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Resumen

Phaseolus vulgaris, fuente de nutrientes y compuestos bioactivos forma
parte de los habitos alimenticios de muchas poblaciones latinoamericanas, a
pesar que su consumo por veces se ve limitado, debido a los largos periodos de
coccion requeridos y a la flatulencia que se produce después de su ingesta. La
flatulencia, producto de la fermentacién colénica de los a-galactésidos y de la
fibra soluble, disminuye mediante la fermentacion natural del grano,
obteniéndose un alimento nutritivo, sensorialmente aceptado que no produce
flatulencia. El objetivo de este trabajo fue medir la vida Gtil de granos de P.
vulgaris, fermentados y listos para el consumo. Se us6 una variedad blanca de
P. vulgaris fermentada, cocida y envasada en salmuera al 2%. Cada 15 dias se
evalué el pH, la acidez titulable, agentes de deterioro microbiolégico y el color
mstrumental (L, a, b) a 30°C, 35°C y 40°C durante 2 meses. A los 60 dias de
almacenamiento, el pH se increment6 en 2% a 30°C y 40°C mientras que para
las muestras almacenadas a 35°C se observé un aumento del 6%. La acidez
titulable se increment6 con las 3 temperaturas evaluadas. A los 45 dias de
almacenamiento los principales agentes causales de deterioro fueron los
mesofilos (105 UFC.mL?) y los mohos (102 UFC.mL!). Asimismo, se incremento
el valor de LL (luminosidad) a los 60 dias. Se estim6 una vida media de 45 dias
para granos de P. vulgaris fermentados, cocidos, y envasados en salmuera, al-
macenados a 30°C.
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Abstract

Phaseolus vulgaris, source of nutrients and bioactive compounds, is part
of the staple diet of many populations despite its consumption being sometimes
limited due to the long cooking periods required and to the flatulence produced
after its ingestion. The flatulence, product of the colonic fermentation of the a-
galactosides and soluble fiber, can be significantly decreased by natural
fermentation of the grain, prior to its consumption, with a more nutritious,
sensorially accepted and non-flatulence producing foodstuff being obtained. The
objective of this work was to measure the stability of fermented and ready-to-
eat P. vulgaris. A white variety of fermented, cooked, and bottled in brine at 2%
P. vulgaris was used. pH, titrable acidity, microbiological deterioration agents
and instrumental color (L, a, b) was evaluated every 15 days at 30°C, 35°C and
40°C for 2 months. At 60 days of storage, the pH increased in 2% for the samples
stored at 30°C and 40°C; at 35°C it increased in 6%. Titrable acidity increased
for samples stored at every treatment. Mesophilous and the moulds were the
main causal agents of deterioration at 45 days, with 105 CFU.mL! and 102
CFU.mL"! being quantified, respectively. Values of LL and b increased at 60
days of storage. A shelf-life of 45 days was estimated for fermented, cooked and
bottled in brine P. vulgaris beans stored at 30°C.

Keywords: Phaseolus vulgaris, fermentation, stability, shelf-life.

Introduccion Introduction

Phaseolus vulgaris, también co- Phaseolus vulgaris, also known
nocida por los nombres comunes de by its common names "caraotas",
caraotas, judias, alubias, frijoles, en- "judias", "alubias", "frijoles", among
tre otros, es una leguminosa que re- others, is one legumes that represents
presenta una importante fuente de an important source of complex
carbohidratos complejos y de protei- carbohydrates and protein the quality
na, cuya calidad, si se combina con la of which if combined with cereal
proteina de los cereales es equivalen- proteins is equivalent to meat
te a la de la carne (Bressani, 2002). (Bressani, 2002). It also contributes
Aporta ademas compuestos bioactivos with bioactive compounds like dietetic
como la fibra dietética, insoluble y fiber, insoluble and soluble (Pereira et
soluble (Pereira et al., 2002), que jun- al., 2002), that together with resistant
to al almidoén resistente, previenen la starch, prevent the incidence of
incidencia de enfermedades relaciona- diseases related to intestinal transit
das con el transito intestinal y tienen and have hypocholesterolemic effect
efecto hipocolesterolémico (Champ, (Champ, 2002); additionally, they have
2002); adicionalmente, contienen polyphenols and tannins which have
polifenoles y taninos, los cuales poseen antioxidant capacity (Granito et al.,
capacidad antioxidante (Granito et al., 2007). In Latin America, P. vulgaris
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2007). En Latinoamérica, P. vulgaris
forma parte de los habitos alimenti-
cios de muchas poblaciones, para las
que representa una de las principa-
les fuentes de proteina y minerales
(Messina, 1999).

Sin embargo, P. vulgaris presen-
ta una serie de factores que limitan
su consumo. Ademas de los compues-
tos antinutricionales naturalmente
presentes en los granos (Lajolo et al.,
1991; Granito et al., 2001), requiere
largos tiempos de coccién y contiene
compuestos productores de flatulen-
cia, como los a-galactosidos, rafinosa,
estaquiosa, verbascosa y la fibra so-
luble (Desphande, 1992; Granito et al.,
2003) los cuales una vez fermentados
por las bacterias colénicas residentes
en el intestino grueso, producen una
serie de sintomas intestinales moles-
tos (Granito et al., 2005).

