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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluo los efectos de los métodos domésticos de coccion en
los compuestos antioxidantes y fenoles totales de zarandaja (Lablab purpureus (L.) Sweet) y
firiguero (Vigna unguiculata (L.) Walp). Los granos fueron obtenidos en el canton Macara la
zarandaja y el firiguero en el cantén Zapotillo, de la provincia de Loja. Se aplicé una encuesta
sectorizada en la ciudad de Loja para definir los métodos de coccion y tiempo de remojo mas
utilizados por las familias de la ciudad de Loja. Para la determinacion de los tiempos de
coccién, se realiz6 un analisis sensorial. Se utilizaron los métodos de coccién a ebullicion y
presion, las muestras cocidas fueron liofilizadas. Para la obtencién de los extractos se trabajé
con solventes metanol/agua y acetona/agua. Con los extractos de muestras crudas y cocidas,
se evaluaron la capacidad antioxidante usando los métodos ABTS, FRAP, DPPH y contenido
fendlico ademas se determind ICso, Los mejores resultados en contenido fendlico fueron en el
grano crudo del firiguero (759,88 + 41,76 mg EAG/100 g) y en grano crudo en zarandaja
(1131,48 + 0,03 mg EAG/100 g).

PALABRAS CLAVES: capacidad antioxidante, métodos de coccién, Fenoles totales, ICsp,
Lablab purpureus (L.) Sweet y Vigha unguiculata (L.) Walp.



ABSTRACT

In the present investigation, the effects of domestic cooking methods antioxidants and total
phenolics compounds of zarandaja (lablab purpureus (L.) Sweet) and firiguero (Vigna
unguiculata (L.) Walp) was evaluated. Grains were obtained in the canton Macara the
zarandaja and firiguero in Zapotillo canton, in the province of Loja. A sectorized survey in the
city of Loja was applied to define the cooking methods and time most used by families in the
city of Loja soak. To determine cooking times, a sensory analysis was performed. cooking
methods to boiling and pressure were used, samples cooked lyophilised. To obtain the extracts
worked with solvent methanol / water and acetone / water. With sample extracts raw and
cooked, antioxidant capacity using ABTS, FRAP, DPPH and phenolic content was determined
IC50 methods further evaluated. The best results were phenolic content in the raw grain
firiguero (759.88 + 41.76EAG mg / 100 g) grain and oil in zarandaja (1131.48 + 0.03 EAG mg
/100 g).

KEY WORDS: antioxidant capacity, cooking methods, total phenols, Lablab purpureus (L.)
Sweet y Vigna unguiculata (L.) Walp.



INTRODUCCION

Las legumbres son consideradas por la poblacibn como un cultivo de subsistencia, su
consumo estd mas difundido en los paises en vias de desarrollo, tiene una importancia
especial para los paises de bajos ingresos y con déficit de alimentos (FAO, 2003; FAO, 2016;).
En Ecuador, el 14,8% de la superficie cultivable corresponden al grupo de legumbres, estas
son cultivadas en monocultivos, asociacion, intercaladas o en rotacién con otros cultivos y se
cosechan 161455 hectareas en grano seco o tierno. En la ciudad y provincia de Loja se
encuentra una de las areas productoras con mayor potencial de adaptabilidad, siendo
Zapotillo uno de los cantones de mayor produccién y con una temperatura media anual de
24,9 °C haciéndola una zona adecuada para el desarrollo de cultivo de legumbres, por lo que
juega un rol muy importante en el manejo sostenible en la alimentacion y agricultura (INIAP,
2012; Quinga, 2017).

La zarandaja (Lablab purpureus L. Sweet) es una de las legumbres menos consumidas a nivel
del pais, lo que puede ser debido a que su produccién es escasa y a la falta de difusion de

sus propiedades nutricionales (Shaahu, Kaankuka, & Okpanachi, 2015).

El firiguero (Vigna unguiculata (L.) Walp), es otra legumbre poco consumida en el pais y
reconocida como una fuente potencial de proteinas y otros nutrientes (Siddhuraju & Becker,
2007). Las semillas contienen aproximadamente 0,18 — 0,59 % de taninos (Reddy, Pierson,
Sathe, & Salunkhe, 1985), &cidos fendlicos, &cidos cinamico y ferulico (Cai, R.; Hettlarachchy,
N.; Jalaluddin, 2003; Sosulski & Dabrowski, 1984; Siddhuraju & Becker, 2007).

Las legumbres no pueden ser consumidas crudas por el ser humano, ya que contienen taninos
y fitatos, factores antinutricionales que inhiben la absorcién de minerales y proteinas; para
poder aprovechar los beneficios de las legumbres es necesario un tratamiento térmico previo
a su consumo (Wang, N; Hatche & Gawalko, E; 2008).

Se conoce la capacidad antioxidante de muchas legumbres por contener compuestos de gran
interés en la actualidad como los antioxidantes que son moléculas capaces de retardar o
prevenir la disminucion y muerte de las células que causan los radicales libres. (Gutiérrez, A,
Ledesma, L ; Garcia, |I.; Grajales, 2006). Para la cuantificacion de capacidad antioxidante en
una especie se emplean varios métodos como (DPPH, FRAP y ABTS). El método el cual se
basa en la estabilidad del radical 1,1 — difenil-2-picrihidrazil (DPPH) (Marina, Avella, Alberto,
Garcia, & Cisneros, 2008). El ensayo FRAP determina la capacidad antioxidante de la muestra

de acuerdo con su capacidad de reduccion de hierro. El método ABTS se basa en la oxidacién



directa del ABTS incoloro por PMS/PDS para generado el ABTS + de color verde a pH neutro
y temperatura ambiente (Zou, Huang, Zhu, Cui, & Yuan, 2019). La eficiencia antioxidante
utilizando el reactivo Folin- Ciocalteu es uno de los métodos utilizados para medir la capacidad
reductora de las muestras, que permite inferencia de su compuesto fendlico (Huang, Boxin, &
Prior, 2005; Paseto, R.; Trindade, M.; De Melo, 2018).

Considerando lo antes expuesto, en el presente estudio se propuso evaluar los efectos de los
métodos domésticos de coccidon en los compuestos antioxidantes y fenoles totales de
zarandaja (Lablab purpureus (L.) Sweet) y firiguero (Vigna unguiculata (L.) Walp), con la
finalidad de proporcionar informacién sobre la capacidad antioxidante de estas legumbres,
para que se pueda promover su consumo y aportar a las iniciativas que buscan incluir estos

alimentos en la dieta cotidiana de la poblacién.

Para el desarrollo de esta investigacion, la zarandaja y el firiguero fueron obtenidas de
proveedores de los cantones Macard y Zapoatillo, provincia de Loja, estas dos legumbres
fueron elegidas realizando encuestas en la zona urbana de la ciudad de Loja, se les aplic
dos métodos de coccion (presion y ebullicidn), se trituré a un tamano de particula de 500 pm
por medio del método de maceracién dinamica, usando solventes metanol-agua 50:50 y
acetona-agua 70:30. Obtenidos los extractos se procedio a la determinacion del contenido de
fenoles totales, con el método Folin-Ciocalteu (Moreno-Escamilla et al., 2015), y se determiné
la capacidad antioxidante usando los métodos ABTS, DPPH y FRAP (Sadh, P.; Saharah, P.;
Duhan, 2017).



CAPITULO |

1. REVISION BIBLIOGRAFIA



1.1. Importancia nutricional de las legumbres.

Las legumbres pueden ser utilizadas en alimentacion humana y animal, las cuales forman una
parte nutritiva y econdmica debido a su presencia en la alimentacion de las poblaciones de
todo el mundo (FAO, 2003). Presentan beneficios significativos para la nutricibn humana y
para la salud cuando se consumen con regularidad en dietas bien equilibradas, provocando
una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares, cancer y diabetes entre otras
(Mazur, Duke, Wahala, Rasku, & Adlercreutz, 1998; Valsta et al., 2003).

El valor nutritivo de las leguminosas se debe esencialmente a su contenido proteico, las
mismas que contienen el doble de proteinas que los cereales, a la vez son fuente importante
de carbohidratos complejos, algunos de absorcion lenta como almidén y otros no digeribles
como los componentes de la fibra alimentaria (Perales, L.; Rodriguez, P.; Valero, T.; Ruiz,
E.;Avila, J.M.;Valera, 2017).

Aportan gran cantidad de hidratos de carbono y fibra dietética; contribuyen una buena fuente
de proteinas, minerales y vitaminas; y son alimentos con un bajo contenido de grasa y ademas
son ricas en &cidos grasos insaturados, es decir, grasas beneficiosas para la salud Las
mismas que contienen el doble de proteinas que los cereales (Perales, L., et al., 2017).

Las leguminosas, al ser de origen vegetal, contienen una elevada cantidad de fitoquimicos,
sustancias biol6gicamente activas, con efectos beneficiosos para la salud como por ejemplo,
proteccion cardiovascular, proteccion frente al cancer y mantenimiento de la salud
gastrointestinal. El sitosterol, estigmasterol y el campesterol son los fitoesteroles de mayor
concentracion. Ademas, también se puede encontrar acidos fendlicos, de los cuales el acido
ferdlico (antioxidante) es el mas abundante; aportan también flavonoides glicosidados,
antocianinas y taninos, siendo estos Ultimos responsables del color de la capa externa de la
semilla (Singh, B., Singh, JP, Shevkani, 2017; Bronte, 2017).



1.2. Zarandaja.

Figura 1. Zarandaja (Lablab purpureus L. Sweet).
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

La zarandaja (Lablab purpureus (L.) Sweet) es una legumbre nativa de Asia y Africa (Pengelly
& Maass, 2001; Vidigal et al., 2018; Singh & Abhilash, 2019). Familia Fabacae también
conocida como frijol egipcio, frijol Jacinto, zarandaja y fujiname entre otros (Pengelly & Maass,
2001). Es una legumbre que crece en zonas tropicales y subtropicales (Laguna, 2001).
Introducida en algunos paises como Panama, Bolivia, Colombia y Ecuador (Pengelly & Maass,
2001; Cevallos Caillagua, 2015). Se estima que la siembra en promedio es de 2,5 a 3
toneladas métricas por hectarea (Granda, 2009). En el cantén Zapotillo provincia de Loja se
obtiene un estimado de cosecha de 30 quintales por hectarea, por un tiempo de 6 meses
(MAGAP-Zapoaitillo, 2017).

En el Ecuador el cultivo de la zarandaja no es aprovechado, ya que son pocas las zonas en
donde se realizan dichos cultivos, a su vez dependiendo de la variedad y la tecnologia
empleada (MAGAP, 2015; Cevallos Caillagua, 2015).

1.2.1. Composicion de la zarandaja.

El grano crudo es rico en proteinas, carbohidratos y minerales, ademas, es fuente de vitamina
del complejo B, tiene un alto contenido en fibra. La fibra soluble en los granos ayuda mantener
niveles saludables de colesterol y disminuye la velocidad a la que la glucosa es liberada en el
sistema, lo que impacta positivamente en el peso corporal y riesgo de diabetes (Granda,
2009). Ademés, contiene grandes cantidades de vitaminas (niacina y acido ascoérbico),
minerales, taninos e inhibidores de tripsina. En la tabla 1 se presenta la composicion
nutricional de la zarandaja (Kala, BK.; Soria, PT.; Mohan, VR; Vadivel, 2010; Cevallos
Caillagua, 2015).



Tabla 1. Composicidn nutricional de zarandaja.

Componentes Valores (mg/100g)
Carbohidratos totales (%) 54,2 - 63,3
Proteinas (%) 22,4-31,3
Calcio 36 - 53,5
Fibra (%) 49-6,9
Fosforo 388 - 483
Fésforo fitato 282 - 380
Hierro 59-6,9

Fuente: Deka & Sarkar, (1990);Kamatchi, Soris, Mohan, & Vadivel, (2010).
Elaboracion: El autor.

