenece a la familia de las leguminosas y es
considerado uno de los mas importantes mas importante del Ecuador para consumo
humano ya que es una fuente importante de proteinas, calorias, vitaminas y
minerales, por lo que se considera como fuente importante en la soberania y

seguridad alimentaria (Dumas Verduga, 2022).

Ecuador es un pais andino, se encuentra ubicado en el centro de la tierra y en la
dorsal montafiosa de los Andes, tiene areas agroecoldgicas muy diversas, se
encuentra ubicado desde los 0 a 3500 m.s.n.m., las leguminosas de grano comestible
son una especie importante dentro de los sistemas de cultivos. Al afio se cosecha
aproximadamente 120000 ha, de alrededor 14 especies de leguminosas, plantadas
en la Sierra, Costa y Amazonia. Las especies de fréjol que mas se cultiva en la
region Andina son Fréjol voluble y arbustivo (Phaseolus vulgaris L) (Calderon
Jaramillo, 2022).

Cabe mencionar que en Ecuador la superficie sembrada de fréjol habia crecido un
6% aproximadamente; sin embargo, se obtuvo bajos rendimientos por hectérea. Los
rendimientos bajos se deben a que el fréjol es asociado con el maiz suave choclo,
ubicandolo como ultimo cultivo principal. Sin embargo, se debe destacar que en la
provincia de Bolivar en el canton Guaranda cuenta con altos niveles de siembra,
alrededor del 10% al 50% en su gran variedad de fréjol. Por tal motivo, es
importante las areas de cultivo de fréjol y que ademas de ser un producto basico e
importante de la canasta familiar, posee un alto valor nutritivo y es un gran
generador de empleo entre las familias campesinas (Curay Palate, 2019).

Segun la investigacion de Bedoya & Maldonado (2021) “Su capacidad antioxidante
de fenoles reductores (flavonoides y antocianinas), su fibra dietaria (soluble e
insoluble) contribuye al transito intestinal”.

El consumo de leguminosas presenta diversos beneficios relevantes para la salud,
asi también su consumo ejerce un rol fundamental asociado a la prevencion de

diversas enfermedades, ya que poseen un elevado contenido de minerales, entre



ellos, hierro, zinc, vitaminas del complejo B como B1, B2, B3 y B6, acido félico,

vitamina C, cobre y magnesio. (Guerrero Wyss & Duran Agiero, 2020).

Ademas, se trata de un candidato de alto potencial por sus componentes esenciales.
De tal manera, que cada variedad de fréjol consta con diferencias significativas
respecto a sus propiedades nutricionales y funcionales en relacion a las cuatro
variedades de fréjol, tales como: Marrén, Negro, Panamito y UEB-Bombolin. Cabe
recalcar que los antioxidantes aportan un sistema de defensa a las células y tejidos
de nuestro cuerpo, ayudando a contrarrestar el dafio oxidativo, mencionando los

efectos benéficos y saludables.

Por lo tanto, el objetivo de este proyecto es la evaluacion de cuatro variedades de
fréjol con el fin de seleccionar el mejor tratamiento impulsando asi al cultivo de
leguminosas y en especial al fréjol, contribuyendo de esta forma al mejoramiento
de la calidad, aportando una nueva alternativa generando nuevos conocimientos en
relacion a la capacidad antioxidante del fréjol, destacando que la investigacion
contribuird de base para futuros analisis que se relacionen con el disefio y desarrollo
de nuevos productos como alternativa de consumo, sefialando con esta una matriz
importante en el area alimentaria. Ademas, puede proporcionar una alternativa
saludable y baja en calorias, pueden ser una excelente opcion debido a su alto

contenido de antioxidantes y nutrientes beneficiosos para la salud.



1.2. PROBLEMA

1.2.1. Enunciado del problema

La Universidad Estatal de Bolivar consta con grandes extensiones de terreno, que
los estudiantes dan uso para cada uno de los cultivos, ya sea cereales, frutas,
verduras 0 a su vez tubérculos. Cabe recalcar que su produccion también abarca a
una de las leguminosas méas importante como lo es el fréjol, que contienen
biocomponentes, como proteinas, carbohidratos, fibra, minerales y lipidos. A pesar
de la presencia de antioxidantes, hay muchas limitaciones debido a dietas

desequilibradas, muchas personas no ingieren cantidades adecuadas de nutrientes.

De la misma manera en la provincia Bolivar la produccién de fréjol se destina en
su mayoria para consumo humano en forma directa. Sin embargo, su estudio es
limitado es decir no consta con un analisis de sus propiedades nutricionales y
funcionales de las variedades que se dan en la zona. Por lo tanto, se ha creado una
oportunidad para elaborar un analisis de las diferentes variedades de fréjol, ya que
presentan caracteristicas distintas, como fisicas en sus granos, tamafio, dureza y
contenido de humedad.

De tal manera que es importante establecer un analisis de actividad antioxidante
para identificar sus propiedades nutricionales y biologicas en las cuatro variedades
de fréjol, tales como: Marrdn, Negro, Panamito y UEB-Bombolin.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1.

1.3.2.

Objetivo General

Determinar la capacidad antioxidante in vitro de cuatro variedades de fréjol

(Phaseolus vulgaris L.)

Objetivos Especificos
Caracterizar bromatoldgicamente las materias primas.

Obtener extractos de las variedades de fréjol (Phaseolus vulgaris L.):
Bombolin, panamito, negro y marron.
Cuantificar el contenido de polifenoles, flavonoides y antocianinas totales

de las cuatro variedades de fréjol.

Determinar la actividad antioxidante in vitro por el método ABTS, FRAP y

DPPH de las cuatro variedades de frejol.

Aprovechar el mejor tratamiento rico en antioxidantes para la obtencion de

un suplemento proteico.



1.4. HIPOTESIS

1.4.1. Hipotesis nula (Ho)
Las diferentes variedades de fréjol (Phaseolus vulgaris L) no poseen capacidad

antioxidante.

1.4.2. Hipotesis alterna (Ha)

Las diferentes variedades de fréjol (Phaseolus vulgaris L) poseen capacidad

antioxidante.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO
2.1. Fréjol coman (Phaseolus vulgaris L.)
2.1.1. Origen del frejol

El frejol (Phaseolus vulgaris L.) es originario de América Latina, se mencionan dos
centros de origen geograficos, Mesoamérica y los Andes. Hace aproximadamente
8.000 afios en las localidades de México y América del Sur se lo domesticd de
manera independiente (Tabango Méndez, 2021). Los fréjoles comunes (Phaseolus
vulgaris L.) corresponden a la tercera leguminosa alimentaria mas importante del
mundo junto a la soja y el mani (Merga, 2020).

El fréjol es un cultivo tradicional que forma parte de la dieta basica alimenticia al
ser una alta fuente de proteina de bajo costo. En América latina, dependiendo de su
region el género (Phaseolus vulgaris L.) se ha identificado con distintos nombres
frijol, frisol, fréjol, frejol, habichuela, poroto, judia, caraota.

El género Phaseolus, tiene cerca del 90% del &rea cultivada en el mundo,
considerada por su diversidad, los parientes silvestres de esta especie cultivada que
abarca 80 especies de Phaseolus es una de las principales proteinas de origen
vegetal y es cultivado en més de cien paises (Zavala, 2021).

Figura 1

Fréjol naciendo.

Nota: La figura indica el fréjol naciendo. Tomado del Portal Fruticola, por (Arellano, 2020).



2.1.2. Generalidades del fréjol

Los fréjoles se encuentran en el grupo de las leguminosas y al ser ingerida como
tal, también se la denominada vainita, chaucha, habichuela. Esta definicion varia
dependiendo de la region, ya que se caracterizan por ser uno de los alimentos con

mayor contenido de proteinas de origen vegetal (Melara, 2022).

El género Phaseolus contiene cinco especies domesticadas; Phaseolus vulgaris L.
(fréjol coman), Phaseolus lunatus L. (fréjol lima), Phaseolus acutifolius A. (fréjol
tépari), Phaseolus coccineus L. (Fréjol ayacote) y Phaseolus dumosus L. (fréjol de

afio o gordo) (Tabango Méndez, 2021).

El fréjol comun, es un cultivo econdmico que se han domesticado en las Américas
durante mas de 8,000 afios y se han convertido en un alimento bésico en todo el
mundo porque es unarica fuente de proteinas y micronutrientes (Zhang et al., 2023).
Puede crecer en diferentes condiciones de suelo y climaticas, por lo que hay muchas
variedades con diferentes tiempos de maduracion y con una gran variedad de

tamafio, forma y color de la semilla (Fuentes et al., 2023).

2.1.3. Taxonomia del fréjol

Taxonomicamente, el fréjol corresponde a la especie mas conocida del género
Phaseolus. Esto se refiere a las diferentes especies, como su clasificacion, cultivares
y mezclas del género (Revisar tabla 1). El fitomejoramiento que implica el uso de
parientes silvestres se ha dirigido casi por completo al mejoramiento del fréjol
comun, la especie mas cultivada, y las contribuciones exitosas provienen

principalmente de su progenitor (Phaseolus vulgaris L.) (Dohle et al., 2019).

Es una planta herbécea que presenta su legumbre en diversos tamafios y colores que
pertenecen a la familia de las fabaceae, con unas cincuenta especies, en sus tallos
son delgados y débiles, de formas cuadrangulares, a veces rayados de purpura, las
hojas son trifoliadas que terminan en forma de una punta corta, laterales mas o
menos tubulosos y estandarte redondeado usualmente axilares, mas cortos que las
hojas, las flores pueden ser solitarias 0 agruparse en racimos 0 a su vez en
glomérulos . Esta especie puede alcanzar una altura de 50 a 70 cm y sus raices se
desarrollan con una raiz principal la cual crece verticalmente hacia abajo y muchas

ramificaciones (Rodriguez et al., 2021).



Tabla 1
Taxonomia del fréjol

Fréjol (Phaseolus vulgaris L)

Nombre cientifico Phaseolus vulgaris L.

Reino, subreino Plantae, Tracheobionta
Division, Subdivision Espermatophyta, Magnoliophyta
Subdivision Magnoliophyta

Clase, Subclase Magnoliopsida, Rosidae

Orden Fabales

Familia, Subfamilia Fabaceae, Faboideae

Tribu Faseoleas

Género Phaseolus

Especie Vulgaris

Nota: Descripcion de la taxonomia del fréjol. Tomado del repositorio institucional de la Universidad
Técnica de Ambato, por (Curay Palate, 2019).

2.1.4. Morfologia del fréejol

La morfologia del tallo de fréjol tiene la capacidad de seguir desarrollandose
después de la floracion y es por esto que la altura de sus tallos en la cosecha tiende
a variar en pocos centimetros mas de crecimiento, el tallo soporta las hojas, las

flores y finalmente las vainas (Curay Palate, 2019).

La planta de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) se caracteriza por su hébito de
crecimiento voluble, sus hojas son alternas, compuestas y trifoliadas, de color verde
intenso. Sus flores son cigomorfas, de color blanco y morado, nacen en racimos de
3 a 8 flores, son hermafroditas y se autofecundan. Posee una raiz pivotante y pelos
absorbentes. Las vainas son largas, distribuidas a lo largo del tallo, con tamario y
namero de granos homogéneo; las semillas son de color rojo con motas crema y

Ilegan a medir 2 cm de largo (Carmona, 2023).

El fréjol es una planta anual, es decir, que completa su ciclo bioldgico en el periodo
de 1 afio y cuenta con muchas variedades, también presenta tallos que pueden tener
una longitud de hasta cuatro metros, con hojas de gran tamario, flores de tonalidad

blanquecina y frutos en vainas que contienen varias semillas (Porto, 2021).



Figura 2

Morfologia del fréjol
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Nota: Se presenta la planta y el grano del fréjol con sus respectivas partes, por (Romero, 2017).

2.1.5. Valor nutricional del fréjol

En el grupo de las leguminosas, el fréjol es una de las mas importantes a nivel
mundial, al saber que, en América, este alimento constituye la segunda fuente de
proteina vegetal.

Los fréjoles se han caracterizado como un alimento casi completo, debido a su alto
contenido de proteinas, fibra, prebidticos, vitamina B, y quimicamente diversos
micronutrientes. También son una fuente de compuestos polifendlicos con

numerosas propiedades promotoras para la salud (Fuentes et al., 2023).

Como una de las leguminosas mas importantes por sus componentes beneficiosos
para la salud, dentro de sus caracteristicas se destacan el valor nutritivo por su
aportacion de proteinas de 2-3 veces mas proteinas que los cereales. Mencionando
también su actividad antioxidante en la que Yeasmin, Prasad, & Sahu, (2024) nos
indica en su investigacion, en el caso del fréjol rojo que “las proteinas tienen una
alta actividad antioxidante, teniendo en cuenta el buen perfil nutricional, en la que
se podria utilizarse como materias primas potenciales para la extraccion de
proteinas de calidad”. En la cual su combinacion potencializa el valor nutritivo de
la proteina, y su alto contenido de fitoquimicos Unicos, micronutrientes como el

hierro y el &cido fdlico.



Cabe también mencionar que segin Bedoya & Maldonado (2021) “Dependiendo
de la buena nutricion de los suelos serd la absorcion de nutrientes por etapa
fenoldgica, embriologica y por 6rgano de la planta, en el cultivo de fréjol, la
movilizacion de asimilados hacia el grano es muy intensa en los Gltimos dias del

ciclo del cultivo”.

2.1.6. Composicion del fréjol

Los fréjoles tienen una alta calidad nutricional, lo que representa una valiosa fuente
de proteinas, fibra, vitaminas y nutrientes minerales, incluidos niveles

relativamente altos de hierro y zinc en las semillas (Huertas et al., 2022).

No obstante, la variacién del contenido de estos minerales se puede ver influenciado
por las condiciones fisicas y quimicas del suelo, manejo de postcosecha y métodos
de preparacion para el consumo, ademas influye también el clima y otros factores
externos. Por lo tanto, Adegboyega et al., (2019) nos indica que las semillas de
fréjol estan compuestas por “Grasa, contenido de humedad, proteina cruda, ceniza
y carbohidratos y el nivel de antinutrientes (tanino y fitato)”. Tambien incluyen
ccompuestos fenolicos, tocoferoles, acidos grasos insaturados, péptidos y entre
otros constituyente, asociados a las actividades bioldgicas, incluyendo efectos

antioxidantes.

La composicion quimica tiene un fuerte efecto sobre las propiedades nutricionales
de los fréjoles. Los carbohidratos son los nutrientes mas abundantes en los fréjoles
(63-66%), sequidos de las proteinas (21-24%), la fibra cruda (5-7%), la ceniza
cruda (4-5%) y grasa cruda (2—3%) (Anino et al., 2019). Los fréjoles también eran
ricos en fitoquimicos no nutritivos, los cuales pueden ejercer efectos beneficios para
la salud en forma directa, principalmente en el tubo digestivo. Ademas, las proteinas
constituyentes y carbohidratos son de calidad relativamente alta que proporciona
una nutricion adecuada a la dieta. Como en el caso de muchas verduras, los azlcares
estan asociados con el aroma y el sabor.

De tal manera que Kajiwara, Moda Cirino, & dos Santos Escolz, (2021) indica que
“Los principales azlcares libres en los fréjoles incluyen glucosa, fructosa y
sacarosa, también otros azlcares, como la rafinosa y la estaquiosa, pueden tener

efectos digestivos indeseables que restringen el consumo de fréjoles”.
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Tabla 2

Componentes nutritivos del fréjol

Componentes Fréjol Fresco % Fréjol cocido %
Proteina 18,06 18,02

Fibra 8,25 3,10

Grasa 2,7 0,68

Minerales 5,01 4,73

Nota: Se muestra los componentes nutritivos del fréjol fresco y del fréjol cocido en porcentajes.
Tomado del material de investigacién de MedCrave por (Urias Sauceda et al., 2019).

El fréjol ha sido de interés para muchas investigaciones en temas como la
composicion quimica, andlisis proximal, calidad fisica, nutricional vy
antinutricional. De forma general, la proteina en rangos de 16 a 27 %, fibra de 3 a
7 %, de extracto etéreo de 3a 7 % y de cenizas de 4 a 6 %. (Mencia Guevara et al.,
2020). La semilla del fréjol es rica fuente de proteina dietética con globulinas (65%
p/p), albiminas (15% p/p), glutelinas (10% p/p), y prolaminas (2% p/p) siendo los
componentes proteicos (Sarker, Chakraborty, & Roy, 2020)

2.1.7. Variedades de fréjol

Los fréjoles son plantas anuales cultivadas en climas templados o a su vez en climas
subtropicos, existe una amplia gama de especies de fréjol, por su variedad en su
composicion quimica y de igual manera en sus caracteristicas fisicas, como el
tamafio, color, dureza. El cultivo de fréjol es una parte importante de la economia
agricola, y hay aproximadamente 70 variedades de fréjol nativo, que se distribuyen
en siete grupos principales: negro, amarillo, blanco, purpura, crema, pinto y
moteado. Sus semillas son la base de los alimentos para muchos paises debido a sus
propiedades nutricionales y bajo costo, asi como la posibilidad de almacenamiento
a largo plazo (Corzo Rios et al., 2020).

