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RESUMEN. Se midié el efecto de la adicién de una pectinasa y
una celulasa comerciales sobre la digestibilidad in vitro de 1a materia
orgdnica de dos variedades de frijol comin (Phaseolus vulgaris
L.). una negra (Brunca) y una roja (Chirripé). Se mantuvieron
condiciones fijas de pH (entre 6,3 y 6,4), tiempo (60 min) y
temperatura (40°C) y se ensayaron tres concentraciones de cada
enzima: 0,25%, 0.50% y 1.0% m/m. Los incrementos en la
digestibilidad in vitro del frijol negro fueron 6,9%; 9.5% y 12,3%
(p<0,05). para los respectivos incrementos en la concentracién de
pectinasa y del frijol rojo de 8,9%; 10,2% y 12.9% (p <0,05). El
efecto de la celulasa fue dependiente de la concentracién de enzima
y de la variedad de frijol. La digestibilidad in vitro del frijol rojo
aument6 en 5,7%: 9.2% y 12,0% (p <0,05), con los incrementos en
la concentracién de celulasa; la digestibilidad del frijol negro
aumentd en menos de un 5% (p<0,05). No se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) en la aceptacién general de los frijoles
tratados enzimdticamente (negro o rojo) y los frijoles sin tratar.
Palabras clave: Frijol (Phaseolus vulgaris); digestibilidad in vitro;
pectinasa; celulasa.

INTRODUCCION

Los frijoles son un alimento bésico y tradicional en la
dieta del costarricense, al igual que lo es ¢n la de muchos
otros pafses del drea centroamericana. A pesar de ser un
alimento rico en nutrientes, tales como proteinas,
carbohidratos, fibra, ciertas vitaminas y minerales, su
consumo se ve restringido por la presencia de factores
antinutricionales, una baja digestibilidad de la proteina y del
almidén y los problemas de flatulencia que ocasiona su
ingesta.

Se ha comprobado que los principales causantes de
flatulencia en el frijol comuin son el almidén resistente, los
oligosdcaridos de la familia de la rafinosa y los componentes
de la fibra dietética (1-7). Tanto el almidén resistente como
los componentes de la fibra dietética tienen efectos
fisiol6gicos bencficiosos para la salud, ejercen un efecto
protector sobre diversos tipos de cancer, asi como
enfermedades cardiovasculares, el tratamiento de la diabetes
y la reduccién del colesterol, entre otros (8-10).
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SUMMARY. Effect of pectinase and cellulase addition on in
vitro digestibility of common bean (Phaseolus vulgaris). Effect
of commercial pectinase and cellulase addition on in vitro
digestibility of two common bean (Phaseolus vulgaris) varieties,
black (Brunca) and red (Chirripé), was measured. Constant
conditions of pH (6,3-6.4), time (60 min), and temperature (40°C)
were held. and three enzyme concentrations were tested: 0,25%.
0,5% and 1.0% m/m. In vitro digestibility increases for black beans
were 6,9%: 9.5% and 12,3% (p<0,05), and for red beans were 8.9%;
10,2% and 12,9% (p<0.05), with increasing pectinase concentration.
Effects of cellulase were dependent upon both. enzyme
concentration and bean variety. In vitro digestibility of red beans
increased by 5,7%; 9.2% and 12,0% with increasing cellulase
concentration; digestibility of black beans increased by less than
5%. No significant difference (p>0,05) in general acceptance of
enzyme treated beans (black or red) or nontreated beans was noted.
Key words: Beans (Phaseolus vulgaris); in vitro digestibility:
pectinase; cellulase.

Diversos procesos que mejoran la digestibilidad de la
proteina y del almid6n de leguminosas, asf como tratamientos
que climinan los problemas de flatulencia debido al almidén
resistente y a los oligosacdridos de la familia de la rafinosa
han sido reportados en la literatura (11-15). Sin embargo, no
existen referencias del uso de pectinasas y celulasas para
mejorar la digestibilidad del frijol comun.