La zarandaja contiene una composicion quimica bien equilibrada, ademas es una fuente de

antioxidantes naturales (Tabla 2).

Tabla 2. Composicién quimica de zarandaja.

Componentes Valores (mg/100g)

Contenido de flavonoides 42,5+5,7
Quercetina 33,1+0,3
Fenoles totales 0,2-0,3
Taninos 0,2-04

Acido fitico 314 - 421
Cianuro de hidrégeno 0,2-0,3

Inhibidor de tripsina 24,3-34,5

Fuente: Kamatchi, Soris, Mohan, & Vadivel, (2010); Motalib et al., (2012)
Elaboracion: El autor

1.3. Firiguero.

Figura 2:Firiguero (Vigna unguiculata (L.) Walp)
Fuente: El autor
Elaboracion: El Autor

El firiguero (Vigna unguiculata (L.) Walp) también conocida en paises latino americanos como
xpelon, perome, cachito, frijol de costa, caupi, firiguero, chileno y boca negra; es un cultivo de
los trépicos y subtrépicos, especialmente en el oeste de Africa, Asia y América Central y del
Sur (Singh, B.; Ajeigbe, H.A; Tarawali, S.A ; Fernandez-Rivera, S ; Abubakar, 2003).



Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO,
2003) se obtienen aproximadamente 5,8 millones de toneladas de firiguero seco en el mundo
con un minimo de 11 millones de hectareas plantadas (Xiong H, Shi A, Mou B, Qin J, Motes
D, 2016). En el cantén Zapotillo de la provincia de Loja se obtiene un estimado de cosecha de
20 a 25 quintales por hectérea, por un tiempo de 6 meses (MAGAP-Zapotillo, 2017). Zapotillo
es un canton con mayor producciéon de legumbres, el cual debido a su ubicacion geogréfica
posee un clima tropical durante casi todo el afio, manteniendo una temperatura promedio de
entre 25-30°C, siendo este clima el adecuado para la producciéon de legumbres como
zarandaja y firiguero (MAGAP-Zapotillo, 2017).

1.3.1. Composicion del firiguero.
La valor nutricional (Tabla 3) de las proteinas, se aprecia que es relativamente pobre en
aminoacidos sulfurados como cisteina, metionina y otros como triptéfano en comparacion con
cereales, pero es rica en lisina, y con buen contenido de tirosina, leucina y fenilalanina (Maia,
F. M. M., Oliveira, J. T. A., Matos, M. R. T., Moreira, R. A., & Vasconcelos, 2000; Onwuliri &
Obu, 2002; ; Frota, K. d. M. G., Soares, R. A. M., & Aréas, 2008; Carvalho et al., 2012; Solanilla
Duque, 2012). Por lo cual se hace necesario complementar leguminosas con cereales en la
dieta (Duranti, 2006). Ademas, tiene una buena fuente de minerales como hierro, zinc, potasio,

fésforo y magnesio (Frota et al., 2008; Vargas et al., 2012).

Tabla 3. Composicion nutricional del firiguero.

Componentes Valores
Proteina 17,4y 39,70 g/100g
Fibra cruda 0,65 g/100g y 5,10 g/100g
Carbohidratos 50y 75 g/100g
Potasio 1280 y 2899 mg/100g
Calcio 5,21y 946 mg/100g
Magnesio y manganeso 1,82 - 350 mg /100g
Hierro 2,6 -21,6 mg/100g
Zinc 2,7- 8,9mg/100g
Fosforo 251- 510 mg/100g
Sodio 0,1 - 204 mg/100g

Fuente: Vargas et al., (2012).
Elaboracion: El autor.

Finalmente, cabe decir que estudios nutricionales del grano estan relacionados con
alimentacién animal ya que buscan alternativas al uso de la torta de soya (Solanilla Duque,
2012).

La composicion quimica del firiguero (Tabla 4) se presenta sus principales valores.



Tabla 4. Composicién quimica del firiguero.

Componentes Valores (mg/100g)
Fenoles 0,04 - 934,38
Polifenoles 587y 987
Taninos 0,33-874
Alcaloides 1,28-1,50
Saponinas 0,11 - 440

Fuente: Vargas et al., (2012)
Elaboracién: El autor.

La disposiciobn en metabolitos secundarios va directamente relacionado con su contenido
fendlico que tiene valores desde 0,04 mg/100g hasta 934.38 mg/100 g en grano crudo (Cai,
R.; Hettlarachchy, N.; Jalaluddin, 2003; Okwu, D.; Orji, 2007;Gutiérrez-Uribe, Romo-Lopez, &
Serna-Saldivar, 2011; Samaniego, 2016). Los polifenoles ubicados en el epicarpio flucttan
entre 587 y 987 mg/100gq, si el color de la cascara del firiguero es mas intenso se obtendra
mayor presencia de polifenoles (Punia, D.; Preet, 2000;Bezerra, Santelli, Oliveira, Villar, &
Escaleira, 2008; Samaniego, 2016). La concentracién de taninos se ubican con valores entre
0,33 a 874 mg/100g (Duranti, 2006; Samaniego, 2016), y los alcaloides fluctian entre 1,28 a
1,50 mg/mg/100g (Okwu, D.; Orji, 2007; Samaniego, 2016).

1.4. Influencia de los métodos de coccidn en la calidad nutricional y funcional.

La coccién es el procedimiento capaz de realizar una transformacion fisica y/o quimica en la
textura, aspecto, composicion y valor nutritivo de un alimento mediante la accién del calor,
haciendo los alimentos mas digeribles, y aumentando su vida Util y su seguridad alimentaria,
habitualmente, presenta inconvenientes para las frutas y algunas hortalizas (Caracuel, 2008).
Se generan pérdidas nutritivas, las cuales dependen del cuidado con que se les brinde a los
alimentos de los agentes fisicos (luz, oxigeno, temperatura, etc.). Sin embargo, puede afectar
profundamente tanto la textura y el valor nutricional de las legumbres. Algunos estudios han
demostrado una pérdida de vitaminas durante la coccion, dicha perdida varia con el
tratamiento de coccién aplicado (Caracuel, 2008;. Guillén, Mir-Bel, Oria, & Salvador, 2017).
Asi también la coccion térmica de las leguminosas mejora su valor nutricional mediante la
reduccion de antinutrientes como el acido fitico, taninos y aumenta la digestibilidad de las
proteinas y el almidén. Sin embargo, se dispone de informacion limitada sobre el impacto del
procesamiento térmico de las leguminosas en la composicion fitoquimica y las actividades

antioxidantes (Teixeira-guedes, Oppolzer, Barros, & Pereira-wilson, 2019)

Ademas, la coccion empieza con elementos de transporte que realizan transferencia de masa
y de energia, y que dependen de la naturaleza, tamafio y forma, y dependiendo de la

intensidad calorifica se producirdn cambios fisicos y quimicos en el producto mediante
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movimiento de las moléculas dentro del alimento y del intercambio de sustancias quimicas
(Cengel, 2007).

Las marmitas cuentan con dos técnicas de coccion, a presion, que trabajan a una temperatura
de trabajo fluctda entre los 110 y 120 °C, que depende de la presion utilizada, y por otra parte
la técnica clasica que llega a 100 °C (punto de ebullicién del agua a 1 atm) y que demuestran
ventajas como: mayor celeridad para lograr la coccion de los alimentos, mayor control de los
tiempos de coccién, una importante economia de tiempos y ahorro de energia (Casp & April,
2003).

Kalogeropoulos et al., (2010) analizaron el contenido fendlicos en 14 variedades de
leguminosas cocidas y reportaron una disminucion significativa en su concentracion después
de la coccibén, en cambio Zhang et al., (2017) mostraron una reduccion significativa de tanino
fendlico total y condensada, tanto en forma libre como en forma unida en lenteja hervida. De
igual manera Xu & Chang,( 2008) encontraron que remojar, hervir y cocinar al vapor afect6
significativamente el contenido fendlico en guisantes, garbanzos y lentejas segun el tipo de

leguminosa y las condiciones de procesamiento (Pérez-Burillo et al., 2019).

1.5. Determinacién de fenoles totales.

El método Folin-Ciocalteu se usa para la determinacién de fenoles totales. Se basa en el uso
del reactivo Folin Ciocalteau para la reduccién de fenoles y seguidamente de la neutralizacién
con carbonato sodico; este reactivo esta constituido por una mezcla de acido fosfowolframico
(HsPW12040) y acido fosfomolibdico (HsPMO1.040) que se reducen al oxidar compuestos
fendlicos, dando como resultado 6xidos azules de wolframio y molibdeno, dicha coloracién

posee una absorbancia maxima de 765 nm (Kuskoski et al., 2004).

1.6. Antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias que cuando estan presentes, retardan e inhiben la oxidacion
de sustancias susceptibles al atague de las especies reactivas del oxigeno (ROS). Todos los
seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan radicales libres, lo cual es
incompatibles con la vida a menos que existan mecanismos celulares de defensa que los
neutralice (Sanchez, 2013). Los efectos de defensa de antioxidantes naturales en frutas y
verduras estan relacionados con tres grandes grupos: vitaminas, compuestos fendlicos y
carotenoides (Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, & Hawkins Byrne, 2006).

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo

cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre las funciones
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fisiolégicas normales de los humanos (Coronado, M., Vega, S., Gutierrez, T., Vazquez, F &
Radilla, 2015).

Los compuestos antioxidantes individuales no actian solos. Actdan en combinacion con otros
antioxidantes, ya que las interacciones entre ellos pueden producir efectos sinérgicos o
antagonicos en la capacidad antioxidante total (Vicente, 2017).

Los compuestos fitoquimicos que se encuentran en cereales, verduras, granos y vegetales
son principalmente carotenoides, compuestos fendlicos, alcaloides y compuestos
antioxidantes; son sustancias quimicas que estando en concentraciones mucho mas bajas
que las de cualquier sustrato biolégico oxidable, previene o retarda la oxidacion de dicho
sustrato (Speisky, 2006). Los antioxidantes tienen la capacidad de reaccionar con los
radicales libres y asi restringir los efectos maléficos al organismo. El cuerpo humano produce
algunos antioxidantes enddgenos o0 estos pueden ser consumidos a través de la dieta. La
mayoria de los flavonoides tienen la capacidad de reaccionar con radicales libres y ejercer

funciones antioxidantes en el organismo (Gémez, P. M.; Hurtado, M. C.; Mata, 2011).