Los fréjoles mesoamericanos y andinos difieren en tamafio y color de la capa de
semilla. Los fréjoles mesoamericanos tienen pequefias cortezas de semillas de color
blanco, beige, negro, marrén, morado, amarillo y rojo o incluso multicolores. Los

fréjoles andinos tienen un gran tamafio y una gran diversidad de colores de capas
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de semillas, incluyendo blanco, rojo, crema y amarillo, con o sin la presencia de

rayas 0 manchas de otros colores (Kajiwara et al., 2021).

2.1.7.1. Fréjol Marrén

Los fréjoles marrones son un tipo de fréjol comdn, estas leguminosas tienen de igual
manera una forma de rifién y son de color marrén claro, son uno de los tipos de
fréjoles mas utilizados en Latinoamérica, cabe recalcar que son las variedades
preferidas, debido a sus supuestas propiedades sensoriales como el ablandamiento,
el buen sabor y el aroma en la coccidn, especialmente el marrdn claro grande (ver
figura 3).

El contenido de potencialmente compuestos bioactivos, son muy nutritivos y sanos,
ya que aportan gran contenido de fibra, proteinas y vitaminas. Aunque varian
considerablemente segln el grano genotipos y factores ambientales, asi como las
condiciones de procesamiento y almacenamiento. Los fréjoles comunes y las
legumbres son una de las principales fuentes de proteina vegetal en todo el mundo
y contienen fitoquimicos con diversas actividades biologicas, incluyendo
antioxidante (Nina et al., 2023).

Figura 3

Fréjol Marron

Nota: Se muestra el fréjol marron. Tomada en las instalaciones del laboratorio de investigacion de
la Universidad Estatal de Bolivar.
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2.1.7.2. Fréjol Negro

Esta opcion de fréjol con forma de rifion es de coloracion oscura, sabor dulce, con
una pequefia mancha blanca. Es una de las leguminosas preferidas por los paises de
América Latina y Africa, tienen un elevado contenido de molibdeno y 4cido félico,
también es una buena fuente de hierro, tiamina, vitaminas que reducen los niveles
de homocisteina sérica.

Por lo que es considerado una de las principales fuentes de minerales y ademas de
carbohidratos saludables que aportan energia al organismo, aunque su aporte
caldrico es relativamente bajo. Es una buena razén por la que su consumo puede
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares ya que previene enfermedades

neurodegenerativas (Melini et al., 2023).

De igual manera en la investigacion de Mojica et al., (2024) mencionan que las
proteinas de los fréjoles negros (Phaseolus vulgaris L.) como fuente de péptidos
bioactivos, los cuales presentan caracteristicas importantes como alto potencial
bioldgico, baja toxicidad, bajo o nulo alergenicidad, alta diversidad estructural y
tamafio pequefio (en relacion con los anticuerpos). Las capas de semillas de fréjol
negro podrian ser una fuente eficiente de compuestos bioactivos que se pueden

agregar a los alimentos con el fin de ejercer beneficios para la salud.

Figura 4

Fréjol negro

Nota: Se muestra el fréjol negro. Tomada en las instalaciones del laboratorio de investigacién de la
Universidad Estatal de Bolivar.
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2.1.7.3. Fréjol Panamito

El panamito también conocido como fréjol blanco, en Ecuador es uno de los mas
populares por su consumo, es un alimento desinflamante, destacando su contenido
de antioxidantes, tiene un contenido bajo de grasa y su cantidad de colesterol es

menor en relacion con otros tipos, por tratarse de un alimento de origen vegetal.

Figura 5
Fréjol Panamito

Nota: Se muestra el fréjol panamito. Tomada en las instalaciones del laboratorio de investigacion
de la Universidad Estatal de Bolivar.

El fréjol blanco (Phaseolus vulgaris L.) la leguminosa mas consumida en el mundo
como una excelente fuente de proteinas, fibra dietética, fitoquimicos y
polisacéridos, demostrando otros biocomponentes tienen varios beneficios para la
salud, como la hipoglucemia y efectos hipolipidémicos y la reparacion de la funcion
intestinal. recientemente su atencién ha sido atraida por sus ingredientes
funcionales y generalizada que podria exhibir efectos beneficiosos sobre una dieta
alta en grasas inducida por esteatosis hepatica a través de la orientacion de la
microbiota intestinal y sus metabolitos.

Los estudios previos sobre la actividad biolédgica de los fréjoles blancos se han
centrado principalmente en sus componentes o extractos individuales. Ademas, la
mayoria de los componentes funcionales en los fréjoles blancos enteros son
indigeribles y/o no absorbibles, evitando asi la digestion del tracto gastrointestinal

superior (Feng et al., 2023).
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2.1.7.4. Fréjol UEB-Bombolin

Se le denomina UEB-Bombolin es un miembro de la familia Fabaceae, la cual es
una nueva variedad de fréjol voluble que certific el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP), a través de la Direccion Provincial de
Bolivar. Su semilla es de color rojo brillante, pequefia; desarrollada por técnicos de
la Universidad Estatal de Bolivar, proviene de un proceso de seleccion en los
campos de productores de los cantones Guaranda, San Miguel y Chillanes. “En
estos suelos la materia organica cumple un papel preponderante en las propiedades
fisicas para generar suelos bien estructurados y estables, esta materia organica
aporta mucho nitrégeno (N), fosforo (P) y azufre (S) de carécter organico” (Bedoya
& Maldonado, 2021).

Segun la investigacion de Yeasmin, Prasad, & Sahu, (2024) Se considera una fuente
de proteinas notable (20-40%). La composicion de aminoacidos de los fréjoles
rojos se caracteriza por la presencia de aminoacidos esenciales que incluyen acido
aspartico, arginina, acido glutamico, leucina y lisina. Esta variedad es resistente a
las principales enfermedades foliares como la roya, mancha angular, entre otras.
Para la nueva variedad de fréjol rojo, mediante el articulo de Tang et al., (2023)
destacan que es una leguminosa de la cual se podria usarse para desarrollar una
nueva alternativa de leche a base de plantas debido a su alto contenido de proteinas

y diversos beneficios para la salud.

Figura 6
Fréjol UEB- Bombolln

B - SRDES
Nota: Se muestra el fréjol UEB- Bombolln Tomada en las mstalauones del laboratorio de
investigacion de la Universidad Estatal de Bolivar.
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2.1.8. Caracteristicas nutricionales
2.1.8.1. Proteinas

La mayoria de las proteinas desempefian sus funciones en entornos celulares
abarrotados y complejos, donde las proteinas estan rodeadas por numerosas
moléculas biologicas (Xu, Cheng, Liu, & Conggang, 2024). De tal manera que
Gomez & Quesada, (2019) nos explica que “Las proteinas son las macromoléculas
organicas méas abundantes en las células vivas, y en el ser humano, se desempefian
como componentes estructurales, enzimas, hormonas, mensajeros, transportadores

y componentes del sistema inmune”.

En cuanto a las proteinas de las leguminosas contienen péptidos bioactivos con
propiedades beneficiosas para la salud, de modo que las semillas de fréjol contienen
alta proteina dietética debido a su contenido de amino&cidos, biodisponibilidad
sustancial de proteinas y bajos niveles de factores antinutricionales (Adegboyega et
al., 2019).

Tal como nos indica Gomez & Quesada, (2019) Las proteinas “Estan construidas a
partir un mismo conjunto de 20 aminoacidos, los cuales nos indica que nueve de
ellas no pueden ser sintetizados en el organismo, por lo que se les considera
amino&cidos esenciales”.

Cabe destacar que las proteinas de las leguminosas son una fuente importante de
proteina vegetal que contienen péptidos bioactivos con propiedades beneficiosas
para la salud, aun cuando no contiene todos los aminoécidos esenciales para el
humano, se lo puede complementar con granos lo cual nos brinda una proteina
completa de calidad similar a la presente en los productos de origen animal, pero
sin el aporte de grasa saturada y colesterol. Al aumentar la ingesta de proteinas se
ha sugerido mejorar las ganancias en masa muscular y fuerza en adultos (Wirth,
Hillesheim, & Brennan, 2020).

En general las proteinas de origen vegetal se utilizan como estabilizadores de
emulsion en la industria alimentaria debido a su considerable actividad superficial,
biodegradabilidad y excelente valor nutricional. Las proteinas de las leguminosas
son uno de los tipos de proteinas vegetales mas utilizados, altamente utilizadas en
el cuerpo y pueden ser una excelente alternativa a la proteina animal (Lin et al.,
2024).

16



2.1.8.2. Fibra

Historicamente, se la definié simplemente como fibra celulésica o fibra alimentaria,
sin embargo, es mucho mas complejo. Se sabe desde hace tiempo que los alimentos
que contienen fibra natural, como frutas, verduras, legumbres y granos integrales,
brindan beneficios para la salud que pueden atribuirse a la fibra dietética, la amplia
gama de nutrientes y fitoquimicos que se encuentran en estos alimentos (McKeown
etal., 2022).

El consumo de fibras de leguminosas esta asociado por sus beneficios para la salud
del sistema cardiovascular, al tiempo que reduce los niveles de colesterol, glucosa
en la sangre y mejora el movimiento de los alimentos a través del sistema

cardiovascular tracto digestivo (Tiwari & Cummins, 2021).

Como lo indica Didinger et al., (2022) “Son beneficiosas para la salud humana
debido a sus mayores propiedades funcionales, fisioquimicas y fisioldgicas. Se ha
informado que el consumo de fréjol seco y otras legumbres reduce el riesgo de

enfermedades cronicas, presumiblemente en parte a su contenido de fibra dietética”.

De tal manera que la fibra dietética consiste en formas no digeribles de
carbohidratos, generalmente como polisacaridos que se originan en alimentos de
origen vegetal. La optimizacion de la fibra dentro de nuestras dietas representa una
importante estrategia de salud publica para mejorar tanto la salud metabdlica como
la general (Barder., 2020).

Los fréjoles (Phaseolus vulgaris L.), son una fuente rica de proteina dietética y
contienen cantidades aproximadamente iguales con la fibra dietética (Ladrillo et al.,
2022). Como se resume en Didinger & Thompson, (2021) EI contenido por porcion
comestible de la proteina dietética en el fréjol seco sobre una base de 100 kcal, lo
cual hace gue su contenido sea similar. La fibra dietética (DF) que se encuentra en
el fréjol se clasifica en tres fracciones, soluble (SDF), insoluble (IDF) y
oligosacaridos (OLIGO), La fibra dietética insoluble constituy6 la porcion mas alta
con (54.0%), seguida de SDF (29.1%) y por ultimo OLIGO con (16.8%) (Ladrillo
et al.,, 2022). La proporcion de fibras solubles e insolubles influyen en las
propiedades fisicoquimicas, que se utilizan para modificar la consistencia, textura

y las caracteristicas sensoriales en los productos finales.
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2.1.8.3. Grasa

Las legumbres son ricas en acidos grasos insaturados, lo que las hace susceptibles
a oxidaciones enzimaticas (no) que conducen a la formacion de olores indeseables
(Khrisanapant et al., 2019). Sin embargo, a pesar de sus beneficios para la salud, se
sabe que los acidos grasos insaturados son mas susceptibles a la oxidacion que los
acidos grasos saturados, debido a la presencia de uno o mas enlaces dobles.

El contenido nutricional y bioldgico de las leguminosas, se las puede considerar
indispensables dentro de las dietas saludables, en especial por su alto contenido en

proteinas y bajo aporte en grasa (Simbafia Simba, 2022).

Los fréjoles y las legumbres son ricas en proteina vegetal, fibra, vitaminas del grupo
B, &cido fdlico, calcio, potasio, fosforo y zinn. Son similares a la carne en nutrientes,
pero con menores niveles de hierro y sin grasas animales, la mayoria de los fréjoles
también tienen pocas grasas. Como lo indica (Dumas Verduga, 2022) “El frejol
naturalmente tiene un bajo porcentaje de grasa, este pardmetro depende de la

variedad, temporada de cosecha, sitio de produccién, clima y demas factores”.

2.1.8.4. Minerales

Los minerales son muy importantes en el organismo ya que participan en la
regulacién de los procesos corporales, ya que son elementos clave en el cuerpo y se
requieren por acumulacion, es decir, aunque no son una fuente de energia nuestro
organismo los almacena para su posterior uso en los procesos metabélicos o
fisiologicos. Las legumbres son consideradas una gran fuente de minerales,
principalmente de calcio, hierro, zinc, magnesio, fésforo y potasio. Son elementos
inorganicos esenciales para el correcto funcionamiento de las funciones
estructurales y reguladoras de cada uno de los procesos del organismo (Simbafia
Simba, 2022). Las necesidades diarias de los micronutrientes, los minerales tanto
como las vitaminas, son necesarias para nUMerosos procesos internos, varian en
funcién del metabolismo, la edad o el sexo de cada persona, aunque si existen
cantidades minimas requeridas que el organismo necesita de cada uno de ellos en
condiciones de salud estables. Todos los minerales son necesarios para diferentes
procesos internos, su presencia es importante, aunque sea en cantidades minimas
(Nieto, 2021).
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El contenido de minerales en el fréjol varia en funcion del material genético, manejo
del cultivo y condiciones de almacenamiento, en esta especie se encuentra hierro,
potasio, magnesio y zinc en cantidades significativas, lo que le permite ser utilizado
como alternativa en sustitucion de carnes y otros productos proteicos (Dumas
Verduga, 2022).

2.1.8.5. Cenizas

El contenido de cenizas en el fréjol seco indica una cantidad total de minerales,
materia seca organica y micro elementos mayor al comprarlo con el fréjol verde,
los cuales se van concentrando en la semilla a medida que va llegando a la etapa

final de madurez fisiolégica (Bedoya & Maldonado, 2021).

2.1.8.6. Carbohidratos

Conocidos también como hidratos de carbono, son unas biomoléculas formadas por
tres elementos fundamentales: el carbono, el hidrdgeno y el oxigeno, representan
una parte de la alimentacion humana, y es posible encontrarlos en alimentos
comunes. Segun Angulo, (2023) “Su funcion mas relevante es la de contribuir en la
obtencion y almacenamiento de energia, que requiere el organismo, ya que la
enzima amilasa, que trabaja en la descomposicion de esta molécula en glucosa, para

usarla como energia para las células, 6rganos y tejidos”.

Son 6ptimos para poblacion diabética, y es una fuente de hierro, importante en la
prevencién y control de la anemia. Los carbohidratos constituyen la fraccién
principal en los granos de las leguminosas, del 50 al 70 % del peso seco en promedio
corresponde a este macronutriente, se encuentran en mayor proporcion en el fréjol
comun a diferencia de las demas leguminosas, por consiguiente, el consumo de

fréjol aporta energia de reserva (Dumas Verduga, 2022).

Las legumbres, son una fuente excelente y econdmica de proteinas, carbohidratos,
fibra, mineral ademas del bajo contenido de grasa. De acuerdo con Bedoya &
Maldonado, (2022) “Los carbohidratos que contienen los fréjoles es de clasificacion
compleja, de modo que ayudan a regular los niveles de azlcar en la sangre, debido
a su lenta digestion y bajo indice glicémico, ya que son absorbidos por nuestro

organismo, por esta razon se adhiere al colesterol malo e impide que este llegue a
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la sangre y sea absorbido, por lo que reducen el colesterol ya que contiene también
fibra”.

2.1.8.7. Lipidos

Los lipidos son un grupo de moléculas bioldgicas, formado principalmente por
carbono, oxigeno e hidrégeno, en algunos casos azufre, fosforo y nitrogeno. En
cuanto a su propésito en el cuerpo humano, son de crucial importancia para el
almacenamiento de energia y el desarrollo de la membrana celular. Sin embargo,
también hay que destacar que si los niveles de lipidos son muy altos pueden
acumularse en las paredes de las arterias hasta formar una placa que puede obstruir

el paso de la sangre (Retana, 2019).

El contenido total de lipidos podria cambiar dependiendo de la variedad,
localizacidn, clima, condiciones ambientales y el tipo de tierra en la cual crece. De
tal forma que los lipidos de los fréjoles, tienen una variedad de acidos grasos y
contienen cantidades sustanciales de acidos grasos esenciales, se caracterizan por
ser insolubles en agua y muy solubles en compuestos organicos y son una gran

fuente de energia debido al niumero de enlaces (Simbafa Simba, 2022).

2.1.8.8. Vitaminas

Las vitaminas son sustancias organicas complejas, biolégicamente activas y con
diversa estructura molecular son nutrientes esenciales deben obtenerse de los
alimentos para mantener la funcién fisiol6gica normal, desempefian un papel
importante en el proceso de crecimiento humano, metabolismo y desarrollo para

contribuir una vida saludable.

