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RESUMEN

En esta investigacién se determiné la presencia de los inhibidores de tripsina,
inhibidores de alfa amilasa y hemaglutininas en los frijoles negros (P. vuigaris)
producidos en Costa Rica. Ademds, se estudié su comportamiento ante la coccién
tradicional.

Los factores antinutricionales se determinaron por espectofotometria en los
frijoles crudos, y después de diferentes tiempos de coccién. Se observé que los
inhibidores de alfa amilasa son los méas termorresistentes, ya que a los 30 min de
coccidn existe un 33% de la actividad inicial presente en el frijol crudo. Alrededor del
80% de la actividad antitripsina ha desaparecido a los 9 min de coccién. En cuanto a
las hemaglutininas, a los 10 min la actividad es aproximadamente sélo de 1%.

INTRODUCCION

Para los habitantes de América Central, tanto en las zonas rurales como
en el medio urbano, el frijol negro, al igual que otras leguminosas, aporta can-
tidades significativas de proteinas y calorias. Ademads del alto porcentaje de
proteinas, las leguminosas poseen la cualidad de tener amino4cidos esencia-
les que completan el maiz, arroz y otros cereales, obteniéndose, como resul-
tado, una mezcla de mejor calidad proteinica que la de los ingredientes
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individuales (1-3).

Pero, a pesar de que a través de la historia se ha conocido el alto valor
nutritivo de las leguminosas, también se ha sabido que contienen ciertas
sustancias que pueden ser consideradas “téxicas” (4,5), ya que tienen efectos
antinutricionales. Entre estos factores bioquimicamente activos, se encuen-
tran los inhibidores de enzimas proteoliticas, inhibidores de alfa amilasa y
hemaglutininas (4,6-8).

Ahora bien, el hecho de que tales factores antinutricionales pueden ser
destruidos por el calor, ha hecho posible que las leguminosas se usen univer-
salmente como un importante componente ditético (9-12).

Existen numerosos estudios sobre estos factores en relacién a los frijoles
de soya, y a diversas variedades de P. vulgaris (12-19). Ahora bien no existe
informacién acerca de los diferentes factores antinutricionales en los frijoles
negros (P. vulgaris) consumidos en Costa Rica.

En estainvestigacién se determiné, por lo tanto, la presencia de los inhibi-
dores de tripsina, inhibidores de alfa amilasa y hemaglutininas en los frijoles
negros (P. vulgaris) producidos en Costa Rica. Asimismo, se estudié su com-
portamiento ante la coccién tradicional concluyéndose que los inhibidores de
alfa amilasa son los mds termorresistentes,

MATERIAL Y METODOS

Se usaron semillas de frijoles negros, P. vulgaris de cosecha reciente, re-
cogidos enfinca delazona de La Cruz, enel cantén de Acosta, provincia de San
José, Costa Rica.

Como punto de partida se determiné la presencia de los tres factores
antinutricionales citados en los frijoles crudos.

De acuerdo a la actividad observada, la cantidad de muestra utilizada en
cada método se ajusté para reducir al minimo el error del an4lisis. Todas las
determinaciones se efectuaron por duplicado y se expresan en base seca.

Los inhibidores de tripsina fueron analizados por el método propuesto por
Kakade et al. (15) para frijoles de soya. Con el fin de obtener una éptima
extraccién de la actividad del inhibidor de la tripsina se sometieron a ensayo
varias condiciones, y se adopté la siguiente modificacién en la preparacién de
la muestra. Se pesaron 4 g de muestra y se extrajeron con 200 ml de NaOH
0.01M en una licuadora, durante cuatro minutos, a intervalos de dos minutos
con un minuto de descanso. El pH se mantuvo entre 8.4 y 10.0 (9.5 promedio).
Se preparé una dilucién de 1:25 en solucién de NaOH 0.001M,

La actividad de los inhibidores de alfa-amilasa se midi6 a través del
ensayo espectofométrico descrito por Marshall y Lauda (20), que utiliza alfa
amilasa porcina.

La actividad de las hemaglutininas se determiné por medio de sistema
propuesto por Liener (21). En é] se mide la reflectancia de una suspensién de
glébulos rojos de conejo tripsinados a través de una absorbancia aparente a
620nm.

Los frijoles, sin hidratacién previa, se sometieron al siguiente trata-
miento térmico. En una olla de acero de fondo plano se llevé a ebullicién 144
ml de agua, y se agregaron 40 g de frijol (tiempo cero), el cual se cocing sin
tapar por los minutos prefijados. Al tiempo final se vacié6 todo el contenido de



VOL. XLI! (DICIEMBRE, 1991) No. 4 611

la olla en tres tamices para separar los frijoles completamente del liquido de
coccién. Se pasaron los mismos a sendos beakers enfriados en el congelador
y sumergidos en agua de hielo. Se agité continuamente hasta enfriamiento
total. Las muestras se almacenaron congeladas hasta el momento del anéli-
sis.