1.7. Determinacion de la capacidad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante se usan diferentes métodos, que se basan en
captar radicales libres en un tiempo determinado de interaccion con un medio de reaccion.
Entre ellos se encuentran los métodos DPPH, ABTS, FRAP (Castafieda, Ramos, & Ibafez,
2008)

1.7.1. Método ABTS.

El método de ABTS utilizado se basé en Re et al., (1999) con algunas modificaciones (Al-
Laith, Alkhuzai, & Freije, 2015). Este método mide la capacidad de los antioxidantes naturales
de eliminar radicales libres, se basa en la oxidacién del radical ABTS (2,2’-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) presente en la muestra con peroxido de hidrégeno para
producir el radical catidnico, este radical obtiene un color verde azulado y estable (Prior, R. L.,
Wu, X., y Schaich, 2005), con maximo de absorcion a 342 m, es muy soluble en agua y
guimicamente estable (Antolovich, M.; Prenzler, P.D.; Patsalides & McDonald, S.; Robards,
2002; Kuskoski, Asuero, Garcia-parilla, Troncoso, & Fett, 2004). Es aplicado para compuestos
puros o extractos de naturaleza hidréfilica o lipofilica y materiales biologicos. El radical ABTS*
una vez generado por medio de enzimas (peroxidasa, mioglobina) pasan a presentar nuevas
caracteristicas con maximos de absorcion a 414, 645, 734 y 815nm (Miller, N.;Rice-Evans,
1997 ; Robards,K.;Prenzler,P.;Tucker,G.; Swatsitang,P. Glover, 1999; Kuskoski et al., 2004).
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1.7.2. Método FRAP.
Este método determina la reduccion de las moléculas de capacidad de Fe Il a Fe Il de los
polifenoles, el cual forma un color azul con tripidil triazina (TPTZ) que puede ser monitoreado
por absorbancia a 593 nm (Cerén & Higuita, J.C.; Cardona, 2011), la cual se incrementa
proporcionalmente con la cantidad presente en los antioxidantes (Roginsky & Lissi, 2005). Se
ha argumentado que la capacidad para reducir el hierro se correlaciona poco con la
estabilizacion de radicales libres; la oxidacion o reduccion de radicales para formar iones
puede detener la oxidacion en cadena y por lo tanto el poder reductor reflejaria la capacidad
de un compuesto para regular el estado redox del plasma o tejidos. Adicionalmente, como los
metales reducidos son propagadores de reaccion en cadena peroxidacion lipidica por el
rompimiento de hidroperdxidos (Londofio, 2012). Este método es de bajo costo, rapido en su

preparacion y se obtiene buenos resultados y no necesita tratamientos previos.

1.7.3. Método DPPH.
La molécula de 1,1 —difenil-2-picrilhidrazilo (a, a-difenil-B-picrilhidrazilo, DPPH 1): se
caracteriza por ser un radical libre estable en virtud de la deslocalizacién del electron de
reserva sobre la molécula en su conjunto, de modo que las moléculas no se dimerizan, como
la mayoria de los demas radicales libres. La deslocalizacién también da un color violeta
intenso, caracterizado por una banda de absorcién de etanol centrada a aproximadamente
520 nm (Guija, Inocente, Ponce, & Zarzosa, 2015). Cada una soluciéon de DPPH se mezcla
con la de una sustancia que puede donar un a&tomo de hidrégeno, entonces esto da lugar a la
forma reductora con la pérdida del color violeta intenso virando a amarillo palido (Casanova,
2015). Se evalta a una longitud de onda de 515 nm producida por la adicién del antioxidante

a la solucion DPPH* (Saner, Samim, Karadag, Ayse, Ozcelik, 2009).

1.7.4. El coeficiente de inhibicidn ICso.
El coeficiente de inhibicion (ICsp) se define como la cantidad de antioxidante imprescindible
para reducir la concentracion inicial de DPPH al 50%, este valor se calcula trazando un
porcentaje de inhibicién frente a la concentracién del extracto frente al correspondiente efecto
de eliminacion. El ICso, como una medida de la capacidad de un compuesto para limpiar los
radicales libres, tiene algunos errores cuando las concentraciones de radicales libres (J. Deng,
Cheng, & Yang, 2011).
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2. METODOLOGIA
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2.1. Obtencion de muestras.

Para este estudio se trabajo con las legumbres: zarandaja (Lablab purpureus) y firiguero
(Vigna unguiculata), las cuales fueron adquiridas directamente de los agricultores en el canton
Macara y canton Zapotillo respectivamente de la provincia de Loja.

2.2. Definicion de métodos de coccion.

Para la seleccion de los métodos de coccion en las legumbres, se emple6 una encuesta que
se aplico en diferentes sectores de la ciudad de Loja (Tabla 5).
Tabla 5.Sectores Encuestados.

Sectores Parroquias Barrios
Miraflores, El Pedestal, Gran

Sucre Colombia, Clodoveo, Belén
Sector 1
. Perpetuo Socorro, Cuarto
El Sagrario .
Centenatrio.
San Cayetano bajo, La
Sector 2 El Valle Inmaculada, La Paz, Cdla. Del

Maestro, Estancia Norte
Pradera, Maximo Agustin
Rodriguez (calles Bernardo
Sector 3 San Sebastian Valdivieso, Bolivar y Sucre desde
calle Lourdes hasta Cabo
Minacho). Cdla. Rodriguez Witt.

Tebaida, Argelia, San Isidro ( Av.
Punzara Pio Jaramillo hasta redondel
UNL)

Orilla occidental del rio Zamora,
calle Olmedo, desde la Puerta de
la Ciudad hasta el Cabo Minacho

Fuente: Proyecto “Valoracion de alimentos tradicionales de la poblacion ecuatoriana”.
Elaboracion: El autor.

Sector 4

El Sagrario y San
Sebastian

La encuesta (anexo 1) elaborada por docentes de la UTPL fue dirigida a personas que
preparan alimentos en hogares de la zona urbana de la cuidad de Loja, con la finalidad de
conocer los métodos domésticos aplicados en la preparacion de legumbres aplicando

primeramente remojo, cantidad de agua, tiempo de reposo y métodos de coccion.

2.2.1. Pruebas preliminares de la coccion de las muestras.
Basandose en las encuestas empleadas se pudo seleccionar los métodos de coccion ideales
en las legumbres los cuales fueron: coccién a ebullicion y en coccion a presion.
Para ello, los granos previamente se les realizé un proceso de remojo en agua con relacion

1:2 pl/v, por un tiempo de 5 horas.
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Las legumbres fueron sometidas a diferentes cocciones (Tabla 6), hasta obtener un
tratamiento 6ptimo de coccidn, con una relacion 1:9 p/v para la ebullicion y 1:4 p/v para
presion, trascurrido el tiempo de coccién se analizd presionando con las yemas de los dedos
que el grano este suave y no quede ningun grano duro. Los tiempos de coccién se tomaron
en cuenta desde el momento que inicié la ebullicion del agua (coccién a ebullicion) y desde el

primer sonido de la valvula de vapor de la olla de presion.

Tabla 6.Tiempos empleados en coccion de legumbres.

Zarandaja Firiguero
Ollas Presion | Ebullicion | Presion |Ebullicion

£ 16 80 16 80

E | Pruebas 18 90 18 90

o | preliminares

3 20 100 20 100

()

[= Final 25 135 14 110

Fuente: El proyecto
Elaboracion: El autor.

Para determinar los tiempos 6ptimos para las dos cocciones se realizaron diferentes
cocciones por cada legumbre los cuales estan representados en la tabla 6, y asi se obtiene el

tiempo 6ptimo con el que se realiz6 el andlisis, representado como el tiempo final.

2.2.2. Analisis sensorial de la coccion de las muestras.
El analisis sensorial se realiz6 una ficha para catacién (ANEXO 2), se seleccionaron tres
muestras con diferentes tiempos de coccidn numeradas aleatoriamente (grano suave y grano
duro). Se trabajé con ocho catadores quienes clasificaron segun su dureza y trazaron una

linea en el punto mas apropiado de cada escala lineal.

2.3. Preparacioén de la muestra

2.3.1. Seleccién de la materia prima.
Los granos fueron seleccionados manualmente para eliminar impurezas y algunos objetos
extrafios, se empacaron en bolsas aplicando vacio (para impedir que entre aire y no se

contaminen), se almacen6 a temperatura ambiente a 21°C hasta su utilizarlos posteriormente.

2.3.2. Muestra cruda.
Las muestras de zarandaja y firiguero fueron procesadas directamente siguiendo la
metodologia de Pérez-Jiménez et al., (2008). Se triturd a una velocidad de 1800 rpm con una

malla de 0,75 mm, se obtuvo un tamafo de particula <500 um, se utiliz6 un molino ultra
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centrifugo RETSCH ZM200 (figura 4), posteriormente se almacenaron en bolsas de aluminio
(figura 4) con cierre hermético a temperatura ambiente hasta que fueron utilizadas.

Figura 3:A) Molino ultra centrifugo RETSCH B) Bolsas aluminio (zarandaja y firiguero)
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

2.3.3. Muestras cocidas
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2.3.3.1. Diagrama de proceso de coccion.

Preparacion de la muestra (Firiguero y zarandaija)

v
Seleccion Granos defectuosos
v
Pesadn
v
Remojado H 5 horas, 1:2 p/v
v
Fscurrido 3 minutos
v
Pesado
© H Seleccion
,
Pesado
(Granos (tiles)
\
v
¥ L 4
Cocido Cocido
(Olla de presion) (Olla normal)
Agua 1:2 piv Agua 1:4 piv
Ta: inicio de cqccién. (Medir Temperatura ebullicion)
Ta: Qesde salida vapor Ta: inicio de coccion
de valvula. T2: desde salida vapor de
T-: final valvula.
Ta: final
\ 4 +
v
N
[ Escurrido > Agua (medir)
J
v
~
Enfriado
(Interrupcién de | | Agua (0 °C)
coccidn)
v
Pesado
(Granos)

Figura 4: Proceso de coccion de legumbres.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

2.3.3.2.  Trituracion de muestras cocidas
Se realiz6 trituracion de los granos cocidos con la ayuda de un procesador de alimentos marca

KITCHEN AID a velocidad baja se tritur6 las muestras por un tiempo de 30 segundos y las
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aguas de coccién se colocaron en frascos boeco y posteriormente fueron congeladas por
separado antes de ingresar al equipo para su posterior liofilizacion.

2.3.3.3.  Liofilizacion.
Las muestras de zarandaja Y firiguero cocidos fueron liofilizadas en el equipo LABCONCO
freezone 12, temperatura de colector de -51°C, temperatura de camara de 31°C y presion de
vacio de 0,110 mBar. Las muestras liofilizadas fueron almacenadas en refrigeracion a 2°C en

bolsas de aluminio en oscuridad (Figura 5).

T

Figura 5: A) Liofilizador equipo LABCONCO 12. B) Bolsas de aluminio con zarandaja y firiguero.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor

2.4. Obtencién de extractos de zarandaja y firiguero.

Siguiendo la metodologia de Pérez-Jiménez et al., (2008), se pesé 3 gramos de cada muestra
(granos y agua de coccion) y se le afiadié 20 mL de solucion metanol/agua (50:50 v/v, pH2),
se colocé las muestras en un agitador magnético a 180 rpm por un tiempo de 1 hora; se
centrifugo durante 10 min a 2850 rpm, obteniendo el sobrenadante (A) y sobre el residuo se
afadiéo 20 mL de solucion acetona/agua (70:30 v/v) para nuevamente dejar en agitacion
durante 1 hora a 180 rpm, en un agitador magnético; se centrifugo por 10 min a 3000 rpm
(Figura 7), se tomé el sobrenadante (B) para luego unirlo con el sobrenadante (A). Como se

muestra en la figura 6.
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3 g de muestra

20 ml metanol/agua (50:50) v/v, pH 2

Centrifugacion

‘/\A Residuo

20 ml acetona/agua (70:30) v/iv

Centrifugacion

Capacidad antioxidante (AC1)

Figura 6: Esquema de la extraccion de antioxidantes.
Fuente: Pérez-Jiménez et al., (2008)
Elaboracién: El autor.
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Figura 7: A) Agitador magnético. B) Centrifuga. C) Muestra de sobrenadante firiguero.
Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

2.5. Determinacién de fenoles totales.

Para la determinacion de fenoles totales se utiliz6 el reactivo Folin —Ciocalteau de acuerdo a

la metodologia descrita por con algunas modificaciones.

2.6. Fenoles totales.

Este ensayo se realiz6 directamente en los pocillos de la placa de lectura en los cuales se
coloco 240 pL de H2O tanto para los estandares y para las muestras, se adicion6 15 pL de
estandares y muestras, en el caso de blanco se coloc6 15 pL del disolvente metanol. Se coloco
15 pL de reactivo Folin-Ciocalteu diluido en agua y se dejo reaccionar por un tiempo de 15
min y consecutivamente se afiadié 30 uL de carbonato de sodio (20%), se dej6 incubar por 2
horas en el lector de microplaca (Bio Tech, EPOCH 2). La lectura se realizé por triplicado a
una temperatura de 25 °C y a una longitud de onda de 725 nm (Figura 8).