Ademas, la vitamina tiene un fuerte efecto antioxidante, que puede eliminar los
radicales libres de oxigeno. Cabe recalcar que las vitaminas no estan involucradas
en la composicion de las células, ni proporcionan energia para el cuerpo, pero
pueden participar en la funcion metabdlica. Como lo indica Johnson, (2022) La
mayoria de las vitaminas, con excepcion de la D, K, B1, B2 y el acido folico, no
son sintetizadas por el organismo, y si lo hacen, las cantidades son insuficientes;

por lo tanto, es necesario su aporte externo.
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Las vitaminas A, B12 y D se almacenan en cantidades importantes, sobre todo en
el higado, también se almacenan en las células adiposas excepto la vitamina B12.
En el caso de los fréjoles y las legumbres son ricas en proteina vegetal, fibra,
vitaminas del grupo B, hierro, &cido félico, calcio, potasio, fésforo y zinc (Manetti,
2022). La ingesta insuficiente de vitaminas conducirda a un desequilibrio
metabdlico, disminucion de la inmunidad, desnutricion y la susceptibilidad a
diversas enfermedades, de igual manera si hay una suplementacion excesiva

podrian aumentar el riesgo de enfermedades (Xia, Chen, & Chen, 2024).

2.1.8.9. Tiamina

La tiamina, conocida también como la vitamina B1, esta presente en numerosos
alimentos, tanto de origen vegetal como animal, es un micronutriente esencial que

el organismo requiere para realizar correctamente las funciones vitales.

Es importante para el crecimiento, desarrollo y funcionamiento de las células del
organismo. De manera que, en la redaccion de Béez, (2022) nos indica que la
vitamina es soluble en agua, esto implica que se absorbe con rapidez, sin embargo,
en poco tiempo también se elimina a través de la orina, de ahi la importancia de

ingerirla a diario en cantidades suficientes.

Cabe destacar que nuestro cuerpo no la produce, por ello, la obtenemos mediante
una dieta variada y equilibrada, la tiamina. La vitamina B1 ayuda a las celulas del
organismo a convertir carbohidratos en energia. El papel principal de los
carbohidratos es suministrar energia al cuerpo, especialmente al cerebro y al
sistema nervioso. La tiamina también juega un papel en la contraccion muscular y

la conduccidn de las sefiales nerviosas (Dugdale, 2023).

2.1.8.10. Riboflavina

La riboflavina, es decir, vitamina B2, son coenzimas importantes en el metabolismo
energético, el cuerpo mantiene una pequefia reserva de estas vitaminas y desempefia
un papel crucial en el mantenimiento de la salud del organismo, ayuda en la
produccion de glébulos rojos y en la liberacion de energia de las proteinas. Es el

unico precursor para generar coenzimas biologicas flavina adenina dinucledtido
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(FAD) y flavina mononucleétido (FMN), que participan en humerosas reacciones

enzimaticas y desempefian funciones metabdlicas (Zhou et al., 2021).

Las vitaminas B deben consumirse para prevenir deficiencias, participa en los
procesos de respiracion celular y en el desarrollo embrionario y en la formacion de
anticuerpos y globulos rojos, también ayudan a una buena salud ocular e interviene
en la liberacion de la energia contenida en los hidratos de carbono, grasas y
proteinas (Monge, 2023). Es hidrosoluble, lo cual significa que no es sintetizada
por el cuerpo humano y su almacenamiento es limitado, deben ser ingeridas

regularmente para conservar esta reserva.

2.1.8.11. Niacina

La niacina (vitamina B3) tiene propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
antitrombdticas, puede mantener la disfuncién oxidativa mitocondrial. Se cree que
los efectos protectores de la niacina contra el estrés oxidativo operan a través de
dos mecanismos; Interviene en el metabolismo de los hidratos de carbono, grasas y

proteinas (Ganjiani et al., 2024).

Tiene propiedades protectoras contra el estrés oxidativo y puede tener potencial
como un compuesto clinicamente relevante para la mitigacion del dafio tisular
testicular resultante de la torsion testicular, presenta funciones relacionadas con el

sistema nervioso, aparato digestivo y piel (Monge, 2023).

2.1.8.12. Aminoacidos

Los aminoacidos esenciales son importantes para el cuerpo, son los componentes
basicos de la vida.; ya que, cumplen funciones relacionadas con la creacién de
proteinas; asi como la creacion y mantenimiento del tejido muscular y cerebral. Los
aminodacidos considerados esenciales son: isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptéfano y valina (Berlanga, 2020). Respecto a los
aminoacidos estos se caracterizan por niveles bajos de metionina y cisteina, pero
elevados de lisina (Quintero et al., 2022). La deficiencia de aminoacidos es debido
a una dieta desequilibrada e inadecuada en proteinas. De tal manera, Yates et al.,

(2023) nos menciona que “Nueve de los veinte aminoacidos comunes deben
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consumirse de los alimentos, ya que no se crean dentro del cuerpo”. Son las
moléculas mas abundantes y tienen una gran diversidad en sus funciones, puesto
que forman parte de enzimas, hormonas, neurotransmisores. La capacidad del
organismo para sintetizar nuevas proteinas depende fundamentalmente por la
composicion y la disponibilidad de los aminoacidos esenciales (Quesada & Gémez,
2019). La secuencia de aminoacidos y la longitud de la cadena son algunos de los
principales y mas importantes parametros que influyen en la hidrolisis de proteinas

durante los tratamientos enzimaticos (Mojica et al., 2024).

2.1.9. Actividad bioldgica
2.1.9.1. Fenoles

De acuerdo con Almeida da Silva et al., (2024) Son compuestos organicos
aromaticos que contienen el grupo hidroxilo, se pueden encontrar células vegetales
en formas solubles e insolubles, si bien la forma soluble generalmente se encuentra
dentro de las vacuolas de las células vegetales, la contraparte unida a la insoluble
se encuentra en la pared celular y se une covalentemente a las macromoléculas

como los (carbohidratos y proteinas estructurales).

En el caso de mencionar el fenol, un producto quimico intermedio tdxico que es un
subproducto comudn de muchas aplicaciones industriales, que también se encuentran
en algunas plantas y aceites esenciales estos también se encuentran ampliamente en
las aguas residuales de muchas industrias, es decir, las industrias farmacéuticas, de

conversion de carbdn, quimica (Shimshoni et al., 2024).

Ademas, P. vulgaris L. contiene una variedad de compuestos fenolicos, estos
compuestos también sirven como los principales antioxidantes en las legumbres que
juegan un papel clave en la reduccién de las especies reactivas de oxigeno que
causan dafios celulares y moleculares Sarker, Chakraborty, & Roy (2020). En el
caso de los compuestos fendlicos pueden inhibir la accion y produccion de
mediadores proinflamatorios, lo que resulta en su capacidad antiinflamatoria

(Fonseca Hernandez et al., 2023).
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2.1.9.2. Polifenoles

Son compuestos organicos que se encuentran abundantemente en casi todas las
plantas, con una estructura quimica que incluye al menos un anillo aromatico con
varios sustituyentes y grupos hidroxilo, generalmente categorizados como
flavonoides, acidos fendlicos, taninos y lignanos, se han convertido en un campo
emergente de interés en la nutricion en las ultimas décadas (Yang et al., 2024). El
consumo de polifenoles puede desempefiar un papel bioactivo en la salud a través
de la regulacion del metabolismo, el peso, las enfermedades crénicas y la

proliferacion celular.

Ademas, como lo indican en la investigacion de Sarker, Chakraborty, & Roy,
(2020) “Son los antioxidantes de mayor consumo en la dieta por su presencia en
diferentes alimentos, los polifenoles pueden exhibir un efecto sinérgico con los
péptidos que tienen actividad antioxidante, y tienen maltiples beneficios para el
cuerpo humano”. El principal interés de los polifenoles esta relacionado por sus
notables propiedades antiinflamatorias que se asocian a posibles efectos protectores
frente a la actividad anticancerigena o agentes neuroprotectores en trastornos
neurodegenerativos progresivos (Rodriguez Madrina & Suarez Valles, 2020).
Segun Montoya, (2023) “La concentracion de polifenoles alimentarios en el tracto
digestivo es alta, ejerciendo una actividad local que impide oxidacion de otros
nutrientes, ayudan a la funcion endotelial, que es el revestimiento interno de los

vasos sanguineos, mejora la circulacion sanguinea”.

2.1.9.3. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de componentes dietéticos que se encuentran
exclusivamente en alimentos vegetales polifendlicos que han generado gran interés,
estos exhiben muchas acciones in vitro e in vivo, incluyendo actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antineoplasica y antimicrobiana (Rhonda S. et al., 2021).

La palabra latina flavus, que significa "amarillo”, es la fuente de la frase
"flavonoides™ o "bioflavonoides”, que se encuentran en grandes cantidades en las
plantas. Los flavonoides tienen una estructura quimica basica de C6 — C3 — C6, que
consta de dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos (Tizazl &
Bekele, 2024).
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Los flavonoides tienen seis clases cada una con su estructura quimica, indicadas en
la figura 7, estos son flavanonas, flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavan-3-oles y

antocianidinas.

Figura 7
Clases de flavonoides
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Nota: Se indican las clases de Flavonoides y sus estructuras quimicas. Tomada de Science Direct,
por (Tizazu & Bekele, 2024).

2.1.9.4. Antocianinas

Las antocianinas son responsables de dar colores a muchas frutas, verduras y flores,
son los principales pigmentos que producen el color purpura/azul/rojo en las hojas,
flores y frutos de las plantas, confiriendo una enorme diversidad fenotipica.
Ademas, se producen comunmente en las plantas para hacer frente a condiciones
ambientales adversas (como luz intensa, sequia y deficiencia de nutrientes) (Sainan
etal., 2022).

Son una clase de compuestos flavonoides solubles en agua, colorantes y no toxicos
a través de una serie de reacciones enzimaticas, también en su expresion de genes

relacionados con su via metabolica (Rodriguez Mena et al., 2023).

Estos compuestos son poderosos antioxidantes que ayudan a neutralizar los
radicales libres, al proteger a las células y tejidos reduciendo el estrés oxidativo en

el cuerpo, estos compuestos tienen una amplia gama de beneficios para la salud
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humana pueden contribuir a la prevencién del envejecimiento prematuro y reducir
el riesgo de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo en el cuerpo (Chu et
al., 2023).

Las antocianinas son pigmentos vegetales de gran importancia, el color de los
granos negros es causado principalmente por la composicion y cantidad de
antocianinas, que son la razon principal de su valor nutricional (Ma et al., 2023).
Estan presentes en legumbres como fréjoles negros, fréjoles rojos, y pintos; estas
moléculas han demostrado aumentar la expresion de enzimas antioxidantes (Ramos
Lalaleo, 2019). Cabe recalcar que la cascara del fréjol negro contiene una variedad
de antocianinas y otras sustancias que ejercen efectos protectores contra la

obesidad, inflamacidn, diabetes y cancer (Mubai et al., 2023).

2.1.9.5. Antioxidantes

Los antioxidantes juegan un papel crucial en la salud humana, ya que son capaces
de inhibir o retrasar la oxidacion de otras moléculas, las reacciones de oxidacion
pueden producir radicales que comienzan reacciones en cadena que dafan las
células, su consumo en la dieta es importante, ya que estos son capases de
neutralizar radicales libres, el organismo tiene un complejo de mecanismo de
defensa contra los agentes oxidantes que se producen naturalmente en el

metabolismo.

Es decir, como lo indica Ramos Lalaleo, (2019) Los antioxidantes tienen fuertes
efectos protectores contra las principales enfermedades ya que esta relacionado con
la disminucion de enfermedades degenerativas y cardiovasculares también con el

riesgo de contraer diabetes y obesidad.

Un antioxidante reacciona quimicamente con sus componentes naturales para
modificar o suprimir la produccion de especies oxidantes (Ramos Lalaleo, 2019).
Los efectos antioxidantes se extienden a las proteinas relacionadas con la
inflamacion, reduciendo el estrés oxidativo inducido por la degradacion de 6xido
nitrico. El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio entre la produccion
de antioxidantes y oxidantes en un organismo, lo que puede resultar en el desarrollo

de diversas enfermedades (Fonseca Hernandez et al., 2023).
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La actividad antioxidante de las leguminosas ha aumentado su interés debido a que
el consumo esta relacionado con la disminucion de contraer enfermedades
cardiovasculares, diabetes, hipertension y obesidad, los compuestos antioxidantes
en el fréjol se encuentran principalmente en su forma ligada por enlaces éster a
componentes estructurales de la pared celular como celulosa y lignina. Estos
compuestos son potentes antioxidantes contra los radicales hidroxilos y peroxilo,
ademas pueden sobrevivir a la digestion gastrointestinal y llegar al colon, donde

pueden tener su efecto antioxidante (Rochin Medina et al., 2021).

2.1.10. Métodos para la determinacién antioxidante

En la medicion de los compuestos de interés con capacidad antioxidante, éstos
reaccionan directamente con el radical, disminuyendo asi la intensidad del color,
Los radicales libres son especies quimicas que poseen electrones desapareados, por
lo que son muy reactivos y tienden a tomar electrones de moléculas estables con el
fin de alcanzar su estabilidad electroquimica, estas muestras se realizan con los
sobrenadantes por los métodos estandarizados colorimétricos (Mejia Reyes et al.,
2021).

Los diversos compuestos cromdgenos (ABTS, DPPH y FRAP) presentan una
excelente estabilidad en ciertas condiciones, los métodos mas aplicados son ABTS
y DPPH. Aunque también muestran diferencias, cabe destacar que la capacidad
antioxidante se ha convertido en una caracteristica ampliamente demandada en los
alimentos, por su determinacion mas rapida que permite ahorrar tiempo en

comparacién con otros métodos (Mejia Reyes et al., 2021).

Por esta razdn son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos
fenolicos que contienen los frutos para captar los radicales libres generados,
operando asi en contra los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que

implican a especies reactivas de oxigeno.

2.1.10.1. ABTS

En el método ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza

hidrofilicay lipofilica. El radical ABTS tiene, ademas, la ventaja de que su espectro
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presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico.
(Diaz Mufioz, 2021). Este método es el mas indicado en cuanto a ensayos de
compuestos coloreados, como el caso de las antocianinas, reduciendo posibilidades

de interferencias de los compuestos coloreados (Ruiz Benitez, 2020).

2.1.10.2. FRAP

Con respecto al método FRAP, esta técnica dptica se utiliza para medir la difusion
lateral bidimensional de moléculas en peliculas delgadas, como membranas,
utilizando sondas marcadas fluorescentemente, también tiene aplicaciones en la

unién a proteinas (Aherm, Rajagopal, & Taralyn, 2022).

2.1.10.3. DPPH

ElI DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccién que puede
ser quimica. En el caso del ABTS, es un método quimico donde el radical ABTS se
obtiene tras una reaccion quimica en especifico reacciéon de oxidacion que puede
ser con persulfato de potasio, dioxido de magnesio. Una de las ventajas de este
método es capaz de medir compuestos tanto lipofilicos e hidrofilicos, ademas
presenta un amplio espectro de absorbancia 414 nm, 654 nm, 754 nm y 815 nm en
etanol (Diaz Mufioz, 2021).

Consiste en un método muy usado para determinar la actividad antioxidante de
frutas (zumos), verduras, café, entre otros. Su fundamento se basa en la aceptacion

de un electron o &tomo de hidrogeno por la molécula.

En la solucién DPPH al reaccionar con un sustrato antioxidante que puede donar
un atomo de hidrogeno, el color violeta presente en la solucion inicial se desvanece,
pasando del color violeta a un color amarillo (reduccién del radical libre por
antioxidantes), siendo el amarillo un color indicador de las propiedades

antioxidantes de las muestras analizadas de interés (Ruiz Benitez, 2020).
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2.1.11. Aprovechamiento del fréjol en la Agroindustria.

El consumo de las leguminosas es una fuente natural de fibras, los efectos
fisioldgicos son atribuidos principalmente a la presencia de compuestos bioactivos,

los cuales poseen propiedades anticarcinogénicas (Aguayo Rojas et al., 2022).

Las legumbres son una fuente esencial de aceites y proteinas, el fréjol se lo
considera principalmente un cultivo huérfano, aungque es conocido por su alto
potencial de rendimiento y valor nutricional en comparacién con la soja
(Adegboyega et al., 2019).

Los fréjoles comunes es una de las legumbres mas economicas y disponibles en
todo el mundo, se convierte en un alimento basico en los paises en desarrollo como
alternativa a proteina animal (Sarker, Chakraborty, & Roy, 2020). Debido a la
importancia nutricional y socioeconémica del fréjol, su contenido rico nos brinda
alternativas para promover el consumo de esta leguminosa por sus beneficios en la
salud, mediante el desarrollo de diversos productos como: harinas, galletas, barras

nutritivas, panque.

En el caso de la barra nutritiva del fréjol, o una galleta que puede ser una mejor
opcidn para su aprovechamiento en la Agroindustria, se elige la mejor variedad de
fréjol que contenga un indice alto de actividad antioxidante debidamente estudiada

para posteriormente elaborar el producto deseado.

Asi mismo, también se ha presentado la sustitucién del consumo del fréjol en grano
por fréjol industrializado, debido a la facilidad que representa su uso con respecto
al fréjol en grano. Se puede mencionar que en el caso del fréjol panamito, en los
ultimos afios ha tenido aceptacion en la industria, para elaborar leche de fréjol para
exportar, se cultiva en Azuay, Loja y en Chimborazo, por su destacada cantidad de

proteinas, vitaminas, minerales y fibra.