P. vulgaris al igual que todas las
leguminosas debe ser procesada pre-
vio a su consumo, lo cual altera su
composicién quimica. Bioprocesos
como la fermentacién natural de P.
vulgaris y su posterior coccion, dismi-
nuyen significativamente los factores
antinutricionales y productores de fla-
tulencia, mejorando ademas la cali-
dad nutritiva de los granos, sin detri-
mento de su aceptabilidad sensorial
(Granito et al., 2001; Granito et al.,
2003). Adicionalmente, la fermenta-
ci6n natural incrementa el potencial
de P. vulgaris como ingrediente fun-
cional, susceptible de ser utilizado en
el desarrollo de productos extendidos
con leguminosas (Ghavidel y Prakash,
2007) o de nuevos productos a base
de 100% de leguminosas (Granito y
Guinand, 2005).

En Venezuela, P. vulgaris forma
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1s part of the dietary habits of many
populations, where it represents one
of the main sources of protein and
minerals (Messina, 1999).

Nevertheless, P. vulgaris shows
one part of a serial work of factors that
limit its consumption. Besides of anti
nutritional compounds naturally
present in grains (Lajolo et al., 1991,
Granito et al., 2001), require long
cooking times and possess compounds
producers of flatulence, like o-
galactosides, raffinose, stachyose,
verbascose and soluble fiber
(Desphande, 1992, Granito et al., 2003)
which once fermented by colonic bacte-
ria resident in the large intestine, pro-
duces a serie of uncomfortable intesti-
nal symptoms (Granito et al., 2005).

P. vulgaris as all the
leguminous, has to be processed prior
to 1its consumption which modifies its
chemical composition. Bioprocesses
like natural fermentation of P.
vulgaris and its posterior cooking,
significantly diminish anti nutritional
factors and flatulence producers, also
improving nutritive quality of grains,
without detriment of its sensorial
acceptance (Granito et al., 2001; Gra-
nito et al., 2003). Additionally, natu-
ral fermentation increases P. vulgaris
potential as functional ingredient sus-
ceptible to being used in the
development of products extended
with leguminous (Ghavidel and
Prakash, 2007) or new products based
on 100% leguminous (Granito and
Guinand 2005).

In Venezuela, P. vulgaris takes
part of feeding habits of population and
it 1s consumed at an average of 12
kg.person.year! (INN, 2000b). If
processes of natural fermentation and
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parte de los habitos alimenticios de
la poblacién y se consume en prome-
dio 12 kg.persona.ano! (INN, 2000b).
Si1 se aplican procesos de fermentacion
natural y posterior coccién a granos
de caraota se potencia y facilita la
ingesta del producto al proveer al con-
sumidor dos grandes ventajas: 1) se
evita el tiempo que necesariamente se
emplea en la coccion de los granos y
11) la fermentacion previa a la coccion,
disminuye los niveles de los factores
antinutricionales y responsables de la
flatulencia (Granito et al., 2002). De
lo anterior se desprende, el alto im-
pacto que puede tener este producto
en el consumidor, con el valor agre-
gado que representa el incremento de
la ingesta de leguminosas por parte
de la poblacion.

Ademas de conocer el efecto del
procesamiento sobre las caracteristi-
cas quimicas y fisicas de los granos,
es necesario conocer su estabilidad o
vida util. La prediccion de este tiem-
po se realiza mediante un estudio de
estabilidad que tiene como objetivo
evaluar el comportamiento de los pro-
ductos en desarrollo y tradicionales a
los que se les ha hecho algtin cambio
en la receta o en el proceso, durante
un tiempo determinado y a diferen-
tes temperaturas (Rondén et al.,
2004). La vida til de un alimento se
puede definir como el periodo de tiem-
po durante el cual el producto alma-
cenado no se percibe
significativamente distinto al produc-
to inicial o recién elaborado, o que no
significa un riesgo para la salud de la
persona que lo consume. Para la eva-
luaciéon de los productos se utilizan
técnicas de analisis sensorial, fisicos,
quimicos y microbiolégicos (Kilcast y
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posterior cooking are applied to bean
grains the makes easier ingestion of
product when supplies to consumer two
high advantages: 1) time used for grains
cooking is avoided and 2) fermentation
prior cooking reduces levels of anti
nutritional factors responsible of
flatulence (Granito et al., 2002). From
this, it is possible to induce that the high
impact that this product could have on
consumers, with the aggregate value
that the increase on leguminous intake
by population represents.

Besides of knowing the effect of
processing on chemical and physical
characteristics of grains it 1is
necessary to know its stability or
useful life. Prediction of this time is
made through an stability study
having as an objective to evaluate
behavior of in development and
traditional products which have been
changed 1in process, during
determined time and to different
temperatures (Rondén et al., 2004).
The useful life of an aliment can be
defined like time during the stored
product is not perceived in a different
way in relation to those initial one, or
it does not implies a risk for the
health of people who consume it.

For the evaluation of products,
techniques of sensorial analysis are
used, like physical, chemical and
microbiological ones (Kilcast and
Subramaniam, 2000; Rondén et al.,
2004).

Considering the importance of
this food in daily diet of population,
the possibility of packing white beans
fermented and cooked, ready to be
immediately consumed from package
and to measure its stability on time
1t 1s proposed in here.
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Subramaniam, 2000; Rondén et al.,
2004).

Considerando la importancia de
este alimento en la dieta diaria de la
poblaciéon se planteé la posibilidad de
envasar caraotas blancas fermenta-
das y cocidas, listas para su consumo
inmediato directamente del envase y
medir su estabilidad en el tiempo.

Materiales y métodos

Muestra: Se us6 una variedad
de semilla blanca de Phaseolus
vulgaris L., denominada Victoria, la
cual fue suministrada por el Institu-
to Nacional de Investigaciones
Agronémicas (INIA) Maracay.