El objetivo de este estudio fue evaluar, mediante
tratamientos independientes, el efecto de la adicién de una
pectinasa y una celulasa comerciales sobre el contenido de
residuo indigerible (RI) de dos variedades de frijol de
diferente coloracién, con el propdsito de encontrar un
tratamiento que mejore la digestibilidad in vitro de la materia
organica del frijol comin (Phaseolus vulgaris).

MATERIALES Y METODOS
Se utilizaron dos variedades de frijol comun, una negra

(Brunca) y una roja (Chirripd), suministradas por la Estacién
Experimental Fabio Baudrit de la Universidad de Costa Rica.
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La pectinasa empleada fue “Pectinex Ultra SPL” (Novo
Nordisk). Mediante la reduccién de la viscosidad relativa con
respecto al tiempo de una disolucién de pectina comercial al
1,0% (m/v) y utilizando una concentracién definida de
Pectinex de 1,0% (m/v) se determiné que una unidad PG
(unidad viscosimétrica pectinasa) equivale a 4,5 veces el
cambio de viscosidad/min. La celulasa utilizada fue “Validase
TRL” (Valley Research Inc., IN), para la cual la casa
comercial reporta que una unidad CU (unidad viscosimétrica
celulasa) equivale a 0,2 veces el cambio de viscosidad/min.

Para los tratamientos enzimaticos, tanto de la pectinasa
como de la celulasa, se trabajé con pastas de frijol obtenidas
de la siguiente manera: los frijoles se remojaron en agua 16
h, utilizando una relacién 1:3 (frijol:agua); luego se elimind
el agua de remojo y se cocieron en una olla de presién (15 1b/
plg?®) por 5 min, utilizando una relacién 1:1 (frijol: agua); se
homogeneizaron en una licuadora de alta velocidad hasta
obtener una pasta fina con un contenido de sélidos entre 74 y
77%. En cada tratamiento se emplearon 100 g de la pasta de
frijol homogeneizada. Se mantuvieron condiciones fijas de
pH (entre 6,3 y 6.4), temperatura (40°C) y tiempo de accién
enzimética (60 min). Se ensayaron tres concentraciones de
cada enzima: 0,25%, 0,5% y 1,0% m/m. En todos los casos,
se empled un control, sin adicién de la enzima.

Una vez concluido el tiempo de accién de la enzima, ésta
se inactivé mediante la adicién de HCI concentrado hasta un
pH de 1,9-2,0. Las muestras se deshidrataron en una estufa
de conveccidn a 85°C, durante la noche (16 + 2 h), se molieron
en un molino (Cienceware Micro Mill, Belt Art Products,
NJ), se pasaron a través de una malla de 40 mesh y se les
determiné el contenido de residuo indigerible (RI). Para el
andlisis de digestibilidad in vitro de la materia orgdnica, se
empled el método descrito por Tomkinson (5), empleando
las enzimas pepsina y pancreatina, variando los tiempos de
accion a 2 h, segin lo recomiendan Kon er al. (18). Se pesé
por triplicado exactamente 2,55 g de muestra seca y se colocé
en una botella de centrifuga de 250 mL. Se agreg6 90 mL de
agua destilada y unos cristales de timol. Se tapd y se coloc6
en un bafio con agua a ebullicion 30 min. Se enfrié a
temperatura ambicnte y se adicioné 15 mL de pepsina de
concentracién 10 mg/mL. Se ajusté el pH a 1,9-2,0, con HCI
concentrado, utilizando un pH-metro. Se colocé 2 h en un
bafio a 40°C con agitacién. Se ajusté el pH a 6,8 con NaOH
0,5 M. Se agregd 15 mL de solucién amortiguadora de fosfatos
0,1 M (pH 6,8) conteniendo 10 mg/mL. de pancreatina,
previamente filtrada a través de un papel Whatman N° 41. Se
colocd 2 h en un bafio a 40°C con agitacion. Se enfrié y se
adiciond 4 volimenes de etanol a 60°C, se dej6 reposar 30
min. Se centrifugd a 2000 rpm (336 RCF) 4 min. Se descart6
cl supernatante y ¢l residuo se deshidraté a 70 °C durante la
noche (16 =2 h) en unaestufa al vacio. Se enfrié a temperatura

ambiente y se pesd. Se selecciond la concentracidn de enzima
que logré lamayor digestibilidad in vitro (el menor contenido
de RI). Esta concentracién fue usada posteriormente para
medir el efecto sobre la calidad y el agrado general.