Por esa razon, disponer de productos alternativos a base de fréjol seria de gran
beneficio, tanto para los productores de fréjol, pues les permitiria recobrar la
confianza en la produccion de granos como opcion econdmica, como para los
consumidores, que contarian con productos de gran valor nutritivo, lo que a la vez

podria resultar en un aumento del consumo.
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El valor nutritivo es un indicador de una contribucion bien equilibrada de nutrientes
esenciales (proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y minerales) en funcion de
los requerimientos de nutrientes de un individuo y, al mismo tiempo, depende de la
cantidad de alimento/alimentacion que se digiere y absorbe (Rodriguez Espinosa et
al., 2024). La introduccion del fréjol en la dieta es estimulada por sus beneficios
para la salud, su consumo es recomendable debido a su alto contenido de fibra,

minerales y no contiene colesterol (Azevedo Silva et al., 2021).

Para la poblacion ecuatoriana el fréjol es la leguminosa con bastantes areas de
cultivo y consumo en conjunto con el maiz constituye parte de la dieta basica en
gran parte por su contribucion de proteinas y carbohidratos. Cabe destacar que es
un alimento poco costoso para consumidores de bajos recursos, es una fuente de
proteina muy importante en muchos de los paises en desarrollo. Como lo indica la
investigacion de Tapia Yanez et al., (2019) “Em Ecuador el consumo es de 2,6
kg/afo, el cual es muy inferior al de otros paises del area andina como Bolivia, que
ocupa el primer lugar con 10 kg per capita anual”. El aporte de proteinas,
carbohidratos, hierro, fosforo, zinc y fibra es significativamente importante, por lo
tanto constituye también un valioso componente en la soberania y seguridad

alimentaria del pais.

Es bien sabido que las proteinas son nutrientes esenciales para el crecimiento, la
reparacion y el mantenimiento de los tejidos en el cuerpo, si existen problemas en
el organismo para obtener la proteina suficiente a través de la alimentacion regular
ya sean por restricciones dietéticas, preferencias personales o necesidades
especificas, como por ejemplo pueden ser atletas que requieran de una mayor
ingesta proteica, los suplementos pueden ayudar a alcanzar los requerimientos

deseados.
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CAPITULO I

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Ubicacion y caracteristicas de la investigacion

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de investigacion de la Universidad

Estatal de Bolivar, Laguacoto Il (Guaranda Km 1 %2 Via San Simén).

3.1.1. Zona de vida de la investigacion.
La zona de vida de la localidad experimental se llevo a cabo en el laboratorio de
investigacion del sector Laguacoto, perteneciente a la parroquia de Gabriel Ignacio

de Veintimilla del cantdén de Guaranda, provincia de Bolivar.

3.1.2. Situacion geografica y edafoclimatica

Los parametros climéticos se detallan a continuacion:

Tabla 3

Parametros geogréficos
Parametros Climaticos Valor
Altitud 2612 msnm
Latitud 01°36'40” sur
Longitud 78°59'50” oeste
Temperatura minima 8°C
Temperatura media anual 13°C
Temperatura maxima 26,44 °C
Humedad 30%

Nota: Tomado de la Estacion Meteoroldgica, Unidad Estatal de Bolivar, Laguacoto 11 (2021).

3.2. Materiales

3.2.1. Material experimental
e Fréjol marron
e Fréjol negro
e Frejol panamito

e Fréjol UEB-Bombolin
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3.2.2.

3.2.5.

Material de oficina

Libreta de apuntes
Internet

Computador portétil
Boligrafo
Calculadora

Céamara

Impresora

Marcador permanente

Cinta adhesiva de papel

. Material de campo

Tubos Eppendorf de plastico de 2 mL
Tubos Eppendorf de plastico de 1,5 mL
Puntas estériles de 1000 ul

Puntas estériles de 200 ul

Puntas estériles de 10 ul

. Material de bioseguridad

Guantes
Gel antibacterial
Alcohol

Mascarilla

Materiales de laboratorio

e Toallas de limpieza reutilizables

e Balon de aforo color de &mbar

e Bandeja de aluminio

e Probetas

e Recipientes plasticos
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3.3. Equipos

Tabla 4

Equipos utilizados en la experimentacion

Nombre Marca Cadigo

Molino RETSCH 5860627

Balanza analitica OHAUS 20382941

Medidor de pH HANNA 8090106

Espectrofotometro THERMO 20382919

Centrifuga SIGMA 20382910
FISHER

Vortex Mixer 8341308

SCIENTIFIC
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Nombre Marca Cadigo

Liofilizador CHRIST 20382935
Soxtest RAYPA 8088670
g:z;r;ae:"”acwra FLORES VALLES 20382937
Estufa MEMMERT 0204448
Mufla THERMO 8088761
Centrifuga EPPENDORF 8089695
Biobase BIOCHEMISTRY 51302981

INCUBATOR
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3.4. Reactivos

Tabla 5

Reactivos utilizados en la investigacion

Reactivos Férmula Concentracion
Fosfato dibasico de sodio Na,HPO4 99,0%
Fosfato monobasico de sodio Na,H,P04 99,0%,
Trolox C14H1g04 97,0%
Persulfato de potasio K35,04 99%
ABTS (2,2'-Azino-bis-3- C1gHp4Ng04S,, 98,0%
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

Metanol CH3;0H 99,8%
Etanol C,He0 99,8%
Acetonitrilo CH3N 99,0%
Cloruro de potasio KCl 99,0%
Acido clorhidrico HCl 34,0%
Acetato de sodio trihidratado CH3;COONA * 3H,0 98,0%
TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s- CigHy,Ng 98,0%
triazine)

Hierro (111) cloruro hexahidrato FeClFeCls x 6H,0 99,0%
DPPH, Free Radical C18H12N506 90,0%
Folin-Ciocalteu C10HsNAOsS _
Hidroxido de sodio NAOH 97,0%
Acido Gélico C7HeOs 98,0%
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3.5. Métodos
3.5.1. Caracteristicas del experimento

Mediante los siguientes factores de estudio se detallan las caracteristicas del
experimento que son los numeros de factores, niveles, réplicas y variables de

respuestas que se presentan a continuacion en la tabla 6:

Tabla 6

Caracteristicas del experimento

Disefio Factorial
Unidad experimental 12
Factores de estudio 2

Nivel factor A 4

Nivel factor B 3
Tratamientos 36
Repeticiones 3
Tamafio de la unidad experimental 500 mg
Variables respuesta 4

Nota: Las variables de respuesta son la actividad antioxidante, polifenoles, flavonoides y
antocianinas.

3.5.2. Factores en estudio

Los factores considerados para la obtencion de extractos de las diferentes
variedades son: Factor A variedades de fréjol con cuatro niveles, Factor B tipos de

extraccién con tres niveles.

Tabla 7
Factores en estudio
Factores Cadigos Niveles
a;: Fréjol marron
a,: Fréjol negro
Variedad de fréjol A as: Fréjol panamito
a,: Fréjol UEB-Bombolin

b;: Metanol
B b,: Etanol
bs: Acetonitrilo

Tipos de
extracto
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3.5.3. Tratamientos

Los tratamientos que se derivan de los factores de estudio y que se utilizaron como
referencia para el desarrollo de la investigacion, se presentan en la tabla 8 a

continuacioén:

Tabla 8

Combinacién de tratamientos para la investigacion

Tratamientos  Codigo Variedad + Tipos de solvente

1 a1 by Fréjol marrén + Metanol

2 a1 b2 Fréjol marron + Etanol

3 a1 bs Fréjol marrén + Acetonitrilo

4 az bs Fréjol negro + Metanol

5 az b2 Fréjol negro + Etanol

6 a2 bs Fréjol negro + Acetonitrilo

7 as by Fréjol panamito + Metanol

8 az b2 Fréjol panamito + Etanol

9 as bs Fréjol panamito + Acetonitrilo
10 as by Fréjol UEB-Bombolin + Metanol
11 as b2 Fréjol UEB-Bombolin + Etanol
12 as bs Fréjol UEB-Bombolin + Acetonitrilo

3.5.4. Tipo de disefio experimental

Se aplico un disefio factorial de dos variables independientes, en arreglo factorial 4
x 3, donde el factor A representa la variedad de las materias primas a utilizar, el
factor B representa los tipos de solventes para extraccion; obedeciendo asi a un

arreglo factorial AxB con 3 repeticiones obteniendo 36 tratamientos.

El modelo matematico aplicado fue el siguiente:
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Vi =pu+a;+ B + (aB)ij + €iji
Donde:
u: Media General.
a;: Efecto debido al i-ésimo nivel del factor A.

p;: Efecto del j-esimo nivel del factor B.
(ap);j: Efecto de interaccion en la combinacion ij.

&;ji- Error aleatorio que se supone sigue una distribucion.

3.5.5. Modelo de Andlisis de varianza (ANOVA)

Se aplico el siguiente modelo de analisis de varianza:

Tabla 9

Modelo de analisis de varianza (ANOVA)
Fuente de Sumade  Grados de Cuadrado F Valor-
Variabilidad cuadrados libertad Medio 0 P
Factor A SC, a—1 CM, CM,/CM; P(F>F§)
Factor B SCp b—1 CMy  CMz/CM; P(F >FpB)

Error SCx ab(n—1) CMy

Total SC, abn —1

Nota: Se muestra el modelo ANOVA para el disefio en arreglo factorial AXB, detallada por
(Gutiérrez Pulido & De la Vara Salazar, 2008)

3.5.6. Modelo de pruebas de rangos multiples

Se aplico el método de la diferencia minima significativa (LSD) para probar la

igualdad de todos los posibles pares de medias:

4 ]

- = 1 1
|Yi _le > t(%N—k)\/CME (n—+n—> = LSD
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Donde:

|Y; — Y;|: \alor absoluto entre las medias muéstrales.

t(gN_k): Distribucion T de Student con N — k grados de libertad que corresponden
2

al error.
k: NUmero de tratamientos.
CMp: Cuadrado medio del error que se obtiene de la tabla ANOVA.

n;, n;: Numero de observaciones para los tratamientos i y j, respectivamente

LSD: Diferencia minima significativa.

3.6. Metodologia experimental

A continuacion, procedemos a detallar los analisis realizados a la materia prima:

3.6.1. Andlisis bromatoldgico del frejol

Para los analisis y calculos proximales se tomaron como referencia a las
metodologias establecidas por Asociacién Cientifica Dedicada a la Excelencia
Analitica (AOAC).

Tabla 10

Analisis bromatologico del fréjol

Analisis

- Meétodo Formula
Bromatoldgico

5 . ;
AOAC 978.10. % Contenido de fibra cruda

i A—-B
Fibra cruda (WEENDE) e 100
mp — Mg
Humedad AOAC 925.10. %H = —x 100
my; —my
. (m3 - ml) 100
Cenizas AOAC 923.03. %C = —— 100 * ———
/0 (mz_ml)* *100—H
AOAC P, — Py
0 - =
Grasas 2003.06. Yo Grasa ————— 100
Proteinas DUMAS % Proteina cruda = % Nitrbgeno * 6,25

Nota: Metodologias detalladas con su respectiva formula
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3.6.2. Caracterizacion fisica del fréjol
Color:

Se realiz6 un andlisis organoléptico para la determinar el color de las distintas

variedades.
Forma:

En su interior, las semillas pueden ser oblongas, ovales o redondeadas (segun la
variedad), poco comprimidas. Todo esto serd detallado mediante un analisis

organoléptico.
Tamafio:

Cada tipo de fréjol varia su tamafio segln su variedad, ya que su ancho puede llegar

a medir desde 5.4 hasta 9.5 mm.

Para obtener un promedio estadistico se realiz6 un muestreo aleatorio en el que se
seleccionan 10 granos de cada variedad para despues triplicarlos, posteriormente
estas medidas se toman con un calibrador o pie de Rey para poder tener una mayor
exactitud.

3.6.3. Obtencidn de extractos de las diferentes variedades de fréjol (Phaseolus

vulgaris L.).

Las muestras de fréjol son molidas, para posteriormente ser disueltas en los distintos
solventes (metanol, etanol y acetonitrilo) las mezclas se agitaron durante 10
minutos, consecutivamente se ultrasonifica por 10 minutos mas para obtener una
distribucién uniforme de los componentes presentes en la solucidn. Las muestras se
llevaron al proceso de centrifugacion para poder separar el sobrenadante del
precipitado, eliminando los materiales no deseados y mejorando asi la pureza de la

muestra para finalmente reservarlo en un balon de aforo color ambar.

El proceso de agitacion, ultrasonificacion y centrifugacion se realizo 4 veces para
aumentar la eficiencia de extraccion y poder capturar la mayor cantidad posible de
los compuestos antioxidantes que estén presentes en las distintas muestras, cabe
destacar que se siguid el método detallado de Vilcacundo et al., (2020) con

modificaciones.
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3.6.4. Diagrama de flujo para la obtencion de extractos de las diferentes

variedades de fréjol (Phaseolus vulgaris L.)

Metanol
Etanol

Acetonitrilo

Recepcion de la materia prima

Clasificado

A4

Molienda

l

Pesado

Mezclado

i

Agitado

Sonificado

A4

Centrifugado

v

Separado

|

Aforado

A

Almacenado

10 min

10 min

10 min
4500 rpm

— Sobrenadante
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A continuacion, se detallara cada uno de los pasos dentro del diagrama de flujo:

1. Recepcion de la materia prima: Se recepta la materia prima que es otorgada
del semillero perteneciente a la Universidad Estatal de Bolivar.

2. Clasificado: Se verifica que todos los granos estén limpios, sin ninglin cuerpo
extrafio presente; ademas se procede a eliminar aquellos que estén deteriorados
0 en mal estado y los defectos que estos puedan tener.

3. Molienda: Se muelen los granos seleccionados para obtener una harina vegetal.

4. Pesado: En este paso se pesa la cantidad de materia prima molida para poder
determinar las muestras a trabajar.

5. Mezclado: El producto obtenido del pesado se procede a mezclar con los
distintos tipos de solventes.

6. Agitado: Se procede a agitar la muestra durante 10 minutos.

7. Sonificado: Se procede a sonificar durante unos 10 minutos mas.

8. Centrifugado: Las muestras se llevan a la centrifuga a 4500 rpm por 10
minutos a una temperatura de 5°C.

9. Separado: Una vez centrifugada se procede a separar el sobrenadante del
precipitado.

10. Aforado: Conservamos el sobrenadante y procedemos a aforar las muestras en
un balon de aforo color &mbar.

11. Almacenado: Procedemos a almacenar las muestras a una temperatura de 5°C

para sus posteriores analisis de capacidad antioxidante.

3.6.5. Cuantificacion del contenido de polifenoles totales, flavonoides totales y
antocianinas de las cuatro variedades de fréjol.

3.6.5.1. Polifenoles totales:

La cuantificacion de polifenoles totales se realiz6 mediante el método de Folin-
Ciocalteu descrita por el método de (Pifiuel et al., 2019) con modificaciones. La
reaccion de la muestra se dara mediante la mezcla del reactivo Folin-Ciocalteu en
presencia de carbonato de sodio y agua. La absorbancia de las muestras se midié a
una longitud de onda de 750 nm. Para la elaboracion de la curva de calibracion se
emplea como estandar acido Galico.
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3.6.5.2. Flavonoides totales:

El contenido de flavonoides totales se determind, siguiendo el método descrito por
Ramos Escudero et al., (2012) con modificaciones. Se utilizéd (quercetina-3-O
rutinésido) como estandar de referencia en las concentraciones correspondientes
para la curva de calibracion. La mezcla se dejé reaccionar a temperatura ambiente

durante 40 minutos; pasado este tiempo se leyo la absorbancia a 425 nm.

3.6.5.3. Antocianinas:

EL contenido total de antocianinas se calcula usando el método de pH-diferencial
bajo el método (AOAC, 2005) que se encuentra descrito por (Saldafa et al., 2021)
con modificaciones. La primera solucion (pH 1) se prepara mezclando cloruro de
potasio con agua destilada, mientras que la segunda solucion (pH 4,5) se prepara

mezclando trihidrato de acetato de sodio con agua destilada.

El contenido de antocianinas se calcula utilizando una ecuacién equivalente de

cianidina-3- glucésido expresado por litro del extracto, expresado como miligramo.

mg CB GE) _ A xmegavatios * FD * 103

Pigmento de antocianina ( I

ex1

Donde:

¢ = Coeficiente de extincion molar.

A= Cambio en la absorbancia (Aszonm — A700nm)pH1.0 — (As20nm —
A700 nm)pH 4,5

FD = Factor de dilucion.

1 = Longitud del camino

105 = Conversion de g a mg

CB GE = Peso molecular (MW) = 449,2g/mol

L = Litros

mg = Miligramos
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3.6.6. Determinacion la actividad antioxidante in vitro por el método ABTS,
FRAP y DPPH de las cuatro variedades de fréjol.

3.6.6.1. Método ABTS:

La determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS de los extractos
de fréjol se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Pifiuel et al., (2019) con
modificaciones. Al realizar el método se mezcl6 200 uL de extractos mas 3800 uL
de solucion de trabajo de ABTS, consecutivamente las muestras se dejaron reposar
durante 45 minutos para posteriormente medir la absorbancia, las cuales se
midieron a una longitud de onda a 734 nm. Mencionando que se elaboré una curva

de calibracion utilizando estandar de Trolox.