Higienizacion de los granos:
Los granos fueron lavados e
higienizados para reducir la carga
microbiana acompanante inicial. Para
el lavado se us6 agua destilada estéril
en una relacién grano:agua de 1:1 (p/
v), la cual luego fue descartada. Poste-
riormente, se colocaron los granos en
una solucién de acido lactico al 1%, se
agitaron durante 10 min, se descartd
la solucién de acido lactico y se volvid
a enjuagar con agua destilada estéril.

Fermentacion natural: Los
granos de caraota blanca higienizados
se colocaron en un micro fermentador
marca New Brunswick Scientific Co.
Inc, Edison New Cork, U.S.A. modelo
BIOFLO 2000, que contenia agua des-
tilada estéril en una proporcidén
grano:agua del:4 (p/v). La fermenta-
ciéon se realiz6é de acuerdo a Granito
et al. (2001) durante 48 horas. Finali-
zada la fermentacion, los granos fer-
mentados fueron escurridos, reser-
vandose parte del agua de fermenta-
cién para analisis posteriores.
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Materials and methods

Sample: A variety of white seed
from Phaseolus vulgaris L., called
"Victoria" was used, which was
supplied by the Instituto Nacional de
Investigaciones Agronomicas (INITA)
Maracay.

Grains hygienization: Grains
were washed and hygienized for
reducing the initial microbial charge.
For washing, sterile distilled water
was used 1in a relationship
grain:water of 1:1 (p/v), which was
after taken off. Later, grains were
placed on a solution of lactic acid to
1%, agitated during 10 min; the lactic
acid solution was ruled out and sterile
distilled water was used for washing
again.

Natural fermentation:
Hygienic white common bean grains
were placed on a micro fermenter New
Brunswick Scientific Co. Inc, Edison
New Cork, U.S.A. model BIOFLO
2000, having sterile distilled water in
a proportion grain:water of 1:4 (p/v).
Fermentation was made according to
Granito et al. (2001) during 48 hours.
When fermentation was finished,
fermented grains were strained, by
keeping back part of fermentation
water for later analysis.

Cooking: Fermented grains
were subjected to a cooking in water
in a proportion of 1:4 (p/v) at
atmospherically pressure during
three hours. Finalized grains cooking
they were strained.

Packing: Cooked grains were
packed in glasses bottles of 300 mL
in a proportion of 70 g of white beans
by bottle. For package a saline
solution (2% NaCl, pH 5) to 100°C in
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Coccioén: Los granos fermenta-
dos fueron sometidos a una cocciéon en
agua en una proporcion de 1:4 (p/v) a
presion atmosférica durante tres ho-
ras. Finalizada la coccién los granos
fueron escurridos.

Envasado: Los granos cocidos
fueron envasados en frascos de vidrio
de 300 mL de capacidad, en una pro-
porcién de 70 g de caraotas blancas
por frasco. Para el envasado se em-
pledé una solucién de salmuera (2%
NaCl, pH 5) a 100°C en una propor-
cion 1:3 (p/v) salmuera:grano. Una vez
llenados los frascos con la solucién de
salmuera, se procedi6 al cierre inme-
diato de los frascos y posteriormente
se colocaron en un bano de agua a
100°C durante 5 min.

Almacenamiento: Los frascos
enfriados se almacenaron en estufas
de conveccién a tres temperaturas
distintas: 30°C, 35°C y 40°C. El estu-
dio se realizé durante 2 meses, con
determinaciones de los parametros de
calidad cada 15 dias.

Composicion quimica de los
granos envasados: Se analizaron los
granos fermentados y cocidos segun
la AOAC, (1990), determinandose los
siguientes parametros: contenido de
humedad (método 925.10), cenizas
(método 923.03), grasas (método
920.39) y proteinas (método 960.52).
Los minerales se cuantificaron por
Espectrofotometria de Absorcién Até-
mica (AOAC, 1990). La digestibilidad
in vitro se determiné usando un sis-
tema multienzimatico de tripsina,
quimiotripsina, y peptidasa y el gra-
do de hidrolisis enzimatica se deter-
minoé por el método de la caida del pH
después de 10 min, segiin Hsu et al.
(1977). La fibra dietética se cuantifi-
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a proportion of 1:3 (p/v) saline:grain
was used. Once bottles filled with the
saline solution, bottles were
immediately closed and later they
were placed on a water bath to 100°C
during 5 min.

Storage: The cooled bottles
were stored in convection heaters to
three different temperatures: 30°C,
35°C and 40°C. Study was carried out
during 2 months, with determinations
of quality parameters each 15 days.

Chemical composition of
packed grains: Fermented and
cooked grains were analyzed
according to the AOAC, (1990), being
determined the following parameters:
moisture (method 925.10), ashes
(method 923.03), fats (method 920.39)
and proteins (method 960.52).
Minerals were quantified through
Spectrophotometry of Atomic
Absorption (AOAC, 1990). The in vitro
digestibility was determined by using
a multi enzymatic system of tripsine,
chimiotripsine, and peptidase and the
degree of enzymatic hydrolysis was
determined by the method of pH fall
after 10 min, according to Hsu et al.
(1977). Dietetic fiber was quantified
by using the enzymatic-gravimetric
method described by Prosky et al.,
(1992).

Stability measurement of
white bean grains fermented and
cooked: Physical, chemical and
microbiological determinations were
made each 15 days, from time 0 and
times 15, 30, 45 and 60 days.

Microbiological analysis:
Microbiological determinations were
accomplished for monitoring possible
changeable micro organisms or
pathogens that could modify the final
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c¢6 usando el método enzimatico-
gravimétrico descrito por Prosky et al.
(1992).