Condicion final de método de fenoles totales:

e Lalectura del blanco, estandar y muestra por triplicado.
e Incubacion inicial 15 minutos en el equipo, incubacién final 2 horas en oscuridad a 20
°C

e Longitud de onda de lectura 725nm.

21



FENOLES

Preparacion
de reactivos

Curvade
calibracién

Muestra

Carbonato de sodio 1N:
1,06 g de carbonato +
20 mL de agua
destilada.
Folin-Ciocalteu 0,25 N:
35 mL de agua destilada
+ 5 mL del reactivo.

Pesar 2 mg de &cido galico

y diluir en 2 mL de metanol.

Tomar alicuotas de 10; 20;
400; 60; 80; 100 y 120 pL,
aforar a 1000 pL con agua.

240 uL de agua destilada +
15 pL de la solucion Folin—
Ciocalteau + 15 puL de
muestra.

Leer la absorbancia a 725
nm.

240 pL de agua destilada +
15 pL de la solucién Folin—
Ciocalteau + 15 yL de
muestra.

Leer la absorbancia a 725
nm.

Figura 8. Método de fenoles totales.

Fuente: El autor
Elaboracién: El autor.

2.7. Determinacion de capacidad antioxidante.

Para la determinacion de capacidad antioxidante en estas legumbres se utilizaron los métodos
de: DPPH (2,2-difenil-picrilhidracil), FRAP (reduccion férrica de un antioxidante y ABTS (2,29-

azinobis, 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido).

2.7.1. Curvade calibracion.

Para realizar la curva de calibracion de los métodos que determinan la capacidad antioxidante
se prepar6 una solucién madre de Trolox, pesando 2,58 mg de reactivo Trolox y se lo diluyo
en 10 mL de MeOH, de esta solucidbn madre se tomaron alicuotas para realizar las diferentes
concentraciones con MeOH Para la curva de calibracion se preparé una solucién madre de
trolox (1000 ppm), pesando 25 mg de trolox y se disolvié en 50 mL de MeOH, de esta solucion

madre se tomaron alicuotas para realizar las diferentes concentraciones aforando con MeOH

y se agitaron en un agitador vortex modelo M37600 TH.
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Tabla 7: Preparacion de estandares de Trolox.

Estandar Alicuota Aforo (MeOH-  Concentracién Concentracion
solucion Madre pL) Final uM Ensayo uM
(HL)
1 10 990 10 0,5
2 20 980 20 1
3 40 960 40 2
4 60 940 60 3
5 80 920 80 4
6 100 900 100 5
7 120 880 120 6

Fuente: La experimentacion.
Elaboracion: El autor.

2.8. Método ABTS.

Se utilizé la metodologia descrita por Thaipong et al., (2006) con modificaciones. Para este
ensayo, se prepard una solucién ABTS (7,4 uM) pesando 40,6 mg de reactivo ABTS y se
diluyo en 10 mL de agua destilada, consecutivamente se prepar6 una solucién de
peroxodisulfato de potasio (2,6 uM) para la cual se pesé 7,03 mg de peroxodisulfato de potasio
y se diluyo en 10 mL de agua destilada, se obtuvo la solucion madre mezclando en una
relacion 1:1 las soluciones de ABTS y la de peroxodisulfato, se dej6 reaccionar por 24 horas,
de esta solucion madre se tomé alicuotas y se mezcl6 con MeOH hasta alcanzar una
absorbancia de 1,2 + 0,02 a una longitud de onda de 734 nm obteniendo la solucién de trabajo
ABTS (Figura 10).

Los ensayos de ABTS se realizaron en los pocillos en los cuales se mezclaron las soluciones
por triplicado, para la preparacion del blanco se colocé 30 puL de MeOH + 270 uL de solucion
de trabajo ABTS, para los estandares se mezclé 30 pL de estandar + 270 pL de solucion de
trabajo ABTS, las muestras se realizaron colocando 30 pL de muestra + 270 pL de solucién
de trabajo ABTS, se dej6 reaccionar por un tiempo de 1 hora a una temperatura de 25 °C y
se realiz6 la lectura a una longitud de onda de 734 nm en un lector de micro-placa (Bio Tech,
EPOCH 2).

Condicion final de método ABTS:

e La lectura del blanco, estdndar y muestra por triplicado.
e Incubacién 1 hora en oscuridad dentro del equipo, a 25°C.

e Longitud de onda de lectura 734 nm.
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ABTS

Preparacion Curva de Muestra
de reactivos calibracion
Solucién Madre Pesar 2,58 mg de reactivo Tomar 30 pL de
Trolox y diluir en 10 mL de extracto + 270 pL de
ABTS (7,4 mM) 40,6 mg metanol. solucion de trabajo
aforar con 10 mL de agua
destilada.
Peroxodisulfato de || Tomar alicuotas de 12,5; Leer la absorbancia a
potasio (2.6 mM) 7 mg || 50; 100; 200; 300 y 400 pL, 734 nm.
aforar con 10 mL de agua aforar a 1000 pL de
destilada. metanol.
Mezclar volimenes

. . . Tomar 30 pL de extracto +
iguales, dejar reaccionar 270 uL de solucion de

16 h a temperatura trabajo ABTS

amhiente v en anitaridn

Leer la absorbancia a

Solucién de Trabajo 734 nm.

Mezclar 44 pL de solucién
madre + 1 mL de metanol y
ajustar absorbancia a 1,2 +
0,02 a una longitud de onda
de 734 nm.

Figura 9. Método ABTS.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.
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Tabla 8: Preparacion de estandares

Estandar Alicuota Aforo (MeOH-  Concentracién Concentracion
solucion Madre pL) Final uM Ensayo uM
(HL)
1 12,5 987,5 25 2,5
2 50 950 50 5
3 100 900 100 10
4 200 800 200 20
5 300 700 300 30
6 400 600 400 40
7 500 500 500 50

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

2.9. Método FRAP.

Se utilizé la metodologia de con modificaciones realizadas por Benzie & Strain, (1996) con
modificaciones realizadas por Thaipong et al.,( 2006).

Para cuantificar el poder de reduccidn férrica se prepar6 una solucion de trabajo para la cual
se prepar6 previamente una solucién (A) Buffer de acetado (pH 3,6) pesando 310 mg de
acetato de sodio + 1,6 mL de acido acético 100% y se aforo a 10 mL con agua destilada,
posteriormente se prepard una solucién (B) TPTZ (10 mM) pesando 31,2 mg de TPTZ + 10
mL de &cido clorhidrico 40 mM y se agito, consecutivamente se prepar6 una solucion (C) de
cloruro férrico (20 mM) se pesé 54 mg de cloruro de hierro (lll) + 10 mL de agua destilada, y
por ultimo una solucion (D) acido clorhidrico (40 mM) se prepar6 colocando 22,67 pL de acido
clorhidrico 37% en un balén de aforo de 50 mL y se aforo con agua destilada (Figura 9).
Para preparar la solucion de trabajo se mezcl6 las soluciones A, C 'y D en proporciones 10:1:1
respectivamente y se incuba a 37 °C durante 15 min.

En los pocillos de la placa se mezclé las soluciones por triplicado, para la preparacion del
blanco se coloc6 30 pL de MeOH + 270 L de solucién de trabajo FRAP, para los estandares
se utilizd 30 uL de estandar + 270 uL de solucién de trabajo FRAP, las muestras se realizaron
colocando 30 pL de la muestra + 270 pL de solucién de trabajo FRAP, se dej6 reaccionar
durante 30 min a una temperatura de 37 °C y se realiz0 la lectura a una longitud de onda de
593 nm en un lector de microplaca (Bio Tech, EPOCH 2).

Condiciones final del método FRAP.

e La lectura del blanco, estdndar y muestra por triplicado.
e Incubaciéon 30 minutos en oscuridad dentro del equipo a 37°C.

e Longitud de onda de lectura 593 nm.
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FRAP

Preparacion
de reactivos

Curvade
calibracion

Muestra

Buffer de acetato (pH
3,6): 310 mg de acetato
de sodio en un balén de
aforo de 100 mL, + 1,6
mL de &cido acético
100% vy aforar con agua
destilada.

TPTZ (10 mM): 31,2 mg
de TPTZ, + 10 mL de
acido clorhidrico 40 mM.
Cloruro férrico: 54 mg
de Cloruro de hierro (Ill) +
10 mL de agua destilada.
Solucién de trabajo
FRAP: 25 mL de buffer
acetato + 2,5 mL TPTZ +
2,5 mL de FeCI3.

Pesar 2,58 mg de reactivo
Trolox y diluir en 10 mL de
metanol.

Tomar 30 puL de
extracto + 270 pL de
solucion de trabajo
ABTS.

Tomar alicuotas de 25; 50;
100; 200; 300; 400; 500;
600; 700; 800; 900 L,
aforar a 1000 pL de

Leer la absorbancia a
593 nm, T 37 °C.

metanol.
|

Tomar 30 pL de extracto +
270 pL de solucion de
trabajo ABTS.

Leer la absorbancia a
593 nm, T 37 °C.

Figura 10. Método FRAP.
Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

2.10. Método DPPH.

Este método se bas6 en la técnica de Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, (1995) con

modificaciones realizadas por Thaipong et al.,( 2006).

Se utilizé un micro método utilizando una placa con 96 micro-placas, fondo plano y la lectura

se realiz6 en el (Bio Tech, EPOCH 2) en diferentes condiciones.

Para realizar el ensayo de DPPH se preparé una solucién madre DPPH, pesando 4,92 mg de
reactivo DPPH y se lo diluyo en 10 mL de metanol, a partir de esta solucién se procedio a
preparar la solucién de trabajo, tomando una alicuota de 180 pL de solucién madre DPPH y
se diluyo en un 1 mL de metanol y se ajustd a una absorbancia de 1,1 + 0,02. Si la absorbancia
esta por debajo del valor indicado, se debe afiadir mas volumen de la solucibn madre de

DPPH; si por el contrario se encuentra sobre el valor indicado, se debe afiadir MeOH hasta

alcanzar la absorbancia deseada.

26




El ensayo se realizé directamente en los pocillos de la placa colocando 30 puL de MeOH + 270
UL de solucién de trabajo DPPH para la realizacion del blanco, para los estandares se utilizd
30 pL de estandar + 270 pL de solucién de trabajo DPPH, las muestras se realizaron
colocando 30 pL de muestra + 270 pL de solucién de trabajo DPPH, y se dejo reaccionar
durante 1 hora en el lector de micro placas (Bio Tech, EPOCH 2) a temperatura de 25 °C, esta
lectura se realizé a una longitud de onda de 515 nm (Figura 8).

Condicion final del ensayo de método DPPH.

e Lalectura del blanco, estdndar y muestra por triplicado.
e Incubacién 1 hora en oscuridad, a 20°C.

¢ Longitud de onda de lectura 515 nm.

DPPH
Preparacion de Curvade Muestra
reactivos calibracion
Solucién Madre Pesar 258 mg de Tomar 30 pL de
. . extracto + 270 uL de
; reactivo Trolox y diluir en s .
4,22 mg de reactivo y solucion de trabajo
DPPH y diluir en 20 mL 10 ml de metannl ABTS
de metanol.
Tomar alicuotas de 12,5; Leer la absorbancia a
» - 50; 100; 200; 300; 400 y 500
Solucion de Trabajo pL, aforar a 1000 pL de >15 nm.
y metanol.
1800 pL de solucién

madre DPPH y diluir en 10

mL de metanol, ajustar Tomar 30 pL de extracto +
absorbanciaa 1,1+ 0,02 a 270 L de solucién de

una longitud de onda de trabajo ABTS

515 nm.