3.6.6.2. Método FRAP:

Para la cuantificacion del contenido de antioxidantes por el método FRAP se
empleo la metodologia descrita por Benzie & Strain (1996) con modificaciones. Se
mezclaron 1800 uL de reactivo FRAP mas 180 uL de agua destilada y 60 uL de
extracto, las muestras se incubaron a 37°C, 500 rpm durante 30 minutos finalmente
se medio a una absorbancia con una longitud de onda 593 nm. Para el método FRAP

se utilizo Trolox para la elaboracion de la curva estandar de calibracion.

3.6.6.3. Meétodo DPPH:

Se tomo 100 uL de extracto con 3900 uL de solucion de DPPH, las muestras se
incubaron a una temperatura ambiente en un lugar oscuro durante 30 minutos al
transcurrir este tiempo la absorbancia de las muestras se midieron a una longitud de
onda 515 nm, como estdndar para la elaboracion de la curva de calibracién,
empleando Trolox (W. Brand-Williams, 1995).

3.6.7. Aprovechamiento del mejor tratamiento rico en antioxidantes para la
obtencion de un suplemento proteico.

Para el desarrollo de este producto se empled la metodologia usada por Houghton
(2021) con modificaciones. En el caso de los aislados proteicos comienzan su vida

siendo granos de fréjol sin procesar, tras la cosecha, los granos se secan y se trituran
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para posteriormente mezclarse con agua para separar la proteina de los azlcares y
las fibras.

Las proteinas se extraen de la solucidn acuosa, se centrifuga y luego se procede a
liofilizar para formarse en un polvo. La produccion de los aislados de mayor
contenido proteico también puede requerir el uso de otros productos quimicos
acidos y alcalinos, como tal es el caso en esta investigacion que para aumentar el
nivel de pH se uso .

Sin embargo, debido a que la proteina puede tener un sabor “desagradable”, pueden
utilizarse técnicas de procesamiento adicionales como la fermentacion o agentes
enmascaradores del sabor para crear un producto final neutro. Con los resultados
obtenidos sobre la cuantificacién total de antioxidantes se procede a la obtencion

de un suplemento proteico de la mejor variedad estudiada.

3.6.8. Método de evaluacion (variables de respuesta)

Tabla 11
Variables de respuesta

Variable Método
Polifenoles Folin Ciocalteu
Flavonoides Kumazawa et al., (2004)
Antocianinas pH Diferencial

ABTS
Actividad antioxidante FRAP

DPPH

Nota: Metodologias aplicadas en cada una de las variables.

3.6.9. Anadlisis de datos

Los datos fueron tabulados con el software estadistico STATGRAPHICS Centurion
XVI1 a través de una prueba ANOVA multifactorial con un grado de significacion
del 95%.
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3.6.10.Diagrama de flujo para la obtencién de un suplemento proteico de la

variedad de fréjol marron (extraccion por puntos isoeléctricos)

Recepcion de la materia prima

Clasificado
Molienda
Pesado 50¢
A
500mLH,0 — > Mezclado
\ 4
N.OH 2 Normal —* Aqgitado pH 10,0
_V 20 min
Centrifugado
4500 rpm
Separado — Sobrenadante
CesHsO7 —> Aagitado pH 4.0
_V 20 min
Centrifugado
i 4500 rom
Separado — Precipitado
Ultracongelado -80°C
— 72 hrs
Liofilizado
-56 °C
v
Envasado

46



A continuacion, se detallara cada uno de los pasos dentro del diagrama de flujo:

o 0 > w

10.

11.

12.

13.

14.

Recepcion de la materia prima: Se recepta la materia prima otorgada del
semillero perteneciente a la Universidad Estatal de Bolivar, y es ingresada al
laboratorio de investigacion.

Clasificado: Verificar que todos los granos estén limpios, sin ningn cuerpo
extrafio presente; se elimina aquellos que estén deteriorados o en mal estado.
Molienda: Se procede a moler los granos para obtener una harina.

Pesado: En este paso se pesan 50 g de harina vegetal en un vaso precipitado.
Mezclado: Adicionar 500 mL de agua destilada.

Agitado: Agitar continuamente y agregar Hidroxido de sodio 2 Normal en gotas
hasta llegar a un pH de 10,0 y seguir agitando en una plancha magnética por 30
minutos.

Centrifugado: Centrifugar a 4500 rpm durante 20 minutos a una temperatura
de 8°C.

Separado: Se separa el sobrenadante del precipitado y es almacenado en vaso
para poder continuar, mientras que el precipitado es desechado.

Agitado: Agitar continuamente y agregar acido citrico en gotas hasta llegar a
un pH de 4,0 y seguir agitando en una plancha magnética por 30 minutos.
Centrifugado: Centrifugar a 4500 rpm durante 20 minutos a una temperatura
de 8°C.

Separado: Se separa el precipitado del sobrenadante, y el precipitado es
almacenado en un frasco plastico, mientras que el sobrenadante es desechado.
Ultracongelado: Las muestras deben ingresar al ultracongelador a una
temperatura de -80 °C hasta que se solidifiquen.

Liofilizado: Una vez solidificadas las muestras ingresan al equipo liofilizador
(marca CHRIST) durante 72 horas en el que se dan dos secados; en el primer
secado ocurre la sublimacion y se remueve entre el 70% y 80% de agua de la
muestra, mientras que en el secado secundario ocurre la desorcion, es decir que
el agua que no fue congelada se evapora.

Envasado: Finalmente se procede a envasar de acuerdo a la dosificacion que

se le otorga al envase.
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CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.1. Caracterizacion fisica del fréjol.

Para la determinacion de color y forma de los granos de las distintas variedades de
fréjol se implement6 un analisis organoléptico, mientas que para la determinacion

del tamafio de los granos se realiz6 un muestreo aleatorio.

Tabla 12

Resultados de la caracterizacion fisica de las diferentes variedades de fréjol.

Fréjol Fréjol Fréjol UEB - Fréjol

Marrén Negro Bombolin Panamito
Color Café oscuro  Negro Rojo oscuro Blanco
Forma Arrifionada  Arrifionada  Redondeada  Arrifionada
Largo mm 9,20 10,05 12,10 7,36
Ancho mm 5,85 6,32 10,19 5,32
Diametro mm 3,79 4,01 9,63 4,40

Nota: Resultados de dimensiones de las diferentes variedades de fréjol

En la tabla 12 se aprecian los resultados de la caracterizacion fisica de los distintos
analisis realizados a cada una de las variedades para la determinacién de color,
forma y tamafio, siendo en tamafio el (largo, ancho y diametro). Mencionando que
el fréjol UEB-Bombolin es una de las variedades que mas destaca debido a que sus
dimensiones son mayores a comparacion de las demas variedades y cuenta con una
forma redondeada mientras que las otras variedades tienen una forma arrifionada
oblonga.

Segun la investigacion realizada por Solano Cervantes et al., (2009) se determin6
que la longitud del grano estuvo en un rango de 8.5 hasta 15.1 mm obteniendo como
promedio 10.8 mm. Destacando aun asi el frejol UEB-Bombolin ya que tiene un

promedio de 12.10 como largo.
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4.1.2. Resultados de los analisis bromatolégicos de las materias primas.

Se realizaron analisis a la harina de las materias primas para determinar el

porcentaje de humedad, cenizas, fibra, proteina y grasa.

Tabla 13
Resultados obtenidos del analisis bromatoldgico de la harina de fréjol

Harina de fréjol

Parametro Método  Marron Negro UEB-Bombolin Panamito
Fibra (%) WEENDE 15,31 24,21 9,86 12,35
AOAC
Humedad (%) 14,77 11,93 13,07 12,02
925.10
_ AOAC
Ceniza (%) 4,02 4,58 4,24 4,36
923.03
AOAC
Grasa (%) 1,17 1,33 1,12 1,26
2003.06
Proteina (%) DUMAS 22,85 2394 22,25 16,58

En la tabla 13 se reflejan los resultados de los analisis realizados a las distintas
variedades, resaltando que las variedades que mas destacaron fueron la de fréjol
marron y sobre todo la de fréjol negro. Los resultados del estudio podrian ser un
punto de partida para definir el pardmetro de proteina, indicando que las variedades
con mayor proteina fueron el fréjol negro con 23,94% y fréjol marrén 22,85%.

En el caso de cenizas, la variedad con el mayor porcentaje fue el fréjol negro con
4,58%, mientras que el de menor porcentaje fue el fréjol marréon, por otro lado, el
contenido de humedad del fréjol esta dentro de un rango aceptable, es
indudablemente el factor mas importante en la vida de las semillas, en el caso del
fréjol marron su porcentaje es de 14,77% esto puede variar segun la humedad
relativa del ambiente en que se encuentra.

Por otra parte, los resultados de Mencia et al. (2020) indican rangos similares para
proteina los cuales oscilan entre 16 y 27 %, cenizas de 4 a 6 % Y el contenido de
humedad entre 11y 17 %.
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En el contenido de fibra en la harina de fréjol, indicé que el fréjol negro tuvo el
mayor porcentaje con 24,21% y en el caso del fréjol UEB-Bombolin tuvo un menor
porcentaje con 9,86%. Por otro lado, el estudio de Blandon & Larios (2019),
identificaron en diferentes variedades de fréjoles contenidos altos de grasas (3-7%);
mencionando que en la investigacion nuestro rango fue menor. No obstante, esto

puede depender del tipo y condicion en que se encuentran.

4.1.2.1. Correlacion de las variables fisicoquimicas.

Hay que resaltar que la funcionalidad de cada variedad de fréjol se define en gran
medida por sus propiedades fisicas y quimicas, las cuales proporcionan una base
importante para la comprension de la composicidn nutricional y las caracteristicas
de los granos. Por lo tanto, a continuacion, se representan los datos obtenidos de
una correlacion de variables para la evaluacion de relacion entre el didmetro de los
granos de cada variedad de fréjol y los distintos resultados obtenidos en los analisis

bromatologicos.

Tabla 14

Resultados obtenidos mediante la correlacién de Pearson

Correlacion  Fréjol Marrén Fréjol Negro  Fréjol Panamito Fgﬁ!éﬁﬁ )
Diametro mm 1,00 1,00 1,00 1,00
Proteina 0,03 0,00 -0,95 -0,78
Fibra -0,85 0,52 0,56 0,99
Humedad 1,00 -0,11 -0,56 0,63
Cenizas -0,11 -0,88 0,99 -0,49
Grasa 1,00 -0,52 -0,56 0,99

Nota: Las mediciones de las diferentes variedades de fréjol estan representas en Didmetros mm

La tabla 14 nos muestra los datos obtenidos mediante la correlacion de Pearson para
las variables presentes, ddndonos a entender que si la correlacion es menor a cero
significa que es negativa, por lo tanto, las variables se relacionan de manera inversa,

por otro lado, si la correlacion es mayor a cero significa que es positiva, de tal
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manera que las variables se relacionan de manera directa. Es decir, a medida que
aumenta una variable, también lo hara el valor de la otra. Un valor de cero indica
que no hay ningun tipo de relacién entre las dos variables. Los valores reflejados
en la tabla 14 son proyectados de manera gréfica a continuacién para una mayor

comprensién e interpretacion de la informacion estadistica.

Gréfico 1
Resultados gréaficos obtenidos mediante correlacion de Pearson
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En el gréafico 1 se indica la correlacion entre las variables fisicoquimicas y cada uno
de los diametros de las distintas variedades de frejol. En este caso la variedad que
tiene una relacion mas directa entre su diametro y cada una de sus variables es el
fréjol UEB-Bombolin, debido a que al aumentar su didametro aumentaria también
su cantidad de fibra, humedad y grasa. Pero las variables faltantes (proteina y

cenizas) serian inversamente proporcional al aumento del diametro del grano.

4.1.3. Obtencion de extractos de las distintas variedades.

Por lo general, en la obtencidn de los extractos de las diferentes variedades de frejol
(Phaseolus. vulgaris L.) los compuestos bioactivos se llevaron a cabo mediante la
molienda y disueltas en metanol, etanol y acetonitrilo. Las cuales, segin Yang et
al., (2021) “Las concentraciones de etanol fueron beneficiosas para la extraccion, y
fue favorable para un mayor contenido de prolamina”. De la misma manera, la

investigacion de Chavez et al., (2015) menciona que el extracto etandlico de la
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corteza de fréjol negro es una excelente fuente de antocianinas. Segun lo descrito
por Rodriguez Madrera et al., (2021) Indica que los compuestos fenolicos en
fréjoles con cortezas de colores fuertes (rojo, negro y marron) son los que indican
una mayor capacidad antioxidante, mientras que aquellos con cortezas
completamente blancas carecen de aquella capacidad o la poseen en muy baja
cantidad. Al obtener los extractos de las variedades de fréjol con los distintos
solventes establecidos, las diferencias fenotipicas son variables de acuerdo con las
combinaciones realizadas, lo cual se puede reflejar mediante su color (Anexo 8).
Siendo el T6 uno de los tratamientos mas destacados en concentracion de color.

4.1.4. Cuantificacion de polifenoles, flavonoides y antocianinas totales.

4.1.4.1. Polifenoles

Para la cuantificacion de polifenoles totales se midio la absorbancia de las distintas
concentraciones de &cido galico en un rango de 25 a 600 mg/L, para posteriormente
elaborar una curva estandar (Grafico 2). El contenido de polifenoles totales es

expresado en mg Eq AG/g muestra.

Grafico 2
Curva estandar de acido galico
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En el gréfico 2 se indica los valores de absorbancia de las distintas concentraciones
y que la ecuacion de la linea de tendencia muestra una relacién lineal entre la
concentracion de acido galico y la absorbancia, dando como resultado: y = 0,0019x
+ 0,0569, con un R2 =0,9992.

52



Tabla 15

Analisis de Varianza para mg Eq AG/g muestra - Suma de Cuadrados Tipo |11

Euente Suma de Gl  Cuadrado Razén- Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

A: Fréjol 22,5601 3 7,52003 108,68 0,0000"

B: Solventes 8,81479 2 4,4074 63,69  0,0000™

INTERACCIONES

AB 3,51204 6 0,585339 8,46 0,0001™

RESIDUOS 1,6607 24 0,0691959

TOTAL 36,5476 35

“"Diferencia estadistica altamente significativa.

La tabla 15 indica que los valores-P prueban la significancia estadistica de los

factores. Puesto que los 3 valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un

efecto estadisticamente significativo sobre mg Eq AG/g muestra con un 95,0% de

nivel de confianza. Explicando que la cantidad de polifenoles presentes en cada

tratamiento depende de la variedad de fréjol y el solvente que se utilice al momento

de la preparacion de cada uno de los tratamientos.

Grafico 3

Interaccion de la cuantificacion de polifenoles totales entre variedad de fréjol
(Factor A) y tipos de solvente (Factor B).
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En el grafico 3 se proyectan los resultados de interaccion de la cuantificacion de
polifenoles totales en las diferentes variedades de fréjol y solvente. Indicando que
las lineas de tendencia representan interacciones en donde las combinaciones
Marrén + ACN (a1 bs) y UEB-Bombolin + ACN (a4 bs) son las que demuestran

valores mas altos y no presentan diferencia significativa entre si.

Grafico 4

Analisis de medias para mg Eq AG/g muestra por tratamientos.
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Nota: Tabla de medias elaborada por la metodologia de Tukey HSD al 95,0%.

En el grafico 4 se muestra un analisis de medias en el cual se aprecia como varian
los promedios de la variable mg Eq AG/g muestra entre los distintos tratamientos,
demostrando que no existe diferencia significativa en los tratamientos con un mayor
resultado de polifenoles (UEB-Bombolin + ACN y Marrén + ACN). De igual
manera para los tratamientos mas bajos en polifenoles no existe diferencia
significativa (Negro + MeOH, Panamito + MeOH, Negro + EtOH, Panamito +
ACN). Para finalizar con la cuantificacion de polifenoles totales se presenta a
continuacion resultados planteados de la prueba de mdltiples rangos por
metodologia Tukey HSD al 95% de confianza por tratamientos, detallada en la tabla
16 que se muestra a continuacion de los, se detallan los valores de cada uno de los
tratamientos de las diferentes variedades de fréjol, para establecer el nivel de
incidencia de cada uno de los 12 tratamientos en donde se puede determinar

claramente las diferencias significativas que existen en las presentes muestras.
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Tabla 16

Prueba de Multiples Rangos por metodologia Tukey HSD al 95% de confianza para

mg Eq AG/g muestra por tratamientos.

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
Negro + MeOH 3 1,33943 E
Panamito + MeOH 3 1,57755 ED
Negro + EtOH 3 1,59552 ED
Panamito + ACN 3 1,75554 ED
Panamito + EtOH 3 193458 D
Marrén + MeOH 3 2,69109 C
Marrén + EtOH 3 2,697 C
UEB-Bombolin + MeOH 3 2,86679 C
Negro + ACN 3 2,89501 C
UEB-Bombolin + EtOH 3 3,63845 B
UEB-Bombolin + ACN 3 4,2619

Marrén + ACN 3 4,28008

Los resultados de los tratamientos detallados en la tabla 16, en el caso del fréjol
Marrén + ACN (T3) y UEB-Bombolin + ACN (T12) fueron de los més altos en
cuantificacion de polifenoles totales sin presentar diferencia significativa,
corroborando asi que el solvente con mejores resultados fue el acetonitrilo.