Medida de la estabilidad de
los granos de caraotas blancas
fermentadas y cocidas: Las deter-
minaciones fisicas, quimicas y
microbiolégicas se realizaron cada 15
dias, partiendo del tiempo O y a los
tiempos 15, 30, 45 y 60 dias.

Analisis microbiolégicos: Las
determinaciones microbiolégicas se
realizaron para monitorear los posi-
bles microorganismos adulterantes o
patoégenos que pudiesen alterar el pro-
ducto final. Se realizaron usando la
metodologia del compendio APHA
(1992) para el analisis de: aerobios
mesofilos (Plate Count Agar, Himedia
MO091), coliformes totales (Violet Red
Bile Agar, Himedia MO049),
Lactobacillus (Lactobacilli MRS Agar,
Himedia M641) y mohos y levaduras
(Potato Dextrose Agar, Himedia
MO096). Se realizaron diluciones en el
orden de 10y 102 por duplicado, ana-
lizandose adicionalmente el del agua
de fermentacion.

Analisis quimicos y fisicos:

pH: La determinacion del poten-
cial de Hidrégeno se realiz6 utilizan-
do el método potenciométrico (AOAC,
1990) usando un pH meter
COLEMAN, Modelo 39.

Acidez titulable: La acidez
titulable fue cuantificada segin la
norma COVENIN 1787:1981 (1981).
Los resultados se reportaron como
porcentaje de acido lactico.

Color: La determinacion de co-
lor se realiz6 por el método
Triestimulus, utilizando el colorimetro

Hunter Lab MINISCAN iluminante
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product. They were analyzed by using
methodology of APHA compendium
(1992) for the analysis of: mesophilous
aerobia (Plate Count Agar, Himedia
MO091), total coliforms (Violet Red Bile
Agar, Himedia M049), Lactobacillus
(Lactobacilli MRS Agar, Himedia
M641) and mildews and yeasts
(Potato Dextrose Agar, Himedia
M096). Dilutions in the order of 10!
and 102 were made by duplicate, and
fermentation water was additionally
analyzed.

Physical and chemical analysis:

pH: Determination of Hydrogen
potential was made through the
potentiometric method (AOAC, 1990)
by using a pH meter COLEMAN,
Model 39.

Titrable acidity: It was
quantified according to the COVENIN
rule 1787:1981 (1981). Results were
reported as % of lactic acid.

Color: Color determination was
made according to the Triestimulus
method, by using the colorimeter
Hunter Lab MINISCAN lighter D-65
for determining coordinates that des-
cribes object, considering the
following parameters: luminosity or
darkness degree (L), red quantity ver-
sus green quantity (a) and yellow
quantity versus blue quantity (b).

Statistical analysis: Results
were expressed like the average of 3
determinations + standard deviation.
Means comparison was made through
an analysis of variance of one way
(ANOVA), with a later means
comparison (Duncan test) or Student
t, by using the Statgraphics Plus 5.1
program. Probability level used for all
the statistical analysis was of P<0.05.
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D-65 para determinar las coordenadas
que describen el objeto, considerando
los parametros: luminosidad o grado
de oscurecimiento del producto (L),
cantidad de rojo versus cantidad de
verde (a) y la cantidad de amarillo ver-
sus la cantidad de azul (b).

Analisis estadisticos: Los re-
sultados fueron expresados como el
promedio de 3 determinaciones. La
comparaciéon de medias se realizd
mediante un analisis de varianza de
una via (ANOVA), con posterior com-
paracion de medias (test de Duncan)
o t de Student, usando el programa
Statgraphics Plus 5.1. El nivel de pro-
babilidad empleado para todos los
analisis estadisticos fue de P<0.05.

Resultados y discusion

Una vez finalizado el proceso de
fermentacion y coccion se calcul6 el ren-
dimiento de los granos, obteniéndose un
incremento de peso del 67,1%.

En el cuadro 1 se presentan los
resultados correspondientes a la com-
posicién proximal de los granos de P.
vulgaris fermentados y cocidos al ini-
cio del estudio de vida util. Se encon-
traron valores de proteinas de 22,43%
y de grasa y cenizas de 1,6 y 3,8%,
respectivamente. Estos resultados son
similares a los reportados en la Tabla
de Composicién de Alimentos Vene-
zolana (INN, 1999) para granos cru-
dos de variedades blancas de P.
vulgaris: proteinas 23,9 g.100g?, gra-
sas 1,6 g.100g! y cenizas 3,8 g.100g™!
base seca.

En un estudio realizado por Gra-
nito et al. (2001b) a 10 variedades la-
tinoamericanas de P. vulgaris, inclu-
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Results and discussion

Once fermentation and cooking
process ended, grain yield was
calculated, by being getting an
increase on weight of 67.1%.

Table 1 shows the results of
proximal composition of P. vulgaris
grains fermented and cooked at the
beginning of useful life study. Protein
values were found of 22.43% and fat
and ashes of 1.6 and 3.8%,
respectively. These results are simi-
lar to those reported in Venezuelan
Food Composition Table (INN, 1999)
for not cooked grains of white
varieties of P. vulgaris: proteins 23.9
g.100g?, fats1.6 g.100g! and ashes 3.8
g.100g! dry bass.

In one study carried out by Gra-
nito et al., (2001b) in 10 Latin
American varieties of P. vulgaris,
including varieties of dark and clear
seeds, protein values were reported
from 22.5% to 30.8% in cooked
samples and without fermenting.
Independently of little differences
originated by the applied processes
(fermentation, cooking, etc.), the
chemical composition of grains also is
a product of genetic characteristics of
varieties, of soil conditions, climate
effect and other environmental factors
such as geographical localization,
growth and crop conditions season,
however, it could be suggested for P.
vulgaris a proteins content that
oscillates between 20% and 30%.