Leer la absorbancia a
515 nm.

Figura 11. Método DPPH.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.
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2.11. Coeficiente de inhibicién ICsq.

Para las muestras en donde se obtuvo una mayor capacidad antioxidante se calcul6 el
porcentaje de inhibicién del 50% del DPPH, aplicado la metodologia de Scherer & Godoy,
(2009).

2.11.1. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH (%l).
Se determiné la absorbancia de la solucién de trabajo en tiempo cero y la absorbancia de la

muestra al final de la reaccion, se aplico la ecuacién como se indica a continuacion:

Abs 0 — Abs 1
_— %

100
Abs 0

%I =

Donde:
Abs 0: Absorbancia de la solucion de trabajo en tiempo cero.

Abs 1: Absorbancia de la muestra al final de la reaccion.

2.11.2. Valor de ICso.
Se realiz6 una grafica, construyendo una curva polinémica, con las concentraciones iniciales
de los extractos en el eje de X, y % | en el eje de la Y, de la cual se obtuvo una ecuacion
polinémica.
y=ax?+bx+c
Se igualé la ecuacion, se despejo x para saber la concentracion del extracto necesaria para

disminuir el 50% de la concentracién de DPPH.

2.12. Anélisis Estadistico.

Para examinar los resultados entre los métodos de coccion de las legumbres tradicionales, se
utilizé el andlisis de varianza ANOVA y la prueba de rangos multiples Tukey con un nivel de

significancia de 0,05 empleando el programa MiniTab 16.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES
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3.1. Resultados del firiguero.

3.1.1. Fenoles totales

En la tabla 9 se presentan los datos de fenoles totales, la mayor concentracion de fenoles
totales se obtuvo en el grano crudo un valor de 759,88 + 41,76 mg EAG/100g, segun
bibliografia Salas, R.; Ordofiez, E.; Reategui, (2015) reportaron en el frejol crudo valores entre
33 a 51 mg EAG/100g en uso de solvente metanolico. Otros autores como Aguilera et al.,
(2013) reportaron en estudio de firiguero un valor de 330 + 0,11 mg EAG/100g utilizando como
solvente una solucibn metanol agua (80:20); se puede apreciar que es un valor inferior al
encontrado en el presente estudio. Ademas Samshuddin, Kamath, Arunkumar, & Avinash,
(2015) mediante la utilizacién del solvente acetona en el firiguero obtuvieron un valor de 65 +
0,05 mg EAG/100g.

Tabla 9: Resultados de fenoles totales en base himeda.

FENOLES TOTALES*

Solvente Muestra Tratamiento
Co (mg EAG/100 g)
Crudo 759,88+ 41,762
metanol/agua Grano Ebullicién 423,94 + 0,04°
50:50y Presién 437,38+ 79,75
acet;’g%/ggua Aqua Ebullicion 3146,24+ 288,95
' g Presién 4565,18 + 379,202

*Letras diferentes en una misma columna indican que si existe diferencia significativa con un p<0,05.
Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor

Al analizar los resultados de los granos se puede observar que existe diferencia
estadisticamente significativa de fenoles totales entre el grano crudo y los granos cocidos a
ebulliciéon y presién, en tanto que no existe diferencia significativa entre los granos cocidos.

En el agua de coccién no existe diferencia significativa entre cada método.
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FENOLES TOTALES
800 759,88 a
700
600
500

423,94 b 437,38b

400
300
200

Co (mg EAG/100g)

100

CRUDO EBULLICION PRESION

GRANO

Figura 12. Cuantificacion de la capacidad antioxidante de firiguero por el método de Fenoles
Totales.

Fuente: El autor.

Elaboracion: El autor.

La mayor concentracion de fenoles totales encontrado en las muestras analizadas en la
presente investigacion concuerdan con lo descrito en la metodologia de Pérez-Jiménez et al.,
(2007) en la que indican que la mezcla de solventes utilizados para la extraccién hace que la
misma sea mayor, con otras investigaciones similares realizadas utilizando un solo solvente
en la extraccion.

El contenido fendlico, asi como contenido de taninos condensados varia dependiendo de
varios factores tales como el diferente genotipo, condiciones de crecimiento, las practicas
agrondémicas empleadas, estacion, la madurez, el almacenamiento posterior a la cosecha y
las condiciones de procesamiento disolvente utilizado para la extraccion (Zia-Ul-Haq et al.,
2013).

Con el objetivo de realizar un analisis mas completo respecto al efecto de los métodos de
coccion sobre el contenido fendlico del firiguero, se realizé el andlisis de las aguas de coccion,
las mismas que se obtuvieron bajo condiciones indicadas anteriormente, en estas condiciones
se obtuvo un mayor valor de contenido fendlico respecto a los granos cocidos, lo cual podria
sugerir una pérdida de fenoles totales en el grano cocido, estando acorde a lo mencionado
por Cavalcante, R et al., (2017) quien indica un aumento fendlico en los caldos de coccion
debido a la solubilizacion y extraccién de estos compuestos, que resultan de la ruptura de
paredes celulares y la interrupcion de la estructura de los compuestos fendlicos.
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Se realizo el calculo del porcentaje de reduccion de fenoles totales con respecto al grano
crudo, en el cual se obtuvo un porcentaje de reduccion en los granos cocidos con un valor
entre 42,44 %y 44,21%.

3.1.2. Resultados de capacidad antioxidante de firiguero.
Se utilizaron tres diferentes metodologias (ABTS, FRAP y DPPH) para evaluar el efecto de
los métodos domésticos de coccidn sobre el contenido de antioxidante del firiguero y del agua
resultante de este proceso. En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos del grano
crudo, granos cocidos por los métodos de ebullicién y presion, asi como para sus respectivas
aguas de coccion.

Tabla 10: Resultados de ABTS, FRAP y DPPH en base humeda.

Solvente Muestra Tratamiento ABTS* FRAP* DPPH*
Co (umol ET/g) Co (umol ET/g) Co (umol ET/g)
Crudo 0,52+ 0,002 0,78+ 0,002 0,52+ 0,012
metanol/agua  Grano Ebullicion 0,40+ 0,01¢ 0,29+ 0,01¢ 0,28+ 0,02¢
50:50'y Presion 0,43+ 0,000 0,47+ 0,02b 0,38+ 0,02P
acet;’g%/gg“a Agua Ebullicion 2,15+ 0,022 4,45+ 0,03 1,07+ 0,022
Presion 1,08+ 0,01 2,99+ 0,020 1,08+ 0,022

*Letras diferentes en una misma columna indican que si existe diferencia significativa con un p<0,05.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Se puede observar la influencia que tienen los métodos de coccién en cada una de las
fracciones analizadas. Se observa que en el grano existen diferencias significativas entre el
grano crudo y cocido y entre métodos de coccion, utilizando los métodos (ABTS, FRAP y
DPPH).

El mejor resultado obtenido de capacidad antioxidante fue en la muestra cruda por los tres
métodos (ABTS, FRAP y DPPH); al mismo tiempo se analizé el agua de coccion por
ebullicién y presion, encontrandose una capacidad antioxidante mayor con respecto al grano

crudo, destacandose el agua de coccién por presion como la de mayor valor.

Para el método ABTS, analizando los tres tratamientos, el grano crudo present6 el valor mas
alto con un valor de 0,52 + 0,00 umol ET/g (Figura 13). Autores como Marathe et al., (2011)
reportaron un valor de 9,344 + 0,217 umol ET/g utilizando 80% de metanol acuoso para
firiguero crudo, mientras que Zaquinaula, (2016) en su estudio obtuvo valores de 25,52 + 1,93

umol ET/g utilizando (50:50) v/v metanol-agua y (70:30) v/v acetona-agua.
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Figura 13. Cuantificacién de la capacidad antioxidante de firiguero por el método ABTS.

Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

Para FRAP el mayor valor obtenido fue de 0,78 + 0,00 umol ET/g encontrado en la muestra
de grano crudo (Figura 14). Este valor es inferior si se compara con 19,4 £+ 0,2 umol ET/g al
obtenido por Zia-Ul-Hag, Ahmad, Amarowicz, & De Feo, (2013) en su estudio realizado en
muestras de grano crudo utilizando solvente metanolico. Si comparamos con el estudio
realizado por Xu, B.; Chang, (2007) que utilizando como solvente acetona reporta valores de

1,13 £ 0,2 yumol ET/g en frijol negro, los valores obtenidos en la presente investigacion son

similares.

FRAP

0,9
0,8
0,7
0,6
— 05
€ 04
0,3
0,2
0,1

0,78 a

ET/g)

0,47 b

(o}

0,29 ¢

Co (u

CRUDO EBULLICION PRESION
GRANO

Figura 14. Cuantificacion de la capacidad antioxidante de firiguero por el método FRAP.

Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.
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Para DPPH el resultado obtenido fue de 0,52 + 0,01 umol ET/g en grano crudo (Figura 15).
Estudios similares realizados por Aguilera et al., (2013) reportan valores de 8,7 umol ET/g en
su estudio para firiguero y Zia-Ul-Haq et al., (2013) reporto resultados de 32,5 £ 0,2 umol ET/g;

estos autores para su estudio usaron solventes metanolicos.

DPPH
0,6
0,52a
0,5
0,4
0,28¢

Co (umol ET/g)
o o

o
=

o

CRUDO EBULLICION PRESION

GRANO

Figura 15: Cuantificacién de la capacidad antioxidante de firiguero por el método DPPH.

Fuente: El autor.
Elaboraciéon: El autor.

Al realizar el andlisis de los métodos ABTS, DPPH y FRAP se consolid6 que al someter ésta
legumbre a un tratamiento térmico a presion y en un corto tiempo de coccion, se obtiene una
menor pérdida de capacidad antioxidante en el grano, estando acorde a lo mencionado por el
autor (Barroga, C. F., Laurena, A. C., & Mendoza, E. M. T., 1985) quien determin6 que existe
una mayor capacidad antioxidante en los granos tratados térmicamente a presion.

La diferencia entre los valores reportados por otros autores y el obtenido en el presente
estudio puede atribuirse a las condiciones de extracciébn con mezclas de solventes en
diferentes proporciones, (Pérez-Jiménez et al., 2007). Sin embargo, el uso de la mezcla de
solventes no garantiza que se obtenga una mayor cantidad de antioxidantes, debido que
también es necesario considerar condiciones para la extraccion como, tamafio de particula
segun lo descrito por Figueroa, G; Armijos, A; Pérez, E; (2012)“en el rango comprendido entre
>500 y <1000 um se logra una mayor extraccion”; tiempo y temperatura de extraccion como
menciona en su estudio Samaniego, F; (2016) que determiné las condiciones Optimas de
extraccion para las distintas metodologias: “ABTS (t: 30min y T: 20 °C), FRAP (t: 30miny T:
46 °C) y DPPH (t: 30min y T: 36 °C)".
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Se realiz6 el célculo del porcentaje de reduccion de la capacidad antioxidante con respecto

al grano crudo, en el cual se obtuvo el porcentaje de reduccién con menor valor en el grano
cocido por el método de presion obteniendo 16,73 %, 39,27 %, y 25,59 %, para los métodos
de ABTS, FRAP y DPPH respectivamente, es decir que el método de coccién que conserva

mejor esta caracteristica funcional es el método de coccion a presion.