Durante la coccién y el enfriamento se determiné la temperatura me-
diante la colocacién de tres termopares de punta fina, situados en sendos
frijoles y conectados a un teletermémetro de EDALE previamente calibrado.
Se perforaron previamente los frijoles. Se hicieron anotaciones de tiempo y
temperatura desde elinicio del tratamiento hasta el enfriamento cercano alos
0°C.

RESULTADOS Y DISCUSION
Presencia de los Factores ARfinutricionales en los Frijoles Crudos
Inhibidores de tripsina

Se puede observar, en la Figura 1, que hay una respuesta lineal entre la
cantidad de frijol crudo y el porcentaje de inhibicién de la tripsina, hasta un
50% de inhibicién. Por consiguiente, hay que diluir los extractos de frijol hasta
la obtencién de actividades en ese ambito, lo que se logré con una concentra-
cién de 800 ppm defrijoles en la disolucién para analizar. En el caso de 1a soya,
Kakade (15) afirma que la respuesta es lineal hasta 40-60% de inhibicién de
tripsina.

Inhibidores de alfa amilasa

La relacién del % de inhibicién con la cantidad de frijol es lineal hasta
aproximadamente 50% de inhibicién de alfa-amilasa (Figura 2). Esto con-
cuerda con la recomendacién de Marshall y Lauda, (20), que establece para los
pardmetros del ensayo que la cantidad de inhibidor debe ser tal que inhiba
como maximo el 50% de la actividad de la enzima.

Hemaglutininas

La relacién que existe entre la absorbancia de la suspensién de eritrocitos
a los 150 min de ensayo con la concentracién (inverso de la dilucién) del
extracto de frijoles crudos, se muestra en la Figura 3. Esta forma sigmoidal
es caracteristica de este tipo de sistema (Liener) (21). Se seleccioné una
concentracién de frijol crudo de 1/64 en la porcién recta de la curva, que
corresponde a un relacién directa entre absorbancia-concentracién.

Efecto del Tratamiento Térmico sobre los Factores Antinutricionales

Las temperaturas de coccién y enfriamiento se pueden observar en la
Figura 4.

La Figura 5 es una interpretacién de tendencias observadas tratando de
dar igual validez a todas 1as mediciones hechas. El 100% de actividad en cada
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Relacién entre la inhibicién de tripsina y la cantidad de frijol crudo
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Relacién entre la absorbancia de una suspensién de eritrocitos a los 150
minutos de ensayo y la cantidad de frijol crudo
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caso, corresponde a la actividad encontrada en un patrén de frijol crudo
analizado simultdneamente, que se toma como punto de referencia para el
célculo de la actividad correspondiente. Todos los resultados fueron calcula-
dos en base seca.

Segiin se puede apreciar, alrededor del 80% de la actividad antitripsina
ha desaparecido a los nueve minutos de coccion. Después de este tiempo la
actividad es mds constante. Es muy probable que la actividad residual que se
observa se relacione con la presencia de inhibidores de naturaleza no pro-
teinica, probablemente taninos y compuestos polifenélicos, que no tienen una
accién antienzimética especifica, y son capaces de inhibir varias enzimas
diferentes (22). Elias, Ferndndez y Bressani (23), en un estudio de frijoles de
varios colores, han informado resultados semejantes, indicando que estas
sustancias tienen actividad antitripsina termorresistente.

Los inhibidores de alfa amilasa son mucho m4s estables al efecto que la
coccién ejerce sobre ellos que los inbidores de tripsina. Como lo indica la
misma Figura 5, a los cinco minutos de coccién los inhibidores de alfa amilasa
solo se reducen 10%, y a los 30 minutos de coccion existe alrededor de 1/3 de
la actividad inicial del frijol crudo.

En cuanto a la actividad residual de las hemaglutininas frente al tiempo
de coccién, se aprecia que a los cinco minutos hay una actividad de aproxi-
madamente 30%, en tanto que a los 10 minutos la actividad es aproximada-
mente sélo del 1%.

CONCLUSION

Elinhibidor de alfa amilasa es mucho m4s estable que los inhibidores de
tripsinay hemaglutininas en el sistema de coccién tradicional sin hidratacion
previa. En cuanto a los otros dosinhibidores, la cinética de destruccién es muy
parecida.

SUMMARY

EFFECT OF TRADITIONAL COOKING OF THE ANTINUTRITIONAL
FACTORS PRESENT IN BLACK BEANS (Phaseolus vulgaris)
OF COSTA RICA

Trypsin inhibitors, alfa amylase inhibitors and hemagglutinins were determined
inblack beans (P. vulgaris) producedin Costa Rica. The effect of the traditional cooking
on such antinutritional factors was also studied.

The antinutritional factors were analyzed spectophotometrically in the raw
beans, as well as after several cooking periods of time.

The results showed that alfa-amylase inhibitors were the most thermorresistant.
After 30 min of cooking time there was a 33% of activity left from the initial activity
of the raw beans. Approximately 80% of the antitryptic activity was destroyed at 9 min
of cooking time. After 10 min of cooking time, only 1% of hemagglutinin activity was
present.
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