Respect to the soluble and inso-
luble fiber of fermented and cooked
grains, values of 1.26 and 23.06
g.100g!, respectively, were found.
Granito et al., (2001a) reported values
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Cuadro 1. Composicion quimica de los granos de P. vulgaris L.
fermentados y cocidos, previo al envasado.

Table 1. Chemical composition of P. vulgaris L. grains bioprocessed
and cooked, previous to bottled.

Analisis P. vulgaris fermentada y cocida
Proteinas* 22,43 £ 0,11
Digestibilidad Proteica in vitro* 79,23 £ 0,43
Grasa* 1,60 + 0,02
Cenizas* 3,77+ 0,21
Fibra soluble* 1,26 + 0,23
Fibra insoluble* 23,05 + 0,34
Fe** 3,43 £ 0,20
p** 29,33 + 0,56
Zn** 2,70+ 0,12
Mg** 82,88 + 0,22
Ca** 179,16 + 0,38
K** 460,28 + 1,43

*2.100g?! **mg.100g*

yendo variedades de semillas oscuras
y claras, se reportaron valores de pro-
teinas desde 22,5% a 30,8% en mues-
tras cocidas y sin fermentar. Indepen-
dientemente de las pequenas diferen-
cias originadas por los distintos pro-
cesos aplicados (fermentacion, coc-
cién, etc.), la composiciéon quimica de
los granos también es producto de las
caracteristicas genéticas de las varie-
dades, del efecto de las condiciones del
suelo, clima y demas factores ambien-
tales tales como localizacion geogra-
fica, estacion de crecimiento y condi-
ciones de cultivo, sin embargo, se po-
dria sugerir para P. vulgaris un con-
tenido de proteinas que oscila entre
20% y 30%.

Respecto a la fibra soluble e in-
soluble de los granos fermentados y
cocidos se encontraron valores de 1,26
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of soluble and insoluble fiber of 3.26
and 28.59 g.100g! for not cooked
grains. Decrease on soluble fiber
values could be due to the usage by
part of responsible micro organisms
natural fermentation of the main
components of soluble fiber presents
in the variety studied (Granito et al.,
2001a), whereas the increase of inso-
luble fiber could be attributed to the
formation of resistant starches type
RS3 (retrograded starch) product of
successive processes of heating and
cooling which samples were
submitted (Granito et al., 2001Db).
From the point of view of human
nutrition, calcium and iron are
minerals of high importance (Latham,
2002), particularly in Venezuela in
where are considered like
"potentially" deficient. In relation to
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y 23,06 g.100g!, respectivamente.
Granito et al. (2001a) reportaron va-
lores de fibra soluble e insoluble de
3,26 y 28,59 £.100g! para granos cru-
dos. La disminucién en los valores de
la fibra soluble podria deberse a la uti-
lizaciobn por parte de los
microorganismos responsables de la
fermentaciéon natural de los compo-
nentes principales de la fibra soluble
presentes en la variedad estudiada
(Granito et al., 2001a), mientras que
el incremento de la fibra insoluble
podria ser atribuido a la formaciéon de
almidones resistentes tipo RS3 (almi-
doén retrogradado) producto de los su-
cesivos procesos de calentamiento y
enfriamiento a los que se sometieron
las muestras (Granito et al., 2001b).
Desde el punto de vista de la
nutricion humana, el calcio y el hie-
rro son minerales de gran importan-
cia (Latham, 2002), particularmente
en Venezuela donde son considerados
como "potencialmente" deficientes. Al
respecto, es importante senalar que
la biodisponibilidad de minerales, es-
pecialmente del hierro, presentes en
alimentos de origen vegetal es infe-
rior a la biodisponibilidad de los mi-
nerales presentes en alimentos de ori-
gen animal (Ghavidel y Prakash,
2007), sin embargo, cualquier aporte
puede contribuir a incrementar la
ingesta de estos micronutrientes y por
tanto a mejorar la nutricién de quien
los consuma. Analizando los resulta-
dos obtenidos (cuadro 1) y consideran-
do una ingesta de 200g de granos de
P. vulgaris fermentados y cocidos, se
desprende que esta racion aportaria
el 36% del requerimiento diario de
calcio, establecido en 1000mg para la
poblacién venezolana (INN, 2000a), y

97

this, it 1s important to detach that
minerals bioavailability, 1iron
specially, presents in vegetal origin
foods is inferior to the bioavailability
of minerals present in animal origin
foods (Ghavidel and Prakash, 2007),
and nevertheless, any contribution
could increase consumption of these
micro nutrients and improve nutrition
of people who consumes it. Analyzing
results obtained (table 1) and
considering a consumption of 200g of
P. vulgaris grains., fermented and
cooked, 1t can be established that this
ration would give 36% of daily
requirement of calcium, established
in 1000mg for Venezuelan population
(INN, 2000a), and 67% and 36% of
iron and zinc daily requirements.

Table 2 shows results of pH,
acidity and microbial flora of
fermented and cooked grains,
previous to its storage, and water in
where they were fermented. When
analyzing microbial flora of
fermentation water it can be observed
that predominant population are
Lactobacillus sp, which agree with
previous studies (Granito and
Alvarez, 2006).

Natural fermentation 1is
produced by micro organisms present
in grains which comes from soil and
its manipulation before they arrives
to consumer. Additionally, presence of
total coliforms, mildews and yeasts
was determined at the end of 48 hours
of fermentation.

