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R E S U M E N

E n  e s ta  in v e s t ig a c ió n  se d e te rm in ó  la  p re s e n c ia  de lo s  in h ib id o r e s  de t r ip s in a ,  
in h ib id o re s  de a l fa  a m ila s a  y  h e m a g lu t in in a s  en  los fr i jo le s  n e g ro s  (P. vulgaris) 
p ro d u c id o s  e n  C o s ta  R ic a . A d e m á s , se e s tu d ió  su c o m p o r ta m ie n to  a n te  la  cocción  

t r a d ic io n a l.
Lo s  fa c to re s  a n t in u tr ic io n a le s  se d e te rm in a ro n  p o r  e s p e c to fo to m e tr ía  en  los  

f r ijo le s  c ru d o s , y  d esp u és  d e  d ife re n te s  tie m p o s  de cocción. S e o b servó  q u e  los  

in h ib id o re s  de a lfa  a m ila s a  son lo s  m á s  te rm o rre s is te n te s , y a  q u e  a  lo s  3 0  m in  de 

cocción e x is te  u n  3 3 %  de l a  a c t iv id a d  in ic ia l  p re s e n te  e n  el f r i jo l  c ru d o . A lr e d e d o r  del 
8 0 %  de l a  a c t iv id a d  a n t i t r ip s in a  h a  d e s a p a re c id o  a  lo s  9  m in  de cocción. E n  c u a n to  a  

la s  h e m a g lu t in in a s , a  los 1 0  m in  la  a c t iv id a d  es a p ro x im a d a m e n te  sólo de 1% .

IN TRO D UCCIO N

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 proteínas y calorías. Además del alto porcentaje de 
proteínas, las leguminosas poseen la cualidad de tener aminoácidos esencia­
les que completan el maíz, arroz y otros cereales, obteniéndose, como resul­
tado, una mezcla de mejor calidad proteínica 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 “toxicas” (4,5), ya que tienen efectos 
antinutricionales. Entre estos factores bioquímicamente activos, se encuen­
tran los inhibidores de enzimas proteolíticas, 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 relación a los frijoles 
de soya, y a diversas variedades de P. vulgaris (12-19). Ahora bien no existe 
información acerca de los diferentes factores antinutricionales en los frijoles 
negros (P. vulgaris) consumidos en Costa Rica.

En esta investigación se determinó, 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 estudió su com­
portamiento ante la cocción tradicional concluyéndose que los inhibidores de 
alfa am ilasa son los más termorresistentes.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron semillas de frijoles negros, P. vulgaris de cosecha reciente, re­
cogidos en finca de la zona de La Cruz, en el cantón de Acosta, provincia de San 
José, Costa Rica.

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

De acuerdo a la actividad observada, la cantidad de m uestra utilizada en 
cada método se ajustó para reducir al mínimo el error del análisis. 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 óptima 
extracción de la actividad del inhibidor de la tripsina se sometieron a ensayo 
varias condiciones, y se adoptó la siguiente modificación en la preparación de 
la m uestra. Se pesaron 4 g de m uestra y se extrajeron con 2 0 0  mi 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 preparó una dilución de 1:25 en solución de NaOH 0.001M.

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

La actividad de las hemaglutininas se determinó por medio de sistema 
propuesto por Liener (21). En él se mide la reflectancia de una suspensión de 
glóbulos rojos de conejo tripsinados a través de una absorbancia aparente a 
620nm .

Los frijoles, sin hidratación previa, se sometieron al siguiente tra ta ­
miento térmico. En una olla de acero de fondo plano se llevó a ebullición 144 
mi de agua, y se agregaron 40  g de frijol (tiempo cero), el cual se cocinó sin 
tapar por los minutos prefijados. Al tiempo final se vació todo el contenido de



la olla en tres tamices para separar los frijoles completamente del líquido de 
cocción. Se pasaron los mismos a sendos beakers enfriados en el congelador 
y sumergidos en agua de hielo. Se agitó continuamente h asta enfriamiento 
total. Las m uestras se almacenaron congeladas h asta el momento del análi­
sis.

Durante la cocción y el enfriamento se determinó la tem peratura me­
diante la colocación de tres termopares de punta fina, situados en sendos 
frijoles y conectados a un teletermómetro de ED A LE previamente calibrado. 
Se perforaron previamente los frijoles. Se hicieron anotaciones de tiempo y 
tem peratura desde el inicio del tratam iento h asta el enfriamento cercano a los 
0°C.

R ESU LT A D O S Y  D ISC U SIO N

Presencia de los Factores AfñTnutricionales 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 inhibición de la tripsina, h asta un 
50% de inhibición. Por consiguiente, hay que diluir los extractos de frijol hasta  
la obtención de actividades en ese ámbito, lo que se logró con una concentra­
ción de 800 ppm de frijoles en la disolución para analizar. En el caso de la soya, 
Kakade (15) afirma que la respuesta es lineal h asta  40-60%  de inhibición de 
tripsina.

