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RESUMEN. En este estudio se evaluó el efecto de la alta presión 
hidrostática (APH) en la imbibición de agua, tiempos de cocción y 
la microestructura de los cotiledones y la cubierta de granos de 
Phaseolus vulgaris. Los tratamientos a 275,410, 550 ó 690 MPa a 
25°C por 5 min incrementaron la velocidad de imbibición de agua 
alcanzando la saturación en la mitad del tiempo. La APH redujo 
los tiempos de cocción (TC) de los granos sin remojar en un 25% 
a 39% comparable al de los granos remojados en agua por 3 h. Las 
fotografías con microscopía de barrido (MEB) demostraron una 
agregación de la matriz proteica, hinchamiento de las paredes 
celulares y de los gránulos de almidón en las células de los 
cotiledones de los granos de Phaseolus vulgaris tratados con APH. 
La cubierta externa perdió su suavidad y las capas celulares se 
hincharon, comportamiento similar al observado cuando los granos 
se remojan. La APH parece ser una alternativa para reducir los 
largos tiempos de preparación del Phaseolus vulgaris.
Palabras clave: Phaseolus vulgaris, Alta presión hidrostática, agua 
imbibida, frijoles, tiempo de cocción, microestructura, leguminosas.

SUMMARY. Effect of high hydrostatic pressure on water 
imbibition, cooking times and microstructure of Phaseolus 
vulgaris. The effect of high hydrostatic pressure (HHP) on water 
imbibition, cooking times, and microstructure of cotyledons and 
seed coats of black beans was evaluated. High pressure treatments 
at 275, 410. 550 or 690 MPa and 25°C for 5 min increased the rate 
of water imbibition of black beans. The saturation degree of HHP 
treated black beans was reached 50% faster than the saturation 
degree of untreated black beans. High hydrostatic pressure 
treatments reduced the cooking times (CT) of unsoaked black beans 
by 25% to 39%, similar to black beans soaked for 3 h. The 
microstructure of HHP treated beans exhibited protein aggregation 
in cell protoplasm and swelling of cell walls and starch granules. 
Seed coats of HHP treated black beans were less smooth than seed 
coats of untreated black beans. The swelling of palisade, hourglass, 
and parenchyma cells was also observed in HHP treated black beans 
such as soaked beans. High hydrostatic treatment is an alternative 
for reducing the preparation long times of Phaseolus vulgaris. 
Key words: Phaseolus vulgaris, black beans, high hydrostatic 
pressure, water im bibition , cooking tim es, legumes, 
microestructure. '

INTRO DUCCIO N

En los países en vías de desarrollo, las leguminosas, en 
especial las del género Phaseolus representan la principal 
fuente de proteínas para un gran sector de la población (1). 
En Venezuela, la legum inosa más consum ida es el Phaseolus 
vulgaris conocida com o caraotas blancas, negras o rojas 
dependiendo el color de su cubierta externa. La preparación 
de Phaseolus vulgaris incluye el rem ojo en agua por 8 a 16 
horas y cocción por varias horas. La razón del rem ojo es 
permitir que el agua penetre las capas externas del grano lo 
cual aseguraría el ablandam iento más rápido m ediante la 
cocción (2). Pero a veces, ni siquiera el remojo, ni la cocción 
por v a ria s  h o ra s  son  su f ic ie n te s  p a ra  a lc a n z a r  el 
ablandamiento deseado del grano, ello es básicam ente debido 
a la presencia de defectos en la textura en el Phaseolus, los 
cuales se desarrollan durante el alm acenam iento del grano a

altas tem peraturas y altas hum edades, típicas de las zonas 
tropicales y subtropicales (3). Los defectos de textura de los 
granos están asociados a cam bios quím icos y estructurales. 
El llamado defecto “hard to cook” ocasiona que las caraotas 
a pesar de que absorben suficiente agua durante el remojo, 
no se suavizan durante un período de tiem po razonable de 
cocción (3,4). La adhesión entre las células y la formación 
de pectatos son algunas de las causas asociadas a granos duros 
aún después de la cocción (5). En contraste en los granos 
ab landados por cocción  se obse rva g e la tin izac ió n  del 
almidón, desnaturalización de proteínas, ruptura de la lam ela 
m edia y separación entre células del cotiledón (5,6). D ichos 
efectos son determ inantes en la textura del grano después 
de la cocción y son dependientes de la  cantidad de agua 
imbibida durante los períodos de rem ojo (5-7).

A dicional a los m étodos de preservación tradicionales 
d o n d e  se u til iz a  ca lo r, en las ú ltim as  d éc ad a s  se e s tá
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investigando la aplicación de la alta presión hidrostática y su 
e fe c to  en las p ro p ie d a d e s  de los a lim en to s . En d icha  
tecnología se aplican presiones del orden de 405 a 910 MPa 
con la finalidad de procesar el alim ento sin necesidad de 
utilizar calor. A diferencia del procesam iento térm ico no hay 
fase de calentam iento y de enfriam iento, lo que hace que los 
tiem pos de procesam iento sean mas cortos, con la ventaja 
adicional de obtener productos en los cuales se conservan 
casi intactas las vitaminas y las propiedades sensoriales (8).