According to results obtained it
could be infer that Lactobacillus sp
are the responsible of fermentation
because they are in an order of
magnitude greater than the rest of
micro organisms present. In the same
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el 67% y 36% de los requerimientos
diarios de hierro y zinc.

En el cuadro 2 se presentan los
resultados de pH, acidez y flora
microbiana de los granos fermentados
y cocidos, previo a su almacenamien-
to, y del agua donde fueron fermenta-
dos. Al analizar la flora microbiana
del agua de fermentacién se puede
observar que la poblacién predomi-
nante son los Lactobacillus sp, 1o cual
coincide con estudios previamente
realizados (Granito y Alvarez, 2006).

La fermentacion natural es pro-
ducida por los microorganismos pre-
sentes en los granos, los cuales pro-
vienen del suelo y de la manipulacion
a la que son sometidos antes de que
Ileguen a manos del consumidor.
Adicionalmente, se determind la pre-
sencia de coliformes totales, mohos y
levaduras al final de las 48 horas de
fermentacion.

De acuerdo a los resultados ob-

way, pH (4.07) and titrable (0.13)
quantified in fermentation water
suggest the active presence of acid
lactic bacteria like responsible of
process. Additionally, production of
lactic acid by these micro organisms
contributes to the companion flora do
not increase in a significant way. Jay
(2000) reports that coliforms could
growth in a pH rank between 4.4 and
4.9; in such a way that reduction of
micro organisms different of
Lactobacillus sp could be great by
extending fermentation time, and as
a consequence the concentration of
lactic acid would increase too toward
no tolerable levels by these bacteria.

These results are in agreement
with those reported by Granito and
Alvarez (2006) who identified like
responsible of natural fermentation of
a black variety of Phaseolus vulgaris,
to Lactobacillus casei and
Lactobacillus plantarum which

Cuadro 2. Caracteristicas quimicas y microbiologicas del agua de
fermentacion y de los granos fermentados y cocidos previo
a su almacenamiento (Tiempo 0).

Table 2. Chemical and microbiological of fermenting water and
fermented and cooked previous to its storage (Time 0).

Mediciones Agua de Granos fermentados
fermentacion y cocidos
pH 4,07 0,1 51+0,1
Acidez titulable(% acido lactico) 0,13+ 0,0 0,16 £ 0,1
Mesobfilos aerobios* 2,6x10° <10 est**
Coliformes totales® 3,4x104 <10 est**
Lactobacillus® 4,4x10° <10 est**
Mohos y levaduras* 2,0x10° <10 est**

*ufec.g? **Estimado.
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tenidos se podria inferir que
Lactobacillus sp son los responsables
de la fermentacion ya que se encuen-
tran en un orden de magnitud mayor
que el resto de microorganismos pre-
sentes. De igual manera, el pH (4,07)
y la acidez titulable (0,13) cuantifica-
dos en el agua de fermentacion sugie-
ren la presencia activa de bacterias
acido lacticas como responsables del
proceso. Adicionalmente, la produc-
cién de acido lactico por parte de es-
tos microorganismos contribuye a que
la flora acompanante no se
incremente de manera significativa.
Jay (2000) reporta que los coliformes
pueden crecer en un intervalo de pH
entre 4,4 y 4,9; de manera que la re-
duccién de los microorganismos dife-
rentes de Lactobacillus sp pudiese ser
mayor extendiendo el tiempo de fer-
mentacioén, incrementandose en con-
secuencia la concentracion de acido
lactico a niveles no tolerables por di-
chas bacterias.

Estos resultados coinciden con
los reportados por Granito y Alvarez
(2006) quienes identificaron como res-
ponsables de la fermentacién natural
de una variedad negra de Phaseolus
vulgaris, a Lactobacillus casei y
Lactobacillus plantarum. Estos repre-
sentaron el 36% del total de
microorganismos encontrados en el
agua, luego de 48 horas de fermenta-
ci6én cuando se alcanzo6 un pH final de
4,02. Por su parte, Zamora y Fields
(1979) reportaron como responsables
del proceso de fermentaciéon natural
(96 horas a 25°C) de variedades de
frijol (Vigna sinensis) y garbanzo
(Cicer arietinum) a Pediococcus sp,
Lactobacillus casei y Lactobactllus
plantarum. La presencia de
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represented 36% of total of micro
organisms found in water, after 48
hours of fermentation when a final pH
of 4.02 was reached. On his part,
Zamora and Fields (1979) reported
like responsible of mnatural
fermentation process (96 hours to
25°C) of frijol (Vigna sinensis) and
chickpea (Cicer arietinum) varieties,
to Pediococcus sp, Lactobacillus caset
and Lactobacillus plantarum.
Presence of Lactobacillus helveticus
only was reported in chickpea
fermentation.

In time O (table 2), the micro
organisms presence was undetected
in bottled grains, probably because to
the sterilization process they were
submit before sealed. Previous
sterility conditions of bottles, (TER-
MO ENCOGIBLE) and sealed
according to aseptic conditions was
applied like barriers for avoiding
growth of micro organisms during
storage time. pH (5.1) and acidity
(0.16) of product represent additional
barriers for avoiding its possible
damage. These parameters were
monitored on time, since any change
could suggest micro organism’s
presence and the consequent product
damage.

Table 3 shows pH and titrable
acidity measured during storage
period. At 30°C pH decreased in a
significant way (P<0.05) at 15 storage
days, being increase at 60 days to si-
milar values to those found at the
beginning of storage. The titrable
acidity was significant increased
(P<0.05) until day 15, keeping without
significant variations (P<0.05) until
finishing storage time. At 35°C pH
remained constant until 60 storage
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Lactobacillus helveticus sblo se repor-
t6 en la fermentacién de garbanzos.