Inhibidores de alfa amilasa

L a  relación del % de inhibición con la cantidad de frijol es lineal hasta  
aproximadamente 50% de inhibición de alfa-am ilasa (Figura 2). Esto con­
cuerda con la recomendación de Marshall y Lauda, (20), que establece para los 
parám etros del ensayo que la cantidad de inhibidor debe ser tal que inhiba 
como máximo el 50% de la actividad de la enzima.

Hemaglutininas

L a  relación que existe entre la absorbancia de la suspensión de eritrocitos 
a los 150 min de ensayo con la concentración (inverso de la dilución) del 
extracto de frijoles crudos, se m uestra en la Figura 3. E sta  forma sigmoidal 
es característica de este tipo de sistema (Liener) (21). Se seleccionó una 
concentración de frijol crudo de 1/64 en la porción recta de la curva, que 
corresponde a un relación directa entre absorbancia-concentración.

Efecto del Tratamiento Térmico sobre los Factores Antinutricionales

Las tem peraturas de cocción y enfriamiento se pueden observar en la 
Figura 4.

L a  Figura 5 es una interpretación de tendencias observadas tratando de 
dar igual validez a todas las mediciones hechas. El 100% de actividad en cada
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FIGURA 1

Relación entre la inhibición de tripsina y la cantidad de frijol crudo
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Relación entre la inhibición dealfa-amilasa y la cantidad de frijol crudo
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F I G U R A  3

Relación entre la absorbancia de una suspensión de eritrocitos a los 150 
minutos de ensayo y la cantidad de frijol crudo
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Cocción de frijoles negros en agua hirviendo 
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Inhibidores nutricionales.
■  de alfa-amilasa V  de tripsina y 

•  hemaglutininas durante la cocción tradicional de 
frijoles negros



caso, corresponde a  la actividad encontrada en un patrón de frijol crudo 
analizado simultáneamente, que se toma como punto de referencia para el 
cálculo de la actividad correspondiente. Todos los resultados fueron calcula­
dos en base seca.

Según se puede apreciar, alrededor del 80% de la actividad antitripsina 
h a desaparecido a los nueve minutos de cocción. Después de este tiempo la 
actividad es más constante. E s  muy probable que la actividad residual que se 
observa se relacione con la presencia de inhibidores de naturaleza no pro- 
teínica, probablemente taninos y compuestos polifenólicos, que no tienen una 
acción antienzimática específica, y son capaces de inhibir varias enzimas 
diferentes (22). Elias, Fernández y Bressani (23), en un estudio de frijoles de 
varios colores, han informado resultados semejantes, indicando que estas 
sustancias tienen actividad antitripsina term orresistente.

Los inhibidores de alfa am ilasa son mucho más estables al efecto que la 
cocción ejerce sobre ellos que los inbidores de tripsina. Como lo indica la 
misma Figura 5, a los cinco minutos de cocción los inhibidores de alfa amilasa 
solo se reducen 10%, y a los 30  minutos de cocción 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 cocción, 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 sólo del 1%.

C O N C L U S IO N

El inhibidor de alfa am ilasa es mucho más estable que los inhibidores de 
tripsina y hemaglutininas en el sistema de cocción tradicional sin hidratación 
previa. En cuanto a los otros dos inhibidores, la cinética de destrucción es muy 
parecida.

S U M M A R Y

E F F E C T  O F  T R A D I T I O N A L  C O O K I N G  O F  T H E  A N T I N U T R I T I O N A L  

F A C T O R S  P R E S E N T  I N  B L A C K  B E A N S  (P h a seo lu a  v u lg a r is )
O F  C O S T A  R I C A

T ry p s in  in h ib i to r s ,  a l f a  a m y la s e  in h ib ito r s  a n d  h e m a g g lu t in in s  w e re  d e te rm in e d  

in  b la c k  b e a n s  (P. vulgaris) p ro d u c e d  in  C o s ta  R ic a . T h e  e ffe c t o f  th e  tr a d it io n a l  co o k in g  
on su ch a n t in u t r i t io n a l  fa c to rs  w a s  a ls o  s tu d ie d .

T h e  a n t in u t r i t io n a l  fa c to rs  w e r e  a n a ly z e d  s p e c to p h o to m e tr ic a lly  in  th e  r a w  

b e a n s , as w e ll a s  a f te r  s e v e ra l c o o k in g  p e rio d s  o f  t im e .
T h e  r e s u lts  sh o w e d  t h a t  a lfa -a m y la s e  in h ib ito r s  w e re  th e  m o s t th e r m o rr e s is ta n t .  

A f te r  3 0  m in  o f  c o o k in g  t im e  th e re  w a s  a  3 3 %  o f a c t iv i t y  le f t  fro m  th e  in i t ia l  a c t iv ity  

o f  th e  r a w  b e a n s . A p p r o x im a te ly  8 0 %  o f  th e  a n t i  t r y p t ic  a c t iv i t y  w a s  d e s tro y e d  a t  9  m in  

o f  c o o k in g  t im e . A f t e r  10  m in  o f  c o o k in g  t im e ,  o n ly  1%  o f  h e m a g g lu t in in  a c t iv ity  w as  

p re s e n t.
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