Los resultados obtenidos del presente proyecto ofrecen perspectivas con respecto a
la variabilidad de datos ante los estudios realizados por Pérez et al., (2020) en donde
sus resultados oscilan entre 1,91 a 5,66 mg Eq AG/g muestra, indicando que los
resultados del presente proyecto encajan, pero no sobresalen, mientras que en la
investigacion realizada por Claros Osorio, (2021) se obtuvieron resultados muchos
mas bajos los cuales rondan desde 0,61 hasta 2,61 mg Eq AG/g muestra. Esto podria
darse por varios motivos cémo las condiciones del cultivo, porcentajes de

volimenes entre extracto y solvente o el procesamiento de las muestras.
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4.1.4.2. Flavonoides

Para la cuantificacion de flavonoides totales se midio la absorbancia de las distintas
concentraciones de quercetina en un rango de 5 a 40 mg/L, para posteriormente
elaborar una curva estandar (grafico 5). El contenido de flavonoides totales es

expresado en mg EqQ/g muestra.

Grafico 5
Curva estandar de Quercetina
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En el gréfico 5 se indica los valores de absorbancia de las distintas concentraciones
y que la ecuacion de la linea de tendencia muestra una relacién lineal entre la
concentracion de quercetina y la absorbancia, dando como resultado: y = 0,0344x
+ 0,0588, con un R2 = 0,9973.

Tabla 17

Anaélisis de Varianza para mg EqQ/g muestra - Suma de Cuadrados Tipo IlI.
Fuente it?grzzos Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS
A: Fréjol 547711 3 1,8257 1124,81 0,0000™
B: Solvente 1,49038 2 0,745192 459,11  0,0000™
INTERACCIONES
AB 1,86885 6 0,311475 191,90 0,0000™
RESIDUQOS 0,038955 24 0,00162312
TOTAL 8,8753 35

“"Diferencia estadistica altamente significativa
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La tabla 17 indica que los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno
de los factores. Puesto que los 3 valores-P son menores que 0,05, estos factores
tienen un efecto estadisticamente significativo de mg EqQ/g muestra con un 95,0%
de nivel de confianza. Explicando que la cantidad de flavonoides presentes en cada
tratamiento depende de la variedad de fréjol y el solvente que se utilice al momento

de la preparacion de cada uno de los tratamientos.

Grafico 6
Interaccion de la cuantificacion de flavonoides totales entre variedad de fréjol
(Factor A) y tipos de solvente (Factor B).
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En el gréfico 6, se proyectan los resultados de interaccion de la cuantificacion de
flavonoides totales en las diferentes variedades de fréjol y solvente. Indicando que
las lineas de tendencia representan interacciones en donde la combinacion de
Panamito + EtOH (az b2) es la que demuestra valores més altos y presenta diferencia

significativa ante los demas tratamientos.

Gréfico 7
Analisis de medias para mg EqQ/g muestra por tratamientos.
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Nota: Tabla de medias elaborada por la metodologia de Tukey HSD al 95,0%.
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En el gréafico 7 se muestra un analisis de medias en el cual se aprecia como varian
los promedios de la variable mg EqQ/g muestra entre los distintos tratamientos,
demostrando que existe diferencia significativa en el tratamiento que tiene un
mayor resultado de flavonoides. Para finalizar con la cuantificacion de flavonoides
totales se presenta a continuacion la prueba de rango mdltiples para establecer el
nivel de incidencia de cada uno de los 12 tratamientos en donde se puede determinar

claramente las diferencias significativas que existen en las presentes muestras.

Tabla 18
Prueba de Multiples Rangos por metodologia Tukey HSD al 95% de confianza para
EqQ/g muestra por tratamientos.

Tratamientos Casos  Media Grupos Homogéneos
Negro + ACN 3 N/D E
Negro + MeOH 3 N/D E
UEB-Bombolin + ACN 3 N/D E
Negro + EtOH 3 N/D E
Panamito + ACN 3 0,261093 D
Panamito + MeOH 3 0,267328 D
UEB-Bombolin + EtOH 3 0,317331 D
UEB-Bombolin + MeOH 3 0,379337 D
Marron + MeOH 3 0,866655

Marron + ACN 3 0,902571

Marron + EtOH 3 1,27146 B
Panamito + EtOH 3 1,44943 A

La tabla 18 nos indica que el tratamiento Panamito + Etanol (T8) es de los que
presenta una mayor cuantificacion de flavonoides totales presentando diferencia
significativa, corroborando asi que el solvente con mejores resultados fue el etanol
(b2) y que la mejor variedad de fréjol fue panamito (a3). De acuerdo con la
investigacion de Pérez et al., (2020) se pueden comparar los valores del estudio
debido a que sus resultados oscilan entre 0.83 a 3.31 mg EQ/g, sobrepasando los
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resultados obtenidos del presente proyecto. También cabe recalcar que en los
resultados obtenidos se aprecia que los tratamientos: Negro + ACN (T6), Negro +
MeOH (T4), UEB-Bombolin + ACN (T12) y Negro + EtOH (T5), fueron valores
no determinados (N/D), es esto es debido a que estas variedades son de colores
totalmente oscuros y segun lo redactado por Lopez, (2002) nos indica que “Los
flavonoides son sustancias solidas cristalizadas de color blanco o amarillento, son
solubles en agua caliente, alcohol y disolventes organicos polares, siendo insolubles

en los apolares”.

4.1.4.3. Antocianinas
Los resultados obtenidos de la cuantificacion de antocianinas totales se expresan en

mg CY3GE/g muestra.

Tabla 19
Analisis de Varianza para mg CY3GE/g muestra - Suma de Cuadrados Tipo I11.
Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
A: Fréjol 577216, 3 192405, 1241,36 0,0000™
B: Solvente 68889,2 2 34444.6 222,23 0,0000™
INTERACCIONES
AB 123800, 6 20633,3 133,12 0,0000™
RESIDUOS 3719,91 24 154,996
TOTAL 773625, 35

""Diferencia estadistica altamente significativa.

En latabla 19 se detalla la cuantificacidn de antocianinas totales, factor A (Variedad
de fréjol), factor B (Tipo de solvente) que indica que los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que los 3 valores-P son
menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo

sobre mg CY3GE/g muestra con un 95,0% de nivel de confianza. Explicando que
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la cantidad de polifenoles presentes en cada tratamiento depende de la variedad de
fréjol y el solvente que se utilice al momento de la preparacion de cada uno de los

tratamientos.

Grafico 8
Interaccién de la cuantificacion de antocianinas totales entre variedad de fréjol
(Factor A) y tipos de solvente (Factor B).

Gréfico de Interacciones

600 Solvente
—e— ACN
—x— EtOH
500 —«— MeOH
400
300

200

mg CY3GE/g muestra

100

Marrén Negro Panamito UEB-Bombolin
Fréjol

El gréafico 8 representa los resultados de interaccion de la cuantificacion de
antocianinas totales en las diferentes variedades de fréjol y solvente, indicando que
las lineas de tendencia representan interacciones en donde la combinacion de Negro
+ Acetonitrilo (a2 y b3) tienen la mayor cuantificacidn de antocianinas totales y que

no presentan diferencia significativa.

Grafico 9
Analisis de medias para mg CY3GE/g muestra por tratamientos.
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Nota: Tabla de medias elaborada por la metodologia de Tukey HSD al 95,0%.
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En el grafico 9 se muestra un analisis de medias en el cual se aprecia como varian
los promedios de la variable mg CY3GE/g muestra entre los distintos tratamientos,
demostrando que existe diferencia significativa en el tratamiento que tiene un
mayor resultado de antocianinas.

Para finalizar con la cuantificacion de antocianinas totales se presenta a
continuacion la prueba de rango multiples para establecer el nivel de incidencia de
cada uno de los 12 tratamientos en donde se puede determinar claramente las

diferencias significativas que existen en las presentes muestras.

Tabla 20
Prueba de Multiples Rangos por metodologia Tukey HSD al 95% de confianza para
mg CY3GE/g muestra por tratamientos.

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
Panamito + MeOH 3 N/D G
UEB-Bombolin + MeOH 3 13,86 G

Marron + MeOH 3 65,6067 F
Panamito + ACN 3 75,9667 F
Panamito + EtOH 3 90,9 F
UEB-Bombolin + EtOH 3 138,883 E
Marrén + ACN 3 145,16 ED
UEB-Bombolin + ACN 3 153,613 ED
Marron + EtOH 3 177,8 D
Negro + EtOH 3 231,607 C
Negro + MeOH 3 395,403 B
Negro + ACN 3 507,91 A

En latabla 20 se detalla la prueba de rango multiples usando el método Tukey HSD.
Segun los resultados obtenidos el tratamiento Negro + ACN (T6) fue de los mas
altos en cuantificacion de antocianinas totales, corroborando asi que la variedad con

mejor resultado fue el fréjol negro y el mejor solvente fue el acetonitrilo,
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sobrepasando los resultados obtenidos por Rochin Medina et al., (2021) en donde
las concentraciones se mostraban en un rango de 23,00 a 346,00 mg CY3GE/g
muestra. También cabe recalcar que en el tratamiento Panamito + Metanol no se
determind un valor, este se debe a la coloracion de esta variedad ya que de acuerdo
con el estudio realizado por Fennema & Tannenbaum, (1993) indica que las
antocianinas son responsables del color azul, purpura, violeta, magenta, rojo y

naranja. Colores los cuales carece la variedad panamito.

4.1.5. Actividad antioxidante in vitro mediante ABTS, FRAP, y DPPH.
4.1.5.1. Resultados del método ABTS

Para la determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS se midio
la absorbancia de las distintas concentraciones de trolox, para posteriormente
elaborar una curva estandar (grafico 10). La capacidad antioxidante es expresada

en pumol ET/g muestra.

Gréfico 10
Curva estandar de trolox por ABTS

1,00
0,90 y =0,0012x + 0,1934
0,80 R?=0,9969
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

0 100 200 300 400 500 600

pmol/L

,90

Absorbancia A=734 nm

Podemos mencionar que al visualizar el grafico 10 que nos indica los valores de
absorbancia a una longitud de onda de 734 nm de las distintas concentraciones
detalladas en el gréafico y que la ecuacion de la linea de tendencia muestra una
relacion lineal entre la concentracion de trolox en un rango de 0 a 600 pmol/L dando
como resultado: y = 0,0012x + 0,1934, con un R2 = 0,9969, destacando que estan

dentro del rango.
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Tabla 21
Analisis de Varianza para pumol ET/g muestra por ABTS - Suma de Cuadrados Tipo
.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén- Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Fréjol 7400,81 3 2466,94 368,27 0,0000™

B: Solvente 1842,86 2 921,432 137,55 0,0000™

INTERACCIONES

AB 1512,29 6 252,049 37,63  0,0000™

RESIDUQOS 160,771 24  6,69878

TOTAL 10916,7 35

“Diferencia estadistica altamente significativa.

La tabla 21 de los analisis de varianzas para pmol ET/g muestra indica que los
valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Cabe
destacar que los 3 valores-P son menores que (0,05), al mencionar esto los factores
tienen un efecto estadisticamente significativo sobre pumol ET/g muestra con un
95,0% de nivel de confianza. Explicando que la capacidad antioxidante presente
en cada tratamiento depende de la variedad de fréjol y el solvente que se utilice al

momento de la preparacion de cada uno de los tratamientos.

Gréfico 11
Interaccion de la determinacion de antioxidantes totales entre variedad de fréjol
(Factor A) y tipos de solvente (Factor B) en ABTS.

Gréafico de Interacciones
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El gréafico 11 representa los resultados de interaccion de la capacidad antioxidante
en las diferentes variedades de fréjol y solvente. Indicando que las lineas de
tendencia representan interacciones en donde la combinacion Marron +

Acetonitrilo (ag b3) tienen la mayor cantidad de antioxidantes totales.
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Tabla 22
Prueba de Multiples Rangos por metodologia Tukey HSD al 95% de confianza para
pmol ET/g muestra por tratamientos en ABTS.

Tratamientos Casos  Media Grupos Homogéneos

Panamito + MeOH 3 17,6212 G
Panamito + ACN 3 18,2113 G
Panamito + EtOH 3 20,2033 G

Negro + MeOH 3 27,9655 F

Negro + EtOH 3 37,8208 E
Marron + EtOH 3 40,0268 ED
UEB-Bombolin + MeOH 3 43,7602 D
UEB-Bombolin + EtOH 3 48,1734 C
Marrén + MeOH 3 56,6944 B
UEB-Bombolin + ACN 3 57,5232 B
Negro + ACN 3 57,6174 B
Marron + ACN 3 73,4936 A

La tabla 22 indica que el tratamiento Marrén + ACN (T3) fue de los mas altos en
antioxidantes totales presentando diferencia significativa ante los demaés
tratamientos. Segun los resultados obtenidos en la investigacion de Claros, (2021)
indica que sus valores varian desde 11,39 hasta 45,29 pumol ET/g muestra, mientras
que los resultados del presente estudio muestran cantidades mas elevadas debido a
la implementacidn del acetonitrilo y su capacidad para disolver compuestos polares

como lo son los antioxidantes.

Grafico 12
Analisis de medias para umol ET/g muestra por tratamientos en ABTS.
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Nota: Tabla de medias elaborada por la metodologia de Tukey HSD al 95,0%.
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En el grafico 12 se muestra un analisis de medias en el cual se aprecian los
promedios de la variable pmol ET/g muestra entre los distintos tratamientos,
demostrando que existe diferencia significativa en el mejor tratamiento.

Para finalizar con la determinacién de la capacidad antioxidante por ABTS se
presenta a continuacion la prueba de rango maultiples para establecer el nivel de
incidencia de cada uno de los 12 tratamientos en donde se puede determinar

claramente las diferencias significativas que existen en las presentes muestras.

4.1.5.2. Resultados del método FRAP

En la determinacion de la capacidad antioxidante por el método FRAP se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 593 nm de las distintas concentraciones de
trolox, en un rango de 100 a 1000 umol/L, para posteriormente elaborar una curva
estandar usé una curva estandar de trolox (grafico 13). La capacidad antioxidante

es expresada en pmol ET/g muestra.

Grafico 13
Curva estandar de trolox por FRAP
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En el grafico 13 se indica los valores de absorbancia de las distintas concentraciones
y que la ecuacion de la linea de tendencia muestra una relacion lineal entre la
concentracion de trolox y la absorbancia, dando como resultado: y = 0,0012x +
0,1043, con un R? = 0,9963.
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Tabla 23

Analisis de Varianza para pumol ET/g muestra por FRAP- Suma de Cuadrados Tipo
i

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6n-F Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: Fréjol 2297,42 3 765,807 975,70 0,0000™
B: Solvente 652,885 2 326,442 415,92 0,0000™
INTERACCIONES
AB 448,879 6 74,8132 95,32 0,0000™
RESIDUQOS 18,8371 24 0,784877
TOTAL 3418,02 35

“"Diferencia estadistica altamente significativa

La tabla 23 nos indica que los valores-P prueban la significancia estadistica de cada
uno de los factores. Puesto que los 3 valores-P son menores que 0,05, estos factores
tienen un efecto estadisticamente significativo sobre pumol ET/g muestra con un
95,0% de nivel de confianza. Explicando que la capacidad antioxidante presente en
cada tratamiento depende de la variedad de fréjol y el solvente que se utilice al

momento de la preparacion de cada uno de los tratamientos.

Gréfico 14
Interaccion de la determinacién de antioxidantes totales entre variedad de fréjol
(Factor A) y tipos de solvente (Factor B) en FRAP.
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El gréafico 14 representa los resultados de interaccién de la capacidad antioxidante
en las diferentes variedades de fréjol y solvente. Indicando que las lineas de
tendencia representan interacciones en donde la combinacion Negro + Acetonitrilo

(a2 b3) tienen la mayor cantidad de antioxidantes totales.
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Gréfico 15
Analisis de medias para pumol ET/g muestra por tratamientos en FRAP.
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Nota: Tabla de medias elaborada por la metodologia de Tukey HSD al 95,0%.

En el gréfico 15 se muestra un analisis de medias en el cual se aprecian los
promedios de la variable pmol ET/g muestra entre los distintos tratamientos,
demostrando que existe diferencia significativa en el mejor tratamiento.

Para finalizar con la determinacion de la capacidad antioxidante por FRAP se
presenta a continuacion la prueba de rango maultiples para establecer el nivel de
incidencia de cada uno de los 12 tratamientos en donde se puede determinar

claramente las diferencias significativas que existen en las presentes muestras.

Tabla 24

Pruebas de Mdltiple Rangos por metodologia Tukey HSD al 95% de confianza para
umol ET/g muestra por tratamientos en FRAP.

Muestras Casos  Media Grupos Homogéneos

Panamito + ACN 3 3,47374 I

Panamito + EtOH 3 5,40064 H
Panamito + MeOH 3 5,85789 H
UEB-Bombolin + MeOH 3 10,4237 G
Marrén + MeOH 3 13,556 F
UEB-Bombolin + EtOH 3 14,2852 F
Marrén + EtOH 3 17,0037 E
Negro + EtOH 3 19,6173 D
UEB-Bombolin + ACN 3 21,9208 C
Negro + MeOH 3 23,3155 C
Marron + ACN 3 26,8868 B
Negro + ACN 3 38,4807 A
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La tabla 24 nos indica que el tratamiento Negro + ACN (T6) fue de los mas altos
en antioxidantes totales presentando una diferencia significativa ante los demas
tratamientos.