3.1.3. Resultados de coeficiente de inhibicion ICsodel firiguero.
El ICso obtenido en la muestra de grano crudo tuvo un valor de 63,25 + 2,07 g muestra/g DPPH
y en la muestra agua de coccién a presion se obtuvo un valor de 9,86 g muestra/g DPPH, lo
que significa que el agua de presién con menor concentracion de antioxidante disminuye la
cantidad de DPPH al 50% y el agua de coccion y el grano crudo necesitan una mayor
concentracion de antioxidante para producir el mismo efecto, es decir que tiene una mejor

capacidad antioxidante como se muestra en la figura 16.

Tabla 11. Coeficiente de inhibicién ICso.

Solvente Muestra Tratamiento ICso
(g muestra/g DPPH)
Ebulliciéon 22,46 + 2,302
metanol/agua 50:50 y Agua Presion 0.86 + 1,03

acetona/agua 70:30
Grano Crudo 63,25 + 2,072

*Letras diferentes en una misma columna indican que si existe diferencia significativa con un p<0,05.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

En estudios realizados por (Heimler, D., Vignolini, P., Dini, M.G., Romani, 2005), en frijoles
encontraron valores de ICso de 0,039 — 0,281 g/g de DPPH, los mismos que al ser comparados
con los resultados obtenidos en la presente investigacion son inferiores. Segun Kong et al.,
(2009) reportaron en extracto etandlico, un ICsp de 0,2259 mg/mL en frejol de palo. Otro
estudio Oomah, B.O., Corb, A.L., Balasubramanians, (2010) utilizando extracto obtenido con
acetona al 70% en céascara de frijol negro, reportaron un ICso 38 pug/mL, un estudio realizado
por coeficiente de inhibicion fluctud entre ICs0 0,26 a 15,26 mg/mL en frejol crudo (Salas, R.;
Ordofiez, E.; Reategui, 2015).
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Figura 16. Cuantificacion de la capacidad antioxidante de firiguero por el método ICso.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor

3.2. Resultados de zarandaja.

3.2.1. Fenoles Totales
En la Tabla 12 se presentan los datos de fenoles totales, evidenciando la mayor concentracion
de fenoles totales en el grano crudo obteniendo un valor de 1131,48 + 0,03 mg EAG/100.
Segun la investigacion realizada por Aguilera et al., (2013) reportaron un valor de 170 + 0,03
mg EAG/100g utilizando metanol como solvente. Asi mismo Cevallos Caillagua, (2015)

reporto un valor de 369,26 + 5,26 mg EAG/100g utilizando como solvente de extraccion agua.

Tabla 12: Resultados de capacidad de antioxidante de fenoles de zarandaja en base hiumeda.

Solvente Muestra Tratamiento FENOLES TOTALES*
Co (mg EAG/100 g)
Crudo 1131,48 £ 0,032
metan.oI/agua Grano Ebullicién 1083,07 + 22,7°
ace?gﬁﬁaéua Presion 1099,45 + 22,70
70:30 Agua Ebullicion 3584,99 + 0,082
Presion 3424,32 +0,16°

*Letras diferentes en una misma columna indican que si existe diferencia significativa con un p<0,05.

Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

Se observa que en el grano no existen diferencias significativas entre el grano crudo y cocido,

en tanto que en el agua de coccion si existe diferencias significativa entre cada método.

Otros ejemplos de legumbres que también ha sido analizados bajo este método Tenemos:

garbanzo 149,37 £+ 10,35 mg EAG/100g; frijol silvestre 332,98 + 8,06 mg EAG/100g; guisante
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126,63 + 35 mg EAG/100g; frijol mungo 418,34 + 12,57 mg EAG/100g; frijol palo 229,33 +
3,34 mg EAG/100g; lenteja 112,91 + 3,19 mg EAG/100g; soja 100,54 + 1,08 mg EAG/100g
(Sreeramulu et al., 2009).

FENOLES TOTALES
1140 1131,48 a
1130
o 1120
8 1110
Z 1099,45 a
O 1100
=
1090
00 1083,07 a
£ 1080
S 1070
1060
1050 =
CRUDO EBULLICION PRESION
GRANO

Tabla 13. Cuantificacién de la actividad antioxidante de zarandaja por el método Fenoles Totales.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Por otra parte, la eleccion de los solventes adecuadas pueden facilitar la extraccion de
compuestos fendlicos, (Pérez-Jiménez et al., 2007) el uso el solventes de diferente polaridad
pueden ayudar a una mejor extraccion. Ademas las diferencias encontradas en los resultados
de esta investigacion con los obtenidos en estudios previos pueden ser provocadas por
diferentes factores tales como: diferente genotipo, condiciones de crecimiento, las practicas
agronémicas empleadas, estacion, la madurez, el almacenamiento posterior a la cosecha y
las condiciones de procesamiento disolvente utilizado para la extraccion (Zia-Ul-Haq et al.,
2013).

Al analizar el agua de coccion por ebullicion y presion, se encontrd una capacidad antioxidante
mayor con respecto al grano crudo, destacandose el agua de coccion por presion como la de

mayor valor.

Por dltimo, la zarandaja se categoriza como una legumbre de alto contenido fenélico segun
los rangos propuestos por Marathe et al., (2011), en el indica que esta categoria oscila desde

2,0 mg EAG/g 0 mas.

Se realizé el calculo del porcentaje de reduccién de fenoles totales con respecto al grano

crudo, en el cual se obtuvo el porcentaje de reduccion con menor valor en el grano cocido por
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el método de presion obteniendo 2,83 %, es decir que el método de coccion que conserva

mejor esta caracteristica funcional es el método de coccion a presion.

3.2.2. Resultados capacidad antioxidante.
Se evallo la capacidad antioxidante mediante los métodos (ABTS, DPPH, FRAP) en los
granos de zarandaja crudos y luego de ser sometido a los métodos de coccién descritos
anteriormente. Los resultados estan expuestos en la Tabla 16 se muestran los resultados
obtenidos del grano crudo, granos cocidos por los métodos de ebullicion y presion, asi como
para sus respectivas aguas de coccion.

Tabla 13. Resultados de ABTS, FRAP Y DPPH de zarandaja en base humeda.

ABTS* FRAP* DPPH*
Solvente Muestra  Tratamiento Co Co Co

(umol ET/g) (umol ET/g) (umol

ET/g)
Crudo 0,35+ 0,02° 0,25+0,01® 0,15+ 0,022
Ebullicion 0,24+0,01° 0,13+0,00° 0,09 + 0,002

metanol/agua Grano — 5
) Presion 0,32+0,02° 0,18 +0,00° 0,11 +0,02°
50:50 y

acetona/agua Ebullicion 0,86 +0,0020 0,58 +0,00° 0,78 + 0,00°
70:30 Agua Presion  0,78+000° 0,85+0,00° 1,22 +0,00°

*Letras diferentes en una misma columna indican que si existe diferencia significativa con un p<0,05.
Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

Se puede observar la influencia que tienen los métodos de coccion en cada una de las
fracciones analizadas (grano y agua de coccion). En el grano existen diferencias significativas
entre el grano crudo y cocido y entre métodos de coccion en dos métodos (ABTS, FRAP), en
tanto que en DPPH no existe diferencias significativa entre ellos. Ademas se puede apreciar
(Figura 18) que para el método ABTS se obtuvo un mejor resultado en el grano crudo con un
valor de 0,35 + 0,02 umol ET/g. Investigaciones similares realizadas por Marathe et al., (2011)
reportaron valores en zarandaja de 6 - 12 umol ET/g, en esta investigacion utilizaron metanol
al 80%; ademas Zaquinaula, (2016) reporta valores de 9,57 + 0,13 umol ET/g y 8,82 + 0,03

umol ET/g en base hiumeda en zarandaja.
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Figura 17. Cuantificacion de la actividad antioxidante de zarandaja por el método ABTS.

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

Para el método FRAP, el grano crudo obtuvo un valor de 0,25 + 0,01 umol ET/g, tal como se
muestra en la Figura 19. En estudios similares los resultados obtenidos son superiores a los
encontrados en esta investigacion, autores como Marathe et al., (2011) reportaron para la
zarandaja un valor de 4,333 + 0,098 umol ET/g, mientras que, Aguilera et al., (2013) reporta
un valor de 1,8 umol ET/g. Sin embargo (Xu, B; Yuan, S & Chang, S; 2007) reportd un valor
de 0,0583 umol ET/g utilizando 50/50 acetona/agua v/v.

Ademas en otros estudios de diferentes legumbres realizadas por Sreeramulu, Reddy, &
Raghunath, (2009) reportaron en algunas legumbres como: soja 130,57 £ 6,50 umol ET/g;
lenteja 67,98 + 7,09 umol ET/g; frijol de palo 102,65 + 12,51 umol ET/g; frijol silvestre 372,76
+ 17,72 umol ET/g; guisante 97,35 + 7,44 yumol ET/g y frijol mungo o poroto chino 61,75 + 9,89

pumol ET/g, siendo estos resultados superiores a los obtenidos en la muestra analizada.
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Figura 18. Cuantificacion de la actividad antioxidante de zarandaja por el método FRAP.

Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.

En la figura 20 se muestran los resultados para el método DPPH evidenciandose la mayor
concentracion de capacidad antioxidante en la muestra de agua de coccion por olla a presion
obteniendo un valor de 1,22+ 0,00 umol ET/g. Cevallos (2015) reporté un resultado de 41,58
+ 1,18 umol ET/g en grano de zarandaja utilizando etanol al 80%.Por otra parte (Xu, B; et al.,
2007) reportd un valor de 14,13 umol ET/g utilizando 50/50 acetona/agua v/v.

Ademas Sreeramulu et al., (2009) reportaron que algunas legumbres de distintas especies
varian la concentracion de acuerdo a la especie reportando valores para: frijol mungo o poroto
chino 0,27 £+ 0,07 umol ET/g; soja 0,97 + 0,02 umol ET/g; lenteja 0,44 £ 0,13 umol ET/g; frijol
de palo 0,61 + 0,18 umol ET/g; frijol silvestre 1,07 £ 0,21 pumol ET/g y guisante 0,88 + 0,05

pumol ET/g; los resultados obtenidos por este autor son aproximados a los obtenidos en el

presente estudio.
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Figura 19. Cuantificacion de la actividad antioxidante de zarandaja por el método DPPH.
Fuente: El autor.
Elaboracién: El autor.

La capacidad antioxidante en zarandaja al utilizar los tres métodos (ABTS, FRAP y DPPH) es
bajo, en contraposicidon con el agua de coccién en donde se encontré la mayor capacidad
antioxidante en el agua de coccién tanto en ebullicion y presion, esto explica porque en el

grano la actividad antioxidante es baja.

El método de coccion con el que se logro la mayor concentracion de capacidad antioxidante
fue en el método de presion utilizado altas temperaturas a menor tiempo, lo que provoca que
la actividad antioxidante sea menos afectada, esto puede deberse a que los alimentos
soportan mejor los tratamiento térmicos cortos a temperaturas elevadas (Zavala, R & Sesibet,
M; 2013)

Se realizo el célculo del porcentaje de reduccion de la capacidad antioxidante con respecto
al grano crudo, en el cual se obtuvo el porcentaje de reduccion con menor valor en el grano
cocido por el método de presion obteniendo 7,70 %, 26,07 %, y 21,13 %, para los métodos
de ABTS, FRAP y DPPH respectivamente, es decir que el método de coccion que conserva

mejor esta caracteristica funcional es el método de coccion a presion.

3.3. Resultados de coeficiente de inhibicién ICso de zarandaja.

En la tabla 14 se puede observar en la muestra en el método de coccion por olla de ebullicion
se obtuvo un ICsp 30,49 * 1,48 g/g. Quintanilla, (2016) reportd en cascara de frijol caucha un
ICs0 de 0,032 mg/mL y en frijol de palo de 6,28 + 0,10 mg/mL.
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Figura 20: Resultados de coeficiente de inhibicion ICsy zarandaja.