Los resultados se analizaron mediante un andlisis de
ANDEVA, al 95% de confiabilidad. Se determind el efecto
de la adicién de la enzima mediante un modelo de regresion
multiple, analizando el efecto de la variedad de frijol, el
efecto de la enzima, de la concentracién de la enzima y de
la interaccién enzima:variedad.

Para el andlisis sensorial se empled pasta homogeneizada
de frijol obtenida de la manera como se describid anteriormente.
Se empleé la concentracién de enzima seleccionada y la
temperatura, tiempo y pH- descritos. Una vez cumplido el
tiempo de accién de la enzima, ésta se inactivé calentando la
muestra a aproximadamente 85°C, 5 min. Se adiciond 0,3%
de sal (NaCl), 0,2% de cebolla (Allium cepa), 0,1% de ajo
(Allium sativum), 0,1% de culantro (Coriandrum sativum) y
0,1% de chile dulce (Capsicum annuum) a ambas muestras (el
control y la muestra tratada con la enzima). Se determiné el
agrado y la calidad general del producto, utilizando una escala
hedénica no estructurada de 150 puntos y 24 jueces entrenados.
Los resultados se analizaron mediante un analisis de ANDEVA,
al 95% de confiabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSICN

La acidificacién de las muestras, que se realizd para la
inactivacién de las enzimas, favorece la hidrdlisis de los
enlaces glucosidicos tanto de la pectina como de la celulosa.
Sin embargo, esto no afecta los valores del incremento en la
digestibilidad in vitro que se reportan a continuacién, ya que
los mismos fueron establecidos utilizando como referencia
un control sin tratamiento enzimético, bajo las mismas
condiciones de acidificacién y secado.

El contenido promedio de RI en las muestras sin enzima
fue de 39,8%. Al adicionar pectinasa, se pudo determinar
que su efecto sobre el contenido de RI no fue afectado porla
variedad de frijol (p>0,05). También se pudo observar que

_un incremento en la concentracién de la enzima aument6 la

digestibilidad in vitro de ambas variedades, lo cual se
manifiesta por una reduccion en el contenido de RI. La Figura
1 muestra los incrementos de digestibilidad in vifro obtenidos
con las dos variedades de frijol, de acuerdo con la
concentracién de la enzima. Con una concentracién de 1,0%
m/m (la mayor concentracién utilizada) se obtuvo un RI de
34,9% para frijol negro (variedad Brunca) y de y 34,7% para
el frijol rojo (variedad Chirripd), lo que significa incrementos
en la digestibilidad in vitro de 12,3% y 12,9%,
respectivamente.
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FIGURA 1
Efecto de la adicion de una pectinasa comercial* sobre la
digestibilidad in vitro de dos variedades de frijol comun
(Phaseolus vulgciris)
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*Pectinex Ultra SPL (Novo Nordisk)
Actividad = 26 000 PG/rnL
| PG = 4,5 cambio de viscosidad/min

A partir del analisis de regresién multiple, se pudo obtener
la ecuacién que mide el efecto de la concentracion de la
pectinasa sobre el contenido de RI (Ecuacidn 1). Si se trabaja
a las mismas condiciones de ensayo descritas y dentro del
rango de concentracion estudiado, esta ecuacion puede
emplearse para estimar, con un 69 % de probabilidad, el
efecto sobre el contenido de RI a otras concentraciones de la
enzima.