Mencionando que estos valores concuerdan con los analisis realizados por Pérez et
al., (2020) en su investigacion, en donde sus resultados rondan entre 5,24 a 36,99
pumol ET/g muestra, los cuales se asemejan demasiado a los resultados obtenidos
del presente proyecto.

Mientras que en la investigacion realizada por Bedoya & Maldonado (2021) se
reportaron valores que oscilan entre 5,22 a 17,8 umol ET/g muestra, los cuales no
sobresalen a comparacion de los resultados de la presente investigacion, esto se
debe a que no son las mismas variedades analizadas, y cada cual dara un resultado

totalmente distinto.
4.1.5.3. Resultados del método DPPH

En la determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH se usé una
curva estandar de trolox (grafico 16) en la que se midi6 la absorbancia a una
longitud de onda de 515 nm de las distintas concentraciones de trolox en un rango

de 0 a 1000 umol/L. La capacidad antioxidante es expresada en umol ET/g muestra.

Gréfico 16
Curva estandar de trolox por DPPH.
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En el grafico 16 se indica los valores de absorbancia de las distintas concentraciones
y que la ecuacion de la linea de tendencia muestra una relacion lineal entre la
concentracion de trolox y la absorbancia, dando como resultado: y = 0,0006x +
0,0356, con un R? =0,996.
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Tabla 25

Analisis de Varianza para umol ET/g muestra por DPPH - Suma de Cuadrados

Tipo .

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P

Cuadrados Medio

EFECTOS

A: Fréjol 1371,56 3 457,186 358,23  0,0000™
B: Solvente 882,888 2 441444 345,90 0,0000™
INTERACCIONES

AB 654,853 6 109,142 85,52  0,0000™
RESIDUOS 30,6295 24 1,27623

TOTAL 2939,93 35

“"Diferencia estadistica altamente significativa.

La tabla 25 indica que los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno
de los factores. Puesto que los 3 valores-P son menores que 0,05, estos factores
tienen un efecto estadisticamente significativo sobre pumol ET/g muestra con un
95,0% de nivel de confianza. Explicando que la capacidad antioxidante presente en
cada tratamiento depende de la variedad de fréjol y el solvente que se utilice al

momento de la preparacion de cada uno de los tratamientos.

Grafico 17
Interaccién de la determinacion de antioxidantes totales entre variedad de fréjol
(Factor A) y tipos de solvente (Factor B) en DPPH.

Grafico de Interacciones

40 — Solvente
N 1 —— ACN
] —— EtOH
3 4 —— MeOH
s 30 .
= L i
Q
=]
£ L i
o 20 —
'_ - -
w
°
1 - i
3 10+ -
ok ]
Marrén Negro Panamito UEB-Bombolin

Fréjol

69



El gréafico 17 representa los resultados de interaccién de la capacidad antioxidante
en las diferentes variedades de fréjol y solvente, donde nos especifica del lado
posterior derecho su tipo de solventes y el significado del color en el gréfico.
Indicando que las lineas de tendencia representan interacciones en donde la
combinacién Marron + Acetonitrilo (a1 bs) tienen la mayor cantidad de

antioxidantes totales, el cual esta de coloracion azul en la gréfica.

Grafico 18

Analisis de medias para pumol ET/g muestra por tratamientos en DPPH.
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Nota: Tabla de medias elaborada por la metodologia de Tukey HSD al 95,0%.

En el gréfico 18 se muestra un analisis de medias en el cual se aprecian los
promedios de la variable en el rango de 0 a 40 umol ET/g muestra entre los distintos
tratamientos, los cuales se pueden visualizar en la parte inferior del gréafico con cada
uno de sus variedades y solventes demostrando que existe diferencia significativa

en el mejor tratamiento.

Para finalizar con la determinacion de la concentracidbn de compuestos
antioxidantes utilizando la técnica del DPPH, esta se presenta a continuacion la
prueba de rango multiples para establecer el nivel de incidencia de cada uno de los
12 tratamientos en donde se puede determinar claramente las diferencias
significativas que existen en las presentes muestras, considerando especialmente en

los resultados experimentales.
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Tabla 26

Prueba de Multiples Rangos por metodologia Tukey HSD al 95% de confianza para

pumol ET/g muestra por tratamientos en DPPH.

Tratamientos Casos Media Grupos Homogeneos
Panamito + ACN 3 4,92123 H
Panamito + MeOH 3 8,60752 G
Panamito + EtOH 3 9,32903 G
UEB-Bombolin + MeOH 3 13,3255 F
Marron + MeOH 3 14,1175 FE
Negro + MeOH 3 15,693 ED
Negro + EtOH 3 15,9611 ED
UEB-Bombolin + EtOH 3 17,3972 D
Marron + EtOH 3 21,0924 C
UEB-Bombolin + ACN 3 27,6826 B
Negro + ACN 3 28,484 B
Marron + ACN 3 37,3816 A

La tabla 26 indica que el tratamiento Marrén + ACN (T3) fue de los mas altos en
antioxidantes totales presentando diferencia significativa ante los demaés
tratamientos. Estos valores estdn concuerdan con el analisis de Claros Osorio,
(2021) ya que sus resultados oscilan de 5,08 a 37,04 umol ET/g. De igual manera
en el estudio realizado por Bedoya & Maldonado (2021) se puede apreciar
resultados los cuales van desde 5,24 hasta 36,99 umol ET/g en grano entero de
fréjol crudo, dando a entender de que los resultados son similares entre las 3

comparaciones realizadas.

4.1.6. Mejor tratamiento en antioxidantes.

De acuerdo con cada uno de los presentes datos obtenidos de los analisis realizados

para la determinacion de la actividad antioxidante, se puede destacar que el mejor
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tratamiento fue el T3 (Fréjol marrén + Acetonitrilo) , debido a que fue uno de los
mas altos mediante el método ABTS y DPPH, sin embargo por medio del método
FRAP quedd como el segundo maés alto, esta diferencia se da debido a que la
metodologia varia para cada uno de los distintos analisis, puesto que el mecanismo
del FRAP se da por medio de la transferencia de electrones, mientras que la forma
de trabajar de los métodos ABTS y DPPH es por medio de la captura de radicales

libres.

Segun indica Hernandez Guiance & Isern, (2019) que por medio del método FRAP
la determinacion de la capacidad antioxidante se da de forma indirecta, este se trata
de un método espectrofotométrico ya que mide la absorbancia del ion ferroso
(FE*?), por lo tanto, mientras mas antioxidante es la muestra de estudio, mayor sera

la reduccion y mas alta la sefial de absorbancia.

4.1.7. Suplemento proteico

Para la obtencidn del suplemento proteico se trabaj6 por medio de la extraccion por
puntos isoeléctricos, el cual nos dio un rendimiento promedio de 17,58% por cada
muestra extraida. Se realizd un andlisis de proteina por el método DUMAS el cual

indic6 un promedio de 70,81% de proteina presente en el suplemento.

Para el consumo del suplemento se realizaron sobres con una dosificacién de 10g,
el cual debe ser disuelto en agua a temperatura ambiente y ser consumido una sola
vez al dia, cabe destacar que el tiempo de ingesta de proteinas ha aumentado en los
ultimos afios, por lo tanto, segun lo interpretado por Wirth, Hillesheim, & Brennan
(2020) se debe promover una redistribucion del consumo de proteinas
principalmente durante 1 comida por dia para distribuirse uniformemente durante

todo el dia.
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CAPITULO YV

5.1. CONCLUSIONES

En base a un promedio estadistico se determin6 que la variedad de fréjol
UEB-Bombolin morfoldgicamente resultd ser el més grande, debido a su
forma redondeada y no arrifionada oblonga como las demas variedades,
destacando sus dimensiones ya que el grano cuenta con un mayor diametro,
dando como resultado un tamafio promedio de 12,10 mm el cual se
determin6 mediante un muestreo aleatorio.

Mediante los analisis bromatoldgicos se determind que el fréjol negro fue el
mejor en fibra, cenizas y proteinas frente a las distintas variedades, seguido
por el fréjol marrdn, lo que demuestra que estos son los de mayor contenido
nutricional.

Los tratamientos T3 (Fréjol marron + acetonitrilo) y T12 (Fréjol UEB-
Bombolin + Acetonitrilo) fueron mejores en contenido de polifenoles, lo
que demuestra que el mejor solvente ha sido el acetonitrilo debido a su
capacidad para disolver compuestos polares, mientras que en flavonoides se
destacaron los tratamientos T8 (Fréjol panamito + Etanol) y T2 (Fréjol
marron + Etanol), demostrando asi que el etanol es el mejor solvente para
la obtencion de flavonoides debido a que los grupos hidroxilos de este
solvente interactuan con los grupos hidroxilos de los flavonoides, y en
antocianinas el tratamiento mas alto fue el T6 (Fréjol negro + Acetonitrilo),
aunque se destacaron todos los tratamientos de la variedad de fréjol negro
(T4-T5-T6), esto se debe a que presentan tonalidades oscuras las cuales
indican su alto contenido en antocianinas.

El tratamiento T3 (Fréjol marron + Acetonitrilo) destacé en la
determinacion de la actividad antioxidante mediante los métodos ABTS y
DPPH, mientras que el tratamiento T6 (Fréjol negro + Acetonitrilo) resalt6
en la determinacion de la actividad antioxidante mediante el método FRAP,
danto a entender que el mejor solvente ha sido el acetonitrilo en cada uno

de los métodos empleados.
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Se concluy6 que el mejor tratamiento rico en antioxidante es el T3 (Fréjol
marron + Acetonitrilo) debido a que se destac6 mediante las metodologias
ABTS y DPPH, por lo tanto se usé la variedad de fréjol marrén para la
elaboracion del suplemento proteico por medio de la extraccion por puntos

isoelectricos.

5.2. RECOMENDACIONES

Impementar la cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para la
identificacion exacta de los tipos de polifenoles, flavonoides y antocianinas
presentes en la muestra a estudio.

Poner en practica otros tipos de analisis para la determinacién de la
actividad antioxidante.

Abordar mas variedades de fréjoles para poder realizar comparaciones entre
si.

Afadir saborizantes al suplemento proteico para una mayor variedad de
productos

Elaborar un anélisis para la determinacion de la vida util del suplemento
proteico.

Realizar, disefiar y plantear nuevos productos en los que se destaquen sus

propiedades antioxidantes y proteicas.
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ANEXOS

Anexo 1

Mapa de ubicacion de la investigacion
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Anexo 2

Anélisis bromatoldgicos de la materia prima.
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Ano 2023
INFORME DE RESULTADOS : .
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INFORME N° 240-2023

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Melanie Dayanna Molina Penagos y Tarciso Jeancarlo Ramirez

Solicitante
Vera

Muestra Hannag de: fréjol marrén, fréjol negro, fréjol bombolin y fréjol
panamito

Codigo asignado UEB INV- 459; INV- 460; INV- 461; INV- 462

Estado de la muestra sélido

Envase de recepcion

Frasco plastico

Analisis requerido(s)

Poreentaje de¢ Proteina total

Fecha de recepcién 25/09/2023
Fecha de analisis 04/10/2023
Fecha de informe 10/10/2023
Técnico (s) asignado MIPV

RESULTADOS OBTENIDOS

Codigo de = . - .
laboratorio Muestra Parametros | Unidad | Métode | Resultado | Promedio
Fréjol marrén — R1 22,75
- Porcentaje de o
INV-459 | Fréjol marrén — R2 proteina total Yo Dumas 23,06 22,85
Fréjol marrén — R3 22,75
Fréjol negro — R1 23,81
INV-480 | Fréjol negro—R1 | Dorcentaje de % Dumas 24,06 23,94
proteina total
Fréjol negro - R1 23,94
Fréjol bombolin - 22,31
R1
Fréjol bombolin — | Porcentaje de o
INV- 461 R2 proteina total %o Dumas 22,19 22,25
Fréjol bombolin —
22,25
R3
Frejol panamito — 16,75
R1
-~ Frejol panamito — Porcentaje de o
INV- 462 proteina total % Dumas 16,44 16,58
Frejol panamito —
R3 - 16,56

Las muestras son realizadas con tres réplicas

SRy

L

Dr. Fa an Bayas nﬁ&ﬁéjgg e
Director DIVIUEB
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INVESTIGAC[ON aguacato Provincia Bolivar, Ecuador.
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INFORME DE ENSAYOS N°262

DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Solicitante Melanie Molina — Tarciso Ramirez
Muestra Harina de fréjol marrén, Harina de fréjol negro, Harina de fréjol
bombolin UEB, Harina de fr&jol panamito
Caodigo asignado UEB INV459 - INV 460 - INV 461 - INV 462
Estado de la muestras Solido
Envase de recepcion Frascos pléasticos
Analisis requerido(s) Humedad, ceniza, fibra, grasa
Fecha de recepcion 17 de octubre de 2023
Fecha de andlisis 17-20 de octubre de 2023
Fecha de informe 23 de octubre de 2023
Técnico (s) asignado MPWF
RESULTADOS OBTENIDOS
PARAMETROS BROMATOLOGICOS
Codigo
laboratorio Muestra Parédmetre Unidad Método Resultado
14,67
WEENDE
Fibra % 15,31
15,31
11.25
9 AOAC 925.10
Harina de freiol Humedad % OAC "n
arina e‘ rejo 10,98
marraon
INV-459 4.06
Ceniza % AOAC 923.03 3,95
4,07
1,26
AQAC 118
Grasa % 2003.06 e
1,08
WEENDE 23,95
INV-460 Fibra % 3478




VICERRECTORADO DE
INVESTIGACION
Y VINCULACION

LABORATORIO DE ANALISIS DE
ALIMENTOS Y FITOQUIMICA Versién

Laguacoto ll, Km 1 1/2, via a San Simén, Canton Guaranda,
Provincia Bolivar, Ecuador.

Ano

INFORME DE RESULTADOS

2023

Pagina

Pagina2de 3

Harina de frejol
negro

23,95

12,00

Humedad % AOQAC 925.10

11,86

11,94

4,54

Ceniza % AOAC 923.03

4,58

4,63

1,33

AODAC

Grasa % 2003.06

1,33

1,33

INV-461

Harina de frejol
bombolin UEB

WEENDE

9,86

Fibra %

9,86

8,86

13,08

9 AQAC 925.10
Humedad % OAC

13,08

13,05

Ceniza % AQAC 923.03

419 |

4,32

4,21

AOAC

Grasa % 2003.06

INV-462

Harina de frejol
panamito

WEENDE

Fibra %

9 AOAC 925.10
Humedad %

Ceniza % AQOAC 923.03




LABORATORIO DE ANALISIS DE

VICERRECTORADO DE ALIMENTOS Y FITOQUIMICA | versién 1
;NVESTIGACIéN Laguacoto I, Kmpl:ﬂ%,cﬁaazlﬁz:yfgcm‘g;ianmn Guaranda,
Afi 2023
Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS _o -
Pagina | Pagina3de3
1,26
AOAC 1.26
Grasa % 2003 06
1,26

Los resultados de los andlisis correspenden a 3 determinaciones por analisis y a tres diluciones.