Al tiempo O (cuadro 2), no se de-
tecté presencia de microorganismos
en los granos contenidos en los enva-
ses, probablemente debido al proceso
de esterilizacion al que fueron some-
tidos antes del sellado. Las condicio-
nes de esterilidad previa de los enva-
ses, el envasado en caliente y el sella-
do en condiciones asépticas se aplica-
ron como barreras para evitar el cre-
cimiento de los microorganismos du-
rante el tiempo de almacenamiento.
El pH (5,1) y la acidez (0,16) del pro-
ducto representan barreras adiciona-
les para evitar su posible deterioro.
Estos parametros fueron
monitoreados en el tiempo, ya que
cualquier cambio podria sugerir la
presencia de microorganismos y el
consecuente deterioro del producto.

En el cuadro 3 se muestra el pH
y la acidez titulable medidos durante
el periodo de almacenamiento. A 30°C
el pH disminuyé significativamente
(P<0,05) a los 15 dias de almacena-
miento, incrementandose luego a los
60 dias a valores similares a los en-
contrados al inicio del almacenamien-
to. Paralelamente, la acidez titulable
se incrementé significativamente
(P<0,05) hasta el dia 15, mantenién-
dose sin variaciones significativas
(P>0,05) hasta finalizar el tiempo de
almacenamiento. A 35°C el pH se man-
tuvo constante hasta los 60 dias de al-
macenamiento cuando se incremento
significativamente (P<0,05), en tanto
que la acidez se mantuvo constante
hasta los 30 dias, incrementandose
significativamente luego hasta los 60
dias de almacenamiento.

A 40°C el pH no varid
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days when increased in a significant
way (P<0.05), whereas the acidity
remained constant until 30 days, by
increasing in a significant way until
60 storage days.

At 40°C pH did not vary in a
significant way (P<0.05) during
storage time; in relation to the acidity
there was a significant increase
(P<0.05) and constant during all the
storage time.

Kim et al., (2008) found in
kimchi, a vegetal fermented food of
Korean origin, stored in laminated
aluminum packages of low density
polyethylene (Al-LDPE) and
previously submitted to thermic
treatment (60°C during 30 min) a pH
decrease and an increase on acidity
during storage time (30 days to 35°C).
This result showed survival and
growth of micro organism after
thermic treatment.

On the other hand, Fleming et
al., (1983) reported that fermented
vegetables are microbiologically
stables during storage, as long as all
the sugars be removed when changed
into acids, alcohols and other products
during initial fermentation of acid
lactic bacteria or yeasts. Incomplete
fermentation of sugars during storage
can create a secondary fermentation
made by yeasts during storage. On
this respect, it 1s opportune to detach
that according to results obtained by
Granito and Guerra (2005) at the end
of fermentation and cooking process,
fermented sugars raffinose, stachyose
and sucrose in P. vulgaris are
undetected

Microbiological study carried
out in storage water showed aerobia
mesophilous growth, total coliforms
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significativamente (P>0,05) durante
el tiempo de almacenamiento; con res-
pecto a la acidez hubo un aumento
significativo (P<0,05) y constante du-
rante todo el periodo de almacena-
miento.

Kim et al. (2008) encontraron en
kimchi, un alimento vegetal fermen-
tado de origen koreano, almacenado
en empaques de aluminio laminado de
polietileno de baja densidad (Al-
LDPE) y previamente sometido a tra-
tamiento térmico (60°C durante 30
min) un descenso del pH y aumento
de la acidez durante el tiempo de al-
macenamiento (30 dias a 35°C). Este
resultado fue indicativo de la
sobrevivencia y crecimiento de
microorganismos posterior al trata-
miento térmico.

Por otra parte Fleming et al.
(1983) indicaron que los vegetales fer-
mentados son microbiolégicamente
estables durante el almacenamiento,
siempre y cuando todos los aztcares
sean removidos al ser convertidos en
acidos, alcoholes y otros productos
durante la fermentaciéon primaria de
las bacterias acidolacticas o levadu-
ras. La fermentacién incompleta de
los azucares durante el almacena-
miento puede dar lugar a una fermen-
tacion secundaria efectuada por leva-
duras durante el almacenamiento. Al
respecto es oportuno senalar que de
acuerdo con los resultados obtenidos
por Granito y Guerra (2005) al final
del proceso de fermentacién y coccion
no se detectan los azlcares
fermentables rafinosa, estaquiosa y
sacarosa en P. vulgaris.

El estudio microbiolégico reali-
zado en el agua de almacenamiento,
mostrd crecimiento de mesoéfilos
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and mildews and yeasts only after 45
storage days so, it 1s possible to
suggest that estimated useful life of
45 days (table 4).

The more favorable temperature
for microbial growth was 40°C,
temperature closed to the optimum of
growth for the most of micro
organisms (37°C), however, growth of
Lactobacillus sp was not observed at
any of evaluated temperatures.

Since grains after fermentation
were submitted to cooking, previous
to its packaged and companion fiber
was undetected at the beginning of
the study, it can be concluded that
microbiological growth observed was
produced by external contamination
during storage time, result of a non
adequate closing of glasses bottles. It
1s possible to suggest for subsequent
studies, one at vacuum package in
where closing hermetic property be
guaranteed.

In relation to the instrumental
color of grains any significant change
was not observed (P<0.05) to
temperatures used during storage
time 1n values A and B. However, at
45 and 60 days, to three temperatures
a significant increase was detected
(P<0.05) of luminosity, that could
show safety and stability of product,
a possible chemical pigments
degradation, microbial activity effect
or nutrients lost (Kilcast and
Subramaniam, 2000, Lamia and
Moktar, 2003, Garcia et al., 2008).