Rl (% m/m) = 38,84 - 4,58 x concentracion + e
(Ecuacion 1)

Apesar de que los panelistas percibieron cambios en la textura
final del producto tratado con pectinasa (una ligera
“arenosidad”), el agrado general de los frijoles con y sin
enzima fue similar (p > 0,05), tanto para el frijol rojo como
para el negro. Se obtuvo una calificacion promedio de 108
puntos en una escala heddnica no estructurada de 150 puntos.
Se encontro que el efecto de la celulasa sobre el contenido
de RI fue diferente segln la variedad de frijol empleada (p<
0,05). El contenido promedio de RI de los frijoles sin
tratamiento enzimatico fue de 39,8%; al adicionar un 1,0%
de la enzima disminuye a 37,9% en el frijol negro y a 35,0%
en el frijol rojo. Esto implica que la digestibilidad in vitro
del frijol negro se increment6 en un 4,7%, mientras que la
del rojo en un 12,0 % (Figura 2).

FIGURA 2
Efecto de la adicion de una celulasa* sobre la
digestibilidad in vitro de dos variedades de frijol comun
(Phaseolus vulgaris)
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1CU = 0,2 cambio viscosidad/min

El modelo con interaccion es el que mejor explica el
efecto de la celulasa sobre el contenido de RI. La Ecuacién
2 permite estimar, con un 61 % de probabilidad, el efecto de
la celulasa a otras concentraciones, bajo las condiciones de
ensayo descritas y dentro del rango de concentracion
estudiado.

Rl (% m/m) = 39,53 - 1,57 x conc. + 0,35 x vari. - 3,006 x inter. + e.
(Ecuacion 2)

Si el frijol es negro, vari, (variedad) es 0 e inter.
(interaccion enzima: variedad) también es cero, con lo que
el efecto de la celulasa sobre el contenido de RI en el frijol
negro se puede calcular como sigue:

RI (% m/m) = 39,53 - 1,57 x conc.

Si el frijol es rojo, vari, es 1 e inter. también es 1y el
contenido de RI va a depender de la concentracidon de la
enzima de acuerdo con la siguiente ecuacion:

RI (% m/m) = 39,53 - 4,63 x conc.
Desde el punto de vista sensorial, no se encontraron

diferencias significativas en cuanto al agrado y calidad
general del frijol tratado con un 1,0% m/m de celulasa y el
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frijol sin tratamicnto (p>0,05), tanto para el frijol rojo como
para el negro, obtcniéndose una calificacion promedio de 120
puntos en una escala hedénica no estructurada de 150 puntos.
La glucosa que resulta de la hidrélisis de la celulosa le imparte
un sabor residual dulce, que resulté agradable al gusto de los
panelistas. Los jueces no detectaron cambios en la textura; el
producto tratado con celulasa obtuvo una calificacién general
promedio superior al obtenido con pectinasa (p<0,05).

CONCLUSIONES

El mayor efecto de la adicién de la pectinasa se obtuvo al
utilizarla al 1%, lo cual aumentd la digestibilidad in vitro de
las dos variedades de frijol, rojo y negro, en un 12,9% y un
12,3% respectivamente. El efecto de la celulasa no sélo fue
dependiente de la concentracién de la enzima, sino ademds,
de la variedad de frijol. La digestibilidad in vitro del frijol
rojo aumentd en un 12% (méximo valor obtenido) utilizando
1% de la enzima, mientras que la digestibilidad del frijol
negro no sobrepasé un incremento del 5%.

Debido a la importancia del consumo de frijoles en la
poblacién costarricense, el incremento en la digestibilidad

- in vitro del frijol comin obtenido en este estudio cobra
relevancia desde el punto de vista nutricional, especialmente
en ciertos sectores de nuestro pafs, tales como nifios de corta
edad, ancianos y vegetarianos, que basan su suministro de
proteina y de hierro a través del consumo de esta leguminosa.

Esta investigacién formé parte del Programa “Bean
Cowpea Collaborative Research Support Programa (CRSP)”
y fue financiada por la Agencia Internacional para el
Desarrollo (USAID) Grant N° DAN-G-SS-86-0008-88
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