Solvente Muestra  Tratamiento ICs0*
(g extr/g DPPH)
metanol/agua 50:50 y Ebullicion 30,49 + 1,48%
acetona/agua 70:30 Agua Presion 27.03 + 1.45°

*Letras diferentes en una misma columna indican que si existe diferencia significativa con un p<0,05.
Fuente: El autor.
Elaboracioén: El autor.
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Figura 21: Cuantificacion de la actividad antioxidante de zarandaja por el método ICso.
Fuente: El autor.
Elaboracion: El autor.
El mejor tratamiento en los métodos de ABTS, FRAP y DPPH y contenido fendlico fue en
aguas de coccion en ollas de presion y ollas normal ya que se obtuvo mayor cantidad de

capacidad antioxidante tanto en firiguero y zarandaja.
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CONCLUSIONES

» Se determind que existe una mayor capacidad antioxidante y contenido fendlico en las
muestras de zarandaja y firiguero crudo que al ser sometidas a los dos métodos de
coccion. Ademas se evidencio que las muestras de zarandaja obtuvieron una mayor
concentracion de fenoles totales que las muestras de firiguero; en cambio las muestras
de firiguero contienen una mayor capacidad antioxidante que las muestras de
zarandaja.

» Respecto a la capacidad antioxidante y al contenido de fenoles totales, se encontré
que el método de coccién por olla a presién presentdé mayor concentracion tanto en
los granos de firiguero y zarandaja.

» Se evalué el agua de coccion de los tratamientos de ebullicibn y presién,
encontrandose un mayor contenido fendlico en las muestras de firiguero tratadas con
el método de presion y en el caso de zarandaja se determind un mayor contenido
fendlico en el agua de coccion por el método de ebullicion. La capacidad antioxidante
en el agua de coccion por ebullicion del firiguero obtuvo la mayor concentracion, a
diferencia de la zarandaja que su mayor concentracion fue encontrada en el método a
presion.

» Se encontré que el agua de coccion por el método a presién tanto en firiguero como
zarandaja tuvo una mejor capacidad antioxidante, con menor concentracion de
antioxidantes inhiben el 50% de DPPH.
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RECOMENDACIONES

» Con el objetivo de evaluar el porcentaje de perdida en capacidad antioxidante
durante el tratamiento de remojo previo al tratamiento de coccidn seria conveniente
realizar un andlisis en el agua de remojo dado que algunos compuestos son
hidrosolubles y podrian perderse en este proceso.

» Se conoce que los compuestos antioxidantes y fenoles totales varian acorde a las
condiciones previas a su cuantificacion tanto en temperatura y tiempo, por lo que
se recomendaria realizar el andlisis siguiendo un solo proceso establecido para

evitar cambios en las concentraciones finales.
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ANEXO 1. Encuesta de investigacion.

UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
ENCUESTA
OBJETO. Los datos de esta encuesta seran utilizados para determinar los métodos
domésticos de coccion de legumbres (granos secos) en el contexto del proyecto
“Valorizacién de alimentos tradicionales de la poblacion ecuatoriana” ejecutado por la
Seccion de Quimica Bésica y Aplicada de la UTPL.

1. Indique por favor cudles de estas legumbres consume su familia y la forma de

consumo:

Grano Marque Como las consume habitualmente

seco X Menestra Sopa Sola / alinada Otras

Firigliero

Zarandaja

Arveja

Fréjol

Garbanzo

Lenteja

3. ¢Con qué frecuencia consume legumbres?

Frecuencia Marque X

Todos los dias

3 veces por semana

2 veces por semana

1 vez por semana

De vez en cuando
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4. Previo a la coccion de las legumbres ¢ Usted?

Condicién

Marque X

Las remoja

Las precoce

5. ¢Siusted remoja, por cuanto tiempo lo hace?

1 horaomenos [ |
noche

2a3horas] |

6. ¢Siusted precoce, por cuanto tiempo lo hace?

7. ¢Qué cantidad de agua emplea para remojar o pre-cocer?

Que cubra la porcién de Iegumbresl:l

->Nivel de agua

Que exceda la porcion de legumbres

->Nivel de agua

8. ¢Para cpﬂnfr las legumbres utiliza el agua de remojo o precoccion?

Sl

NO

9. ¢Qué cantidad del agua de remojo o precoccion utiliza para la coccién?

Todaelagud |

La mitad del agua ]

Menos de la mitad [ ]

10. ¢ Cudl de los siguientes métodos emplea para cocer las legumbres? Indique las

condiciones:

Método

Marque

Tiempo
aproximado

para cocer

Intensidad
(bajo,

medio, alto)

Olla de presién - cocina a gas

Olla normal - cocina a gas

Olla de barro - cocina a gas

Olla - cocina de induccion

Olla de barro - lefia

Olla lenta - eléctrica
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11. ¢ Qué cantidad de agua utiliza para la coccion de las legumbres?

Que cubra la porcion I:I Que exceda la porcion I:I S CUANLO?..ooooooooo
de legumbres de legumbres

de Otro

Indique

12. Indique si adiciona algun ingrediente para cocinar las

[E@QUMDBIES. e

13. ¢ Qué cantidad consume su familia por cada vez que come legumbres?

[ ] N e N D A

Menos de ¥ Ib Y b 1lb 1%1b 2 Ib Mas de
21b

INFORMACION ADICIONAL
N. de miembros de la familia  ...............

La familia esta integrada por nifios, ¢ Qué edades?

[ ]

De 0 a 5 afios De 6 a 12 afios [ ]

La familia esta integrada por jévenes, ¢ Qué edades?

De 13 a 15 afios De 16 a 18lafios [ ]

Edad de la persona encuestada

25 a‘@ menos 26@ afos 31[i9, afios 40 @aﬁos mas Iﬁ 61

anos

| Fecha: oo e |

9 1= o3 [ o

Barrio Calle principal N. casa Calle secundaria

iMuchas gracias!

Elaboracién: Docentes investigadoras de la UTPL
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ANEXO 2. Formato de andlisis sensorial.
EVALUACION SENSORIAL DE LEGUMBRES

PROYECTO:

“Valorizaciéon de alimentos tradicionales de la poblacion ecuatoriana”

NOMBRE DEL JUEZ:

FECHA:

INSTRUCCIONES:

A continuacion se le presentan cuatro muestras de cocido y
se le pide evaluar la DUREZA de las mismas, para ello coloque en su boca al
menos 3 granos al mismo tiempo y proceda asi:

1. Ordene las muestras de menor a mayor dureza

Suave — Dura

2. Segun el orden anterior y con las anclas previamente presentadas, asigne la posiciéon que tendria

cada muestra en la siguiente escala:

Cédigo Muy suave Muy dura
| | |

[ I [

0 10

| | |

I | |
0 10

| | |

I |
0 10

iGracias por su colaboracién!
Elaboracién: Docentes investigadoras de la UTPL.
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ANEXO 3. Poblacién y tamafio de muestra
El tamafio de la muestra poblacional se empled los datos del Censo de poblacién efectuados
por el INEC de la ciudad de Loja (INEC, 2010). La poblacién total de 214855 habitantes,
poblacion urbano de 170380 habitantes y densidad poblacional de 3,9 habitantes por hogar,
estos datos se calcul6 el universo poblacional de la zona urbana de la ciudad que corresponde
a un total de 43687 hogares (Universo poblacional=poblacion urbana/densidad poblacional).
Para calcular el tamafio de la muestra se empled en la siguiente formula:
3 (§2+p*Q*N

E2(N—-1)+ (S**p*Q)

n

Donde:

N= universo poblacional.

S= Coeficiente de confianza, al 95% tiene un valor de 1,96.

p= probabilidad de éxito (50%).

Q= probabilidad de fracaso (50%).

E= precisién (5%)

Los resultados fueron determinados los calculos de la aplicacién de un total de 185 encuestas,
se limité el perimetro urbano de la ciudad de Loja en los cuatros sectores (Tabla 5) antes

mencionadas.
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ANEXO 4. Preparacion de reactivos para las extracciones.

HCI 2N
(numero equivalante de solucion) * (Ci)
N = PM
100 g
d
Donde la cantidad al pesar de HCl es:
Luego: el volumen que se toma de HCl es:
PM= 36, 46094 g/mol. Vi = CfxVf
Numero equivalente de solucion = 1 L=
Ci= 37g
d= 1190 g/L
N= 12,07
Cf=2N
Vf=25mL
Ci= 12.07

Vi= 4,14 mL HCI aforar a 25 mL con
agua destilada.

Metanol: Agua 1: 1
250 mL de solucion (125 mL Metanol: 125 mL Agua destilada) adicionado HCI 2N
Solucién acidificada hasta alcanzar pH 2

Acetona: Agua 7:3
250 mL de solucion (175mL Acetona: 75mL de Agua destilada).
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ANEXO 4. Datos de cuantificacion de método de fenoles de firiguero.

Resultados de capacidad antioxidante de los extractos de firiguero.

w Volumen del Co Factor Co Co (mg
Extraccion Muestra Cédigo muestra | sobrenadante | Absorbancia | (mg/mL) de (mg/40mL) | EAG/100g)
muestra (@) (mL) Dilucion
FT3(1)E | 3,0008 40 0,007 0,3180 1 12,7207 | 423,9095
N FT3(2)E | 3,0004 40 0,007 0,3180 1 12,7207 | 423,9660
Finguero =aerE31) [ 3,0010 40 0,026 0,5518 4 22,0717 | 2941,9187
ebullicién E
AFTE3 (2) | 3,0007 40 0,033 0,6284 4 25,1350 | 3350,5550
E
?O?E%”O'/ag”a y FTL()P | 3,0007 40 0,011 0,3704 1 14,8166 | 493,7717
acetonalagua N FT1(2)P | 3,0003 40 0,004 0,2858 1 11,4309 | 380,9911
70:30 Finguero —\rFr17 1y [ 3,0001 40 0,047 0,8057 4 32,2280 | 4297,0488
presion P
AFT1(2) | 3,0008 40 0,056 0,9065 4 36,2596 | 4833,3208
P
Firiguero | FT1(1)C | 3,0002 40 0,030 0,5921 1 23,6840 | 789,4140
crudo FT1(2)C | 3,0000 40 0,026 0,5478 1 21,9105 | 730,3507

Elaboracion: El autor.
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ANEXO 4.1 Curva de calibracion para fenoles totales de firiguero.

ACIDO GALICO (MG/ML).

¢ Abs. ——Lineal (Abs.)
0,6

0,5

0,4
' y =0,0827x - 0,0193

R2=0,9952
0,3

0,2

0,1

ABSORBANCIA DE ESTANDAR (NM)

0 1 2 3 4 5 6
CONCENTRACION ESTANDAR (MG/ML)

Pendiente: 0,0827 mg/mL.
Interseccion: -0,0193
R2?: 0,9952
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ANEXO 4.2 Cuantificacion del contenido fendlico de firiguero.
Siguiendo con la ecuacién de la recta, se calcula la concentracion del contenido fendlico de

los extractos de firiguero. Ejemplo se tomé el segundo valor de la tabla 15.
y=mx+b
Donde:
e y=absorbancia.
¢ m= pendiente.

e X= concentracion.

e b= interseccion.
Luego se despeja la férmula:

mg

Y = 0,007—(X) + (=0,0193)(x)
0,007 +0,0193)
00,0827 mg/mL

mg
x =0,3180—
mlL

X

Se multiplicé por el factor de dilucién

mg
x=0,3180«*1—FEAG*F.D
mL

mg
x=0,3180*1—FAG * 1
mL

mg
x =0,3180—EAG
mL

La extraccién se llevd a cabo con un volumen de 40 mL de solvente

Kommmmmmmm e 40 mL (Volumen extraido)
X=12,72 mg EAG.