R s
Ing. Favia
Directo| DI\}’] :




Anexo 3

Cuantificacion de polifenoles, flavonoides y antocianinas totales

LABORATORIOS DE "
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. ¥ VINCULACION Afio 2023
INFORME DE RESULTADOS -
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INFORME DE ENSAYOS N° 265
DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Solicitante Melanie Molina, Tarciso Ramirez
Muestra Extractos con solventes organicos de cuatro variedades de fréjol

Codigo asignado UEB INV 4686, INV 467, INV 468, INV 469, INV 470, INV 471, INV 472, INV
473, INV 474, INV 475, INV 476, INV 477

Estado de la muestra Liquido
Envase de recepcion Tubo de centrifuga con 25 mi de contenido de extracto
Andlisis requerido(s) Polifenoles totales
Fecha de recepcion 27 de septiembre de 2023
Fecha de anidlisis 02 de octubre de 2023
Fecha de informe 26 de octubre de 2023
Técnico (s) asignado MFQM
RESULTADOS OBTENIDOS
Cédigo de Muestra Analisis Método de Unidad Resultado
laboratorio analisis
Extracto metandlico
INV488 | 46 frajol marron (T1) 289
Exlraclo elandlico de
INV4BT | “tréjol marrén (T2) 270
Exiracto
INV 468 acetonitrilico de fréjol 4,28
marrén (T3)
Extracto metandtico
INV 469 de fréjol negro (T4) 1,34
Polifenoles . mg Eq AC/g
totales Folin Ciocalteu muestra
Extracto etandlico de
INV 470 fréjol negro (T5) 1.60
Extracto
INV 471 acetonitrilico de fréjol 2,90
negro (T6)
Extracto metandlico
INV 472 de fréjol panamito 1,58
(17)
Extracto etandlico de
INV:473 | fraiol panamito (T8) 1.92




LABORATORIOS DE i
INVESTIGACION Y VINCULACION | ©0di90 | IRPFTAA
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URIVER < ' b : " | Versién 1
UEB g B})LNAR INVESTIGACION Provineia Bolfvar, Ecuador.
- Y VINCULACION Afio 2023
INFORME DE RESULTADGS -
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Extracto
INV 474 | acetonitrilico de fréjol 1,76
panamito (T8)
Extracto metandlico
INV 475 de fréjol bombolin 2,87
(T10)
Extracto etanélico de
INVATE | trsiol bombolin (T11) 3,64
Extracto
INV 477 | acetonitrilico de fré&jol 4,26
bombolin (T12)

Los resultados de los analisis corresponden a 3 determinaciones por muestra,




LABORATORIOS DE
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/ | UNERSIDAD VICERRECTORADO PE Laguacoto II. Km 1 1/2. via a San Simdn, Cantén Guaranda, Versién 1
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INFORME DE ENSAYQS N° 266

DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Solicitante Melanie Molina, Tarciso Ramirez
Muestra Extractos con solventes organicos de cuatro variedades de fréjol

Cédigo asignado UEB INV 466, INV 467, INV 468, INV 469, INV 470, INV 471, INV 472, INV
473, INV 474, INV 475, INV 476, INV 477

Estado de la muestra Liguido
Envase de recepcion Tubo de centrifuga con 25 ml de contenido de extracto
Analisis requerido(s) Flavonoides totales
Fecha de recepcion 27 de septiembre de 2023
Fecha de andlisis 03 de octubre de 2023
Fecha de informe 26 de octubre de 2023
Técnico (s) asignado MFQM
RESULTADOS OBTENIDOS
Cédigo de Muestra Analisis Método de Unidad Resultado
laboratorio analisis
Extracto metandlico
INV 466 de fréjol marrdn (T1) 0.87
Extracto etandlico de
INV 467 fréjol marrén (T2) 1.27
Extracto
INV 468 | acetonitrilico de fréjol 0,90
marrén (T3)
Extracto metanélico
INV 469 de fréjol negro (T4) a ND
Flavonoides Kumazawa et m?‘ﬂEgSi ’E; ¢
totales al., (2004)
Extracto etandlico de
. ND
INV 470 fréjol negro (T5)
Extracto
INV 471 acetonitrilico de fréjol ND
negro (T6)
Extracto metanolico
INV 472 de fréjol panamito 0,27
an
Extracto etanolico de 145
INV 473 fréjol panamito (T8) !




LABORATORIOS DE .
INVESTIGACION Y VINCULACION | C0dig0 | IRPFTAA
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INFORME DE RESULTADOS -
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Extracto
INV 474 | acetonitrilico de fréjol 0,26
panamito (T9)
Extracto metandlico
INV 475 de fréjol bombolin 0,38
(T10)
Extracto etandlico de
INV476 fréjol bombolin (T11) 0.32
Extracto
INV 477 acetonitrilico de fréjol ND

bombolin (T12)

Los resultados de los analisis corresponden a 3 determinaciones por muestra.

Rl
vt

: ,. ,f\ al
Ing. FaviarhBayas |
Director RIVI _!\._E\%
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INFORME DE ENSAYOS N° 264
DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Solicitante
Muestra
Codigo asignado UEB

Estado de la muestra
Envase de recepcion
Andlisis requerido(s)
Fecha de recepcion
Fecha de analisis
Eacha do informe
Técnico (s) asignado

Melanie Molina, Tarciso Ramirez

Extractos con solventes organicos de cuatro variedades de fréjol
INV 466, INV 467, INV 468, INV 469, INV 470, INV 471, INV 472, INV

473, INV 474, INV 475, INV 476, INV 477
Liquido

Tubo de centrifuga con 25 ml de contenido de extracto

Antocianinas totales

27 de septiembre de 2023
27 de septiembre de 2023
26 de octubre de 2023
MFQM

RESULTADOS OBTENIDOS

Codigo de Muestra Analisis Método de Unidad Resultado
laboratorio analisis
Extracto metandlico
INVAES | 4a frajol marran (T1) 65,61
Extracto etandlico de
INVABT | “feiol marron (T2) 177.80
Extracto
INV 468 | acetonitrilico de fréjol 145,16
marrén (T3)
Extracto metandlico
INV48S | ge fréjol negro (T4) macyscerg |
Antocianinas | pH diferencial muestra
totales (AOAC 2008)
Extracto etanélico de
INV 470 fréjol negro (T5) 231,61
Exlracto
INV 471 acetonitrilico de fréjol 507,91
negro (T6)
Extracto metandlico
INV 472 de fréjol panamito ND
a7
Extracto etandlico de
INV 473 fréjol panamito (T8) 90,90




LABORATORIOS DE .
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Extracto
INV 474 | acetonitrilico de fréjol 75,97
panamito (T9)
Extracto metandlico
INV 475 de fréjol bombolin 13,86
(T10)
Extracto etanolico de
INVA76 | fraiol bombolin (T11) 138,88
Extracto
INV 477 | acetonitrilico de fréjol 153,61
bombolin (T12)

Los resultados de los analisis corresponden a 3 determinaciones por muestra.




Anexo 4

Determinacion de la capacidad antioxidante

LABORATORIOS DE e
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INFORME DE ENSAYOS N° 267

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Solicitante Melanie Molina, Tarcisc Ramirez

Muestra Extractos con solventes organicos de cuatro variedades de fréjol

Cédigo asignado UEB INV 466, INV 467, INV 468, INV 469, INV 470, INV 471, INV 472, INV
473, INV 474, INV 475, INV 476, INV 477

Estado de la muestra Liquido

Envase de recepcién Tubo de centrifuga con 25 ml de contenido de extracto
Anélisis requerido(s) Actividad antioxidante

Fecha de recepcién 27 de septiembre de 2023

Fecha de analisis 05 de octubre de 2023

Fecha de informe 26 de octubre de 2023

Técnico (s) asignado MFQM

RESULTADOS OBTENIDOS

Cddigo de Muestra Andlisis Método de Unidad Resultado
laboratorio analisis
Extracto metandlico
INV 466 de fréjol marrén (T1) 56,69
Extracto etandlico de
INV 467 fréjol marrén (T2) 40.03
Exfracto
INV 468 acetonitrilico de fréjol 73,49
marrdn (T3)
Extracto metandlico
INV489 | 4e fréjol negro (T4) ABTS (Acido 2797
Actividad | 2Z-EROBIE | umol ETIg
Extracto etandlico de antioxdente etiibenzotiazolin et
a)-B- sulfonico 37.82
INVA70 | ™séiol negro (T5) ) ) -
Extracio
INV 471 acetonitrilico de fréjol 57,62
negro (T6)
Extracto metandlico
INV 472 de fréjol panamito 17,62
(T
Extracto etandlico de 20.20
INVATS | “Gaiol panamito (T8) : '
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Extracto
INV 474 | acetonitrilico de fréjol 18,21
panamito (T9)
Extracto metanolico
INV 475 de fréjol bombolin 4376
(T10)
Extracto etandlico de
INV478 | & aiol bombolin (T11) 48,17
Extracto
INV 477 acetonitrilico de fréjol 57,52
bombolin (T12)

Los resultados de los analisis corresponden a 3 determinaciones por muestra.

vuan ayas\\?hD
Director DIVIUEB/ M, e
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INFORME DE ENSAYOS N° 269

Solicitante
Muestra
Codigo asignado UEB

Estado de la muestra
Envase de recepcion
Analisis requerido(s)
Fecha de recepcion
Fecha de analisis

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Melanie Molina, Tarciso Ramirez

Extractos con solventes organicos de cuatro variedades de frejol
INV 466, INV 467, INV 468, INV 468, INV 470, INV 471, INV 472, INV

473, INV 474, INV 475, INV 476, INV 477
Liquido

Tubo de centrifuga con 25 ml de contenido de extracto

Actividad antioxidante
27 de septiembre de 2023
11 de octubre de 2023
26 de octubre de 2023

Fecha de informe

Técnico (s) asignado MFQM

RESULTADOS OBTENIDOS

Codigo de Muestra Analisis Método de Unidad Resultado
Eboratorio andlisis
Extracto metandlico de
INV 456 fréjol marron (T1) 13,56
Extracto etanolico de
INV 467 fréjol marron (T2) 17.00
Extracto acetonitrilico
INV 468 de fréjol marron (T3) 26,89
Extracto metandlico de
INV 469 e 23,32
frejo\ negro (T4) FRAP (poder
Actividad antioxidante umal ET/g
antioxidante reductor muestra
Extracto etandlico de férrico) 1962
INV 470 fréjol negro (T5) :
Extracto acetonitrilico
INV 471 de fréjol negro (T6) 38,48
Extracto metandlico de
INV 472 fréjol panamito (T7) 5,88
Extracto etandlico de
5 40
INV 473 fréjol panamito (T8) !




LABORATORIOS DE :
INVESTIGACION Y VINCULACION | G0digo | IRPFTAA
/ i UNIVERSIDAD V|CERRECT0RADO DE Laguacoto I, Km 1 1/2, via a San Simén, Canton Guaranda, V s
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| HOUR ¥ VINCULACION Afo 2023
INFORME DE RESULTADOS -
Pagina | Pagina2de2
Extracto acetonitrilico
INVA74 | 4e fréjol panamito (T9) 347
Extracto metandlico de
INVA75 | “raiol bombolin (T10) 1052
Extracto etandlico de
INV476 fréjol bombolin (T11) 14.29
Extracto acetonitrilico
INVATT | 4 tréjol bombolin (T12) 21,92

Los resultados de los andlisis corresponden a 3 determinaciones por muestra.

ng. Faviah Bayas HD.

I/K.A%
Director
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INFORME DE ENSAYOS N° 268
DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Solicitante Melanie Molina, Tarciso Ramirez
Muestra Extractos con solventes orgénicos de cuatro variedades de fréjol
Codigo asignado UEB INV 466, INV 467, INV 468, INV 489, INV 470, INV 471, INV 472, INV
473, INV 474, INV 475, INV 476, INV 477
Estado de la muestra Liquido
Envase de recepcion Tubo de centrifuga con 25 ml de contenido de extracto
Anélisis requerido(s) Actividad antioxidante
Fecha de recepcién 27 de septiembre de 2023
Fecha de anélisis 10 de octubre de 2023
Fecha de informe 26 de coctubre de 2023
Técnico (s) asignado MFQM
RESULTADOS OBTENIDOS
Cddigo de Muestra Anélisis Método de Unidad Resultado
laboratorio analisis
Extracto metandlico
INV486 | 1o frajol marrén (T1) 1412
Extracto etandlico de
INV 487 | ™ fraiol marron (T2) 21,09
Extracio
INV 468 acetonitrilico de fréjol 37,38
marrdn (T3)
Extracto metandlico
INV 468 de fréjol negro (T4) 15,69
Actividad DPPH (@2 | umol ETg
] antioxidante Pi cr;":?réz-“o) muestra
fréjol negro (T5) ’
Extracto
INV 471 acetonitrilico de fréjol 28,48
negro (T6)
Extracto metanélico
INV 472 de fréjol panamito 8,61
an
Extracto etandlico de 033
INVA73 | trsi0l panamito (T8) ’
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Extracto
INV 474 | acetonitrilico de fréjol 4,82

panamito (TS)

Extracto metandlico

INV 475 de fréjol bombalin 13,33
(T10)
Extracto etanclico de
iNva7e fréjol bombolin (T11) 17.40
Extracto
INV 477 acetonitrilico de fréjol 27,68

bombolin (T12)

Los resultados de los andlisis corresponden a 3 determinaciones por muestra.

,-(" 3 ‘ld
o
p g _—
Ing. Favi ayas PhD. \[!
Directo DI\IIUEB&i



Anexo 5

Analisis de proteinas del suplemento

LABORATORIOS DE ;o
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INFORME N° 081-2024
DESCRIPCION DE LA MUESTRA
Solicitante Tarciso Jeancarlo Ramirez Vega y Melanie Dayanna Molina
Penagos

Muestra Concentrado de proteina de frejol marrén
Caédigo asignado UEB INV-001
Estado de la muestra Liofilizado

Envase de recepcion

Frascos de plastico

Analisis requerido(s)

Porcentaje de Proteina total

Fecha de recepcion 04-01-2024
Fecha de analisis 08-01-2024
Fecha de informe 14-02-2024
Técnico (s) asignado MIPV

RESULTADOS OBTENIDOS

Cadigo de

2 Muestr:
laboratorio MosHa

Parametros | Unidad | Método | Resultado | Promedio

Concentrado de
proteina de frejol
marrén, obtenido
por su punto
isoeléctrico. R1

Concentrado de
INV-001 proteina de frejol
marrén, obtenido
por su punto
isoeléctrico. R2

Concentrado de
proteina de frejol
marrén, obtenido
por su punto
isoeléctrico. R3

71,06
Porcentaje 4
de proteina ) Dumas 70,81
70,81
70,56

Los resultados son con tres réplicas.

B S T M w .
Dr. Fayjan Bayas: Morejon -
Direc{or DIVIUEB '




Anexo 6
Analisis bromatoldgicos de la materia prima

Fibra




Cenizas

Grasa




Humedad

HLL




Anexo 7
Caracterizacion de las materias primas.

Materia prima

Fréjol Marron

s SR
B S




Anexo 8

Obtencion de extractos de las variedades de fréjol (Phaseolus vulgaris L.)

Extractos de las diferentes variedades de fréjol

Variedad fréjol Marrén Variedad fréjol negro
T1(Metanol) T2(Etanol) T3(Acido T4(Metanol) T5(Etanol) T6(Acido
nitrilo) nitrilo)

Variedad fréjol panamito Variedad  fréjol UEB-Bombolin

T7(Metanol) T8(Etanol) T9(Acido T10(Metanol) T11(Etanol) T12(Acido
nitrilo) nitrilo)




Anexo 9
Cuantificacion del contenido de polifenoles, flavonoides y antocianinas totales.

Polifenoles

Muestra del estandar de &cido galico




Flavonoides

Muestra del estandar de Quercetina




Antocianinas Totales

Tratamientos T1-T12 (pH1.0)




Anexo 10

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro por el método ABTS, FRAP y
DPPH.

ABTS
Muestra del estandar de Trolox




FRAP

Muestra del estandar de Trolox




DPPH
Muestra del estandar de Trolox

v

Tratamientos para la cuantificacion de antioxidantes del tratamiento T1-T12




Anexo 11

Aprovechamiento del mejor tratamiento para la obtencion de un suplemento
proteico.

Suplemento Proteico

Composicion (Cada sobre de 10g contiene):
Principio Activo: Extracto de Fréjol Marrédn (Phaseolus
Vulgaris L) en polvo

Indicaciones: Disolver en 350ml de agua
Un sobre diario. No exceda de 3 sobres por dia.

Posologia: Un sobre diario. No exceda de 3 sobres
por dia.

Fabricado en:

En las instalaciones del laboratorio de i igacion de alta complejidad
de la Universidad Estatal de Bolivar, sector Laguacoto |l (Guaranda Km
1 ¥z Via San Siman)

Guaranda-Bolivar-Ecuador

SUPLEMENTO PROTEICO Y ANTIOXIDANTE
Peso Neto: 10g




Anexo 12
Glosario de términos

Alergenicidad: Capacidad de desencadenar una respuesta inmunitaria anormal
que provoca una reaccion alérgica en una persona.

Renta per cépita: Indicador macroeconémico de productividad y desarrollo
econdémico, usado para entregar una vision respecto al rendimiento de las
condiciones econémicas y sociales de un pais, esto en consideracion del
crecimiento real y la fuerza laboral.

Leghemoglobina: Es una hemoproteina presente en los nédulos radiculares
fijadores de nitrégeno de las leguminosas. Las enzimas de este proceso de fijacion
son muy sensibles a la presencia de O:, por lo que la funcién de éste compuesto
seria captarlo para evitar que produzca dafios.

Estaquiosa: Es un tetrasacarido formado por dos unidades de a-D-galactosa, una
unidad de D-glucosa, se encuentra de manera natural en muchos vegetales y plantas.
Cromogenos: Es un compuesto quimico incoloro que solo se convierte en un
compuesto coloreado a través de una reaccion quimica.

Antineoplasica: Tipo de medicamento contra el cancer que impide la
multiplicacion de las células al interferir con el ADN, el material genético de las
células.

Isoleucina: Es uno de los aminoacidos naturales mas comunes, ademas de ser uno
de los aminoacidos esenciales para el ser humano.

Fenilalanina: Es un aminoacido. Se encuentra en las proteinas como L-
fenilalanina, siendo uno de los 9 aminoacidos esenciales para el ser humano, esta
presente también en muchos psicoactivos.

Metionina: Es un aminoacido esencial, uno de los constructores de bloques de
proteinas y péptidos que su cuerpo no puede producir de otros quimicos. El cuerpo
utiliza la metionina para producir creatina y utiliza el sulfuro de la metionina para
un metabolismo y un crecimiento normal.

Antimicrobiano: Es un agente que mata microorganismos o detiene su
crecimiento. Los medicamentos antimicrobianos se pueden agrupar de acuerdo con

los microorganismos contra los que actdan principalmente.