Conclusions
The useful life estimated for

fermented grains of P. vulgaris
cooked, packed in glass recipients and
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aerobios, coliformes totales y mohos
y levaduras, s6lo después de 45 dias
de almacenamiento por lo que se po-
dria sugerir que la vida util estimada
es de 45 dias (cuadro 4).

La temperatura mas favorable
para el crecimiento microbiano resul-
t6 40°C, temperatura cercana al 6pti-
mo de crecimiento para la mayoria de
los microorganismos (37°C), sin em-
bargo, no se observo crecimiento de
Lactobacillus sp a ninguna de las tem-
peraturas evaluadas.

Dado que los granos luego de la
fermentacion fueron sometidos a coc-
cién, previo a su envasado y en los
mismos no se detectd flora acompa-

stored to environmental temperature
was of 45 days. This procedure is a
contribution to the increase on the P.
vulgaris consumption because it offers
grains ready to be consumed that not
produce flatulence, besides of
diversifying its use like ingredient in
other type of preparations.

End of english version

nante al inicio del estudio, se puede
concluir que el crecimiento microbio-
légico observado fue producido por
contaminacién externa durante el
tiempo de almacenamiento, resulta-
do de un cierre no adecuado de los

Cuadro 4. Determinaciones microbiologicas del agua de almacenamiento

de los granos procesados.

Table 4. Microbiological determinations on storage water of processed

grains.

Analisis (UFC/mL)

Tiempo Tem Mesofilos  Coliformes Mohos y
(dias) (°C)  Aerobios ** Totales ** Lactobacillus** Levaduras***
15 30 <10 est* <10 est* <10 est* <10 est*
35 <10 est* <10 est* <10 est* <10 est*
40 <10 est* <10 est* <10 est* <10 est*
30 30 <10 est* <10 est* <10 est* <10 est*
35 <10 est* <10 est* <10 est* <10 est*
40 <10 est* <10 est* <10 est* <10 est*
45 30 >1000 est* <10 est* <10 est* <10 est*
35 >1000 est* <10 est* <10 est* <10 est*
40 1,5x10° <10 est* <10 est* <10 est*
60 30 2,5x10° 1,0x103 <10 est* 2,0x10?
35 3,7x10° 1,3x103 <10 est* 1,0x102
40 4,2x10° 2,1x10°? <10 est* <10 est*

*Estimado. **Incubado a 37°C. ***Incubado a 25°C

Tem = Temperatura
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envases de vidrio. En virtud de lo an-
terior se sugiere para estudios poste-
riores un envasado al vacio donde se
garantice la hermeticidad del cierre.

En relacion al color instrumen-
tal de los granos no se observé cam-
bio significativo (P>0,05) a las tem-
peraturas utilizadas durante el tiem-
po de almacenamiento en los valores
de a y b. Sin embargo, a los 45 y 60
dias, a las tres temperaturas se de-
tecté un incremento significativo
(P<0,05) de la luminosidad (cuadro 5),
lo que podria indicar desde el punto
de vista de la seguridad y estabilidad

del producto, una posible degradacion
quimica de pigmentos, efecto de acti-
vidad microbiana o pérdida de
nutrientes (Kilcast y Subramaniam,
2000; Lamia y Moktar, 2003; Garcia
et al., 2008).

Conclusiones

La vida util estimada para gra-
nos de P. vulgaris fermentados, coci-
dos, envasados en recipientes de vi-
drio y almacenados a temperatura
ambiente fue de 45 dias. Con este pro-
cedimiento se contribuye al incremen-

Cuadro 5. Determinaciones de color de los granos fermentados durante

el almacenamiento.

Table 5. Color determinations of bioprocessed during storage.

Color Tiempo (dias) 30°C 35°C 40 °C

0 69,0 £ 0,124 69,0 £ 0,124 69,0 £ 0,124

L 15 68,7 £ 1,74 67,6 £ 3,124 64,4 + 1,624
30 68,9 + 0,54 66,6 + 2,34 64,3 + 2,44

45 78,3 £ 1,14 77,3 £1,8>4 79,5 £ 2,14

60 88,3 +£ 2,14 84,7 + 1,34 81,1 £ 2,2>4

a 0 4,1 + 0,304 4,1 + 0,34 4,1+ 0,34
15 4,0 + 0,434 4,7 + 0,434 5,4 + 0,634

30 4,0 £ 0,524 4,5+ 0,124 4,6 + 0,224

45 5,1+ 0,524 4,7 + 0,624 4,9 £ 0,84

60 5,2 £ 0,324 5,2 £ 0,524 6,4 + 0,624

b 0 14,7 +£ 0,124 14,7 +£ 0,124 14,7 +£ 0,124
15 15,6 + 0,64 15,0 £ 0,724 14,7 +£ 1,024

30 15,2+ 0,124 15,2 + 0,5%4 14,6 + 0,74

45 18,6 + 1,224 17,2 £ 0,824 17,7+ 0,634

60 20,6 £ 0,324 19,2 +£ 1,124 19,8 +£ 0,324

Valores con diferentes letras mintsculas en una misma columna difieren significativamente

(P<0,05)

Valores con diferentes letras mayutsculas en una misma fila difieren significativamente

(P<0,05)
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to en la ingesta de P. vulgaris, al pro-
veer al consumidor granos listos para
el consumo que no producen flatulen-
cia, ademas de diversificar su uso
como ingrediente en otro tipo de pre-
paraciones.
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