Los resultados son expresados en mg EAG/100g de muestra.

12,72 mg EAG--------------m-mmo-- 3,00 g peso de muestra

X= 423,9095 mg EAG/100g
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ANEXO 5. Datos de cuantificacién del método ABTS de firiguero.

Resultados de ABTS de extractos de firiguero.

Extraccion | Muestra Codigo mu;vstra Volumen del Absorbancia| Co (UM) Factor COE'(#”;OI Co (umol
muestra sobrenadante (mL) H Dilucion 9 ET/g)
(@) 40mL
FT3 (1) E 3,0008 40 0,362 30,3481 1 1,2139 0,4045
FT3(2) E 3,0004 40 0,392 29,0354 1 1,1614 0,3871
Firiguero | AFTE3(1)
ebullicion E 3,0010 40 0,132 40,5251 4 1,6210 2,1606
AFTE3 (2)
metanoliagua E 3,0007 40 0144 | 30,9941 4 15998 | 51305
50:50y FT1(1) P 3,0007 40 0,317 32,3687 1 1,2947 0,4315
acetona/agua FT1(2) P 3,0003 40 0,312 32,5752 1 1,3030 0,4343
70:30 Firiguero [ AFT1 (1) 0.142 1 6045
presion P 3,0001 40 ’ 40,1121 2 ' 1,0696
AFT1 (2)
P 3,0008 40 0,131 40,5693 2 1.6228 1 1 0816
Firiguero | FT1(1)C 3,0002 40 0,170 38,8437 1 1,5537 0,5179
crudo | FT1(2)C | 3,0000 40 0,164 39,1386 1 1,5655 | 0,5218

Elaboraciéon: El Autor.
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ANEXO 5.1 Curva de calibracion para ABTS de firiguero.

CURVA STD. TROLOX (ABTS)

=
N

y =-0,0226x + 1,0482
R2=0,9969

[ERY

o
o]

o
~

o
[N

ABSORBANCIA DE ESTANDAR (NM)
o
)

o

0 10 20 30 40 50
CONCENTRACION DE TROLOX UM

rFenaiente: -u,uzzb mg/mcL.
Interseccion: 1,0482
R?: 0,9969

Concentracion de Trolox | Alicuota Sol. Madre Trolox | Metanol

Estandar

(M) (L) (uL)
E1,25 1.25 125 987.5
ES 5 50 950

E 10 10 100 900

E 20 20 200 800

E 30 30 300 700

E 40 40 400 600

ANEXO 5.2 Calculos del método ABTS.
Los resultados de la capacidad antioxidante de una muestra son expresados en UMET/g

muestra, se obtienen reemplazando el valor de la absorbancia de la muestra (y) en la ecuacion
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de la recta dada por la curva de calibracion del método. En este caso se obtuvo la siguiente

ecuacion:
y =-0,0226x - 1,0482

Se despeja x (concentracion en UMET/mL de muestra) como se indica en el ejemplo, donde
y=0,392:

x= (y+1,0482) /-0,0226
x= (0,392 - 1,0482) /-0,0226
x= 29,035 uUMET/mL de muestra

Luego se determina la concentracion de la muestra utilizada en 40 mL de extracto
(concentracion; mg/mL), 30 uL que es la alicuota que se tomé del sobrenadante para el

ensayo que tiene la siguiente concentracion:

29,035 pPMET/mL >< 1000 pL
X 40 mL

x=1,1614 pPMET/mL
Se multiplicé por el factor de diluciéon
X=1,1614 yMET/mL * 1
X=1,1614 uMET/mL

Esta dosis tiene una concentracion de 29,035 uMET/mL en 3 g de muestra, en 1 g de muestra

se tiene:

1,1614 uMET/mL >< 39
X 1g

x=0,3871 UMET/g muestra

La capacidad antioxidante por método ABTS de la muestra utilizada en este ejemplo es 0,3871
MMET/g muestra.
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ANEXO 6. Datos de cuantificacion del método FRAP de firiguero.

Resultados de capacidad antioxidante de firiguero por el método FRAP.

- w Volumen del Co (umol
Extracciéon | Muestra rﬁﬁggfa muestra | sobrenadante | Absorbancia | Co (uUM) D'?ﬁﬁ:t%rn ET/g) COE.(I_L;H;OI
(@) (mL) 40mL 9
FT3(1) E | 3,0008 40 0,738 21,8050 1 0,8722 0,2907
FT3(2) E 3,0004 40 0,750 22,1508 1 0,8860 0,2953
Firiguero | AFTE3(1)
ebullicion E 3,0010 40 2,865 83,0826 4 33233 | 44206
AFTE3 (2)
50:50 y FT1(1)P | 3,0007 40 1,187 34,7349 1 1,3894 0,4630
acetgg%/ggua FT1(2)P | 3,0003 40 1,245 36,4159 1 1,4566 0,4855
: Firiguero | AFT1 (1)
presion P 3,0001 40 1,938 56,3679 4 22547 | 30062
AFT1 (2)
P 3,0008 40 1,921 55,8780 4 2,2351 2,9794
Firiguero | FT1(1)C 3,0002 40 2,013 58,5293 1 2,3412 0,7803
crudo FT1(2)C 3,0000 40 2,016 58,6158 1 2,3446 0,7815

Elaboracion: El Autor.
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ANEXO 6.1 Curva de calibracion para FRAP de firiguero

CURVA STD. TROLOX (FRAP)

y = 0,0347x - 0,0146

15
L R2 = 0,9994

0,5
0

05 0 20 40 60 80 100 120

CONCENTRACION DE TROLOX UM

ABSORBANCIA ESTANDAR NM

Concentracion de Trolox Alicuota Sol. Madre Trolox
Estandar Metanol (pL)
(uM) {T18)

E25 2.5 25 975

ES 5 50 950
E 10 10 100 900
E 20 20 200 800
E 30 30 300 700
E 40 40 400 600
E 50 50 500 500
E 60 60 600 400
E70 70 700 300
E 80 80 800 200
E 90 90 900 100
E 100 100 1000 0
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ANEXO 6.2 Calculos del método FRAP.

Los resultados de la capacidad antioxidante de una muestra son expresados en UMET/g
muestra, se obtienen reemplazando el valor de la absorbancia de la muestra (y) en la ecuacion
de la recta dada por la curva de calibracion del método. En este caso se obtuvo la siguiente

ecuacion:
y =0,0347x — 0,0146

Se despeja x (concentracion en UMET/mL de muestra) como se indica en el ejemplo, donde
y=0,738:

x= (y+0,0146) /0.0347
x= (0,738 + 0,0146) /0,0347
x= 21,698 UMET/mL de muestra

Luego se determina la concentracion de la muestra utilizada en 40 mL de extracto
(concentracién; mg/mL), 30 uL que es la alicuota que se tomo del sobrenadante para el

ensayo que tiene la siguiente concentracion:

21,698 PMET/mL >< 1000 pL
X 40 mL
x=0,86756 UMET/mL

Se multiplicé por el factor de dilucién
X=0,86756 PMET/mL * 1
X=0,86756 UMET/mL

Esta dosis tiene una concentracion de 21,698 UMET/mL en 3 g de muestra, en 1 g de muestra

se tiene:

0,86756 UMET/L X 39
X lg

x=0,2907 UMET/g muestra

La capacidad antioxidante por método FRAP de la muestra utilizada en este ejemplo es 0,2907

MMET/g muestra.
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ANEXO 7. Cuantificacién del método DPPH de firiguero.

Capacidad antioxidante de extractos para el método DPPH.

- w Volumen del Co (umol
Extraccion Muestra rﬁgggroa muestra | sobrenadante | Absorbancia| Co (UM) Dfﬂjcg%rn ET/g) CoE_(#rr;oI
@) (mL) 40mL g
FT3()E 3,0008 40 0,589 22,2874 1 0,8915 0,2971
FT3(2) E 3,0004 40 0,617 20,2826 1 0,8113 0,2704
Firiguero | AFTE3(1)
ebullicion E 3,0010 40 0,616 20,3792 4 08152 | 1 0ges
AFTE3 (2)
metset)n-ggaf - E 3,0007 40 0,622 19,9444 4 0.7978 1,0635
acetona/agua FT1 (1) P | 13,0007 40 0,485 29,8720 1 1,1949 0,3982
70:30 Firiguero | FT1(2) P 3,0003 40 0,513 27,8188 1 1,1128 0,3709
presion | AFT1 (1))P| 3,0001 40 0,621 20,0169 4 0,8007 1,0675
AFT1 (2) P | 3,0008 40 0,613 20,5725 4 0,8229 1,0969
Firiguero FT1(1)C 3,0002 40 0,357 39,1473 1 1,5659 0,5219
crudo FT1(2)C 3,0000 40 0,367 38,3744 1 1,5350 0,5117

Elaboracion: El Autor.
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ANEXO 7.1 Curva de calibracion para DPPH de firiguero.

ABSORBANCIA ESTANDAR NM

CURVA STD. TROLOX (DPPH)

0,9
0,8
0,7 ¢
0,6
y =-0,0138x + 0,8969
0,5 R2=0,9975
0,4
0,3
0,2
0,1
0
0 20 40 60 80
CONCENTRACION DE TROLOX UM
Concentracion de Trolox | Alicuota Sol. Madre Trolox | Metanol
Estandar
(1M) (nL) (nL)
E25 2.5 25 975
E5 5 50 950
E 10 10 100 900
E 20 20 200 800
E 30 30 300 700
E 40 40 400 600
E 50 50 500 500
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ANEXO 7.2 Calculos del método DPPH.

Los resultados de la capacidad antioxidante de una muestra son expresados en UMET/g
muestra, se obtienen reemplazando el valor de la absorbancia de la muestra (y) en la ecuacion
de la recta dada por la curva de calibracion del método. En este caso se obtuvo la siguiente

ecuacion:
y =-0,0138x + 0,8969

Se despeja x (concentracion en UMET/mL de muestra) como se indica en el ejemplo, donde
y=0,622:

x= (y+0,8969) /0,0138
x= (0,622 - 0,8969) /-0,0138
x= 19,944 uMET/mL de muestra

Luego se determina la concentracion de la muestra utilizada en 40 mL de extracto
(concentracion; mg/mL), 30 uL que es la alicuota que se tomé del sobrenadante para el

ensayo que tiene la siguiente concentracion:

19,944 UMET/mL e 1000 pL
X 40 mL
x= 0,7978 UMET/mL

Se multiplicé por el factor de dilucién
X=0,7978 UPMET/mL * 1
X=0,7978 UMET/mL

Esta dosis tiene una concentracion de 19,944 uMET/mL en 3 g de muestra, en 1 g de muestra

se tiene:

0,7978 UMET/L X 39
X lg

x=1,0635 UMET/g muestra

La capacidad antioxidante por método DPPH de la muestra utilizada en este ejemplo es
1,0635 uMET/g muestra.

ANEXO 8 Andlisis estadistico
ABTS firiguero
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Method

Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a = 0,05

Equal variances were assumed for the analysis.
Factor Information
Factor Levels Values

TRATAMIENTO 3 1. 2. 3

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
TRATAMIENTO 2 0,016220 0,008110 148,34 0,001
Error 3 0,000164 0,000055
Total 5 0,016384
Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,0073938 99,00% 98,33% 96,00%
Means
TRATAMIENTO N Mean StDev 95% CI
1 2 0,39581 0,01234 (0,37917. 0,41245)
2 2 0,43289 0,00199 (0,41625. 0,44953)
3 2 0,51986 0,00281 (0,50323. 0,53650)

Pooled StDhev = 0,00739381

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

TRATAMIENTO N Mean Grouping
3 2 0,51986 A

2 2 0,43289 B

1 2 0,39581 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
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