Se han estudiado otras m etodologías para increm entar la 
im bibición de agua y acortar así el tiem po de remojo, entre 
estas se encuentran: aum entar la tem peratura de rem ojo a 
30°C (9), añadir NaCl u otras sales ó agentes quelantes al 
agua de rem ojo (10,11), acondicionam iento de los granos 
antes del rem ojo con irradiación gam m a (12), microondas 
(13), vacío (14) ó ultrasonido (15). Por esta razón, en esta 
investigación se evaluó el tratam iento de la APH com o un 
proceso alternativo para m odificar la im bibición de agua, 
los tiem p o s de co cc ió n  y su re lac ió n  con los cam bios 
observados en la m icroestructura de los granos del Phaseolus 
vulgaris

M ATERIALES Y M ETODOS

Se utilizaron granos del Phaseolus vulgaris L. cv. Black 
Turtle Soup, adquiridos en un proveedor de Hom edale, ID 
(USA).

Tratam iento: Veinte gram os de granos de Phaseolus  
v u lg a r is  no rem o jad o s  fu e ro n  co lo ca d o s  en b o lsas  de 
polietileno (7 cm x 5 cm) y se les añadió agua desionizada 
(1 :3 p/p). Las bolsas fueron cerradas en caliente, y a su vez, 
dos de ellas fueron colocadas en una bolsa más grande (23 
cm x 25 cm ) con agua corrien te , selladas en ca lien te  y 
sometidas al tratam iento con alta presión hidrostática (APH) 
dentro de un equipo (Engineering Pressure System s, Inc., 
Andover, M A). El medio presurizante fue una solución acuosa 
al 5% (v/v) del líquido denom inado M obil Hydrasol 78. Las 
presiones ensayadas fueron 275 ,410 , 550 ó 690 M Pa a 25°C 
por 5 min. El tiem po requerido para alcanzar las presiones 
de ensayos fueron 2,7; 3,3; 4,5 y 5,5 min, respectivamente. 
Cada tratam iento con APH fue replicado y los análisis fueron 
realizados por triplicado.

Agua imbibida: Para calcular la imbibición de agua de 
los granos secos y crudos se les añadió agua desionizada a 
25°C (1:5 p/p) por 24 h. Después de cada hora, los granos 
rem ojados fueron drenados, pesados, y el exceso de agua fue 
elim inado con papel absorbente. U na vez pesados, los granos 
fueron devueltos al recipiente con el agua de rem ojo. La 
cantidad de agua im bibida fue expresada en base seca. Para 
calcular la cantidad de agua im bibida durante el tratamiento

de APH y conocer com o el tratam iento afectó la habilidad 
de los granos de im bibir agua a continuación del tratamiento, 
los granos fueron drenados, pesados y rem ojados en agua 
desionizada a 25°C (1:5 p/p) por 24 horas. La habilidad de 
im bibir agua com o una consecuencia del tratam iento con 
APH fue determ inada después de 3, 6, 9 y 12 h de remojo
(5 ,7 ,16). La co rrecc ión  de só lidos perd idos duran te  el 
tratam iento de APH ó el rem ojo no fue considerada.

Tiempos de cocción: Los tiempos de cocción (TC) fueron 
determ inados usando la versión m odificada de la olla de 
M attson (17-19). El TC de los granos de caraotas se define 
com o el tiem po en m inutos requerido para penetrar el 50% 
del grano (17). El TC de las caraotas negras tratadas con 
APH se determ inó después del tratamiento, m ientras que el 
TC de las no tratadas con APH fue determ inado en los granos 
sin rem ojar y los granos después del rem ojo por 3, 6, 9 ó 12 
h.

M icroscopía de barrido: Los granos crudos, remojados 
por 16 horas, remojadas y cocidas y tratadas con APH, fueron 
fracturados transversalm ente con una hojilla, las secciones 
fueron fijadas con glutaraldehido/form aldehído (2%  /  2%) 
en buffer fosfato pH  7,2 (0,5 M ) durante 2 h a 4°C. Las 
secciones fijadas fueron enjuagadas con el mismo buffer y 
deshidratadas con una serie de soluciones de etanol (30, 40, 
60, 75, 90, y 100%), durante 10 min. en cada (7,18). Las 
secciones deshidratadas, se colocaron en un secador por punto 
critico (Samdri-PVT-3B, Rockville, M D) se cubrieron con 
oro (300 pm) en un recubridor (Technics, San José, CA), y 
se exam inaron  con un m icroscop io  de b arrido  (S-570) 
Hitachi, Corp, Tokio, Japón) a un voltaje de aceleración de 
20 kV (20).

Análisis estadístico: Para el análisis de los datos se utilizó 
el p rog ram a e s tad ís tico  M in itab© , versión  R e lease  12 
(M initab Inc. 1997). La m edia de la im bibición de agua y el 
TC fueron calculados. El análisis de varianza (ANOVA) se 
realizó siguiendo el procedim iento del m odelo lineal. La 
com paración entre los granos crudos, rem ojados y tratados 
con APH se hizo con la prueba pareada t (21). El nivel de 
significancia fue definido a p< 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSIO N

Imbibición: La curva de imbibición de agua de los granos 
de Phaseolus vulgaris  rem ojados en agua, norm alm ente 
exhibe una form a característica, la cual se pudo validar en 
este estudio (Figura 1), en dicha figura se distinguen dos 
fases: una p rim era  fase donde los granos im biben agua 
rápidamente del medio de remojo, seguida de una fase donde 
los granos se saturan con el agua y alcanzan un equilibrio, el
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cual generalm ente ocurre después de 10 a 16 h de remojo
(5,7,16). Se observó que los granos de Phaseolus vulgaris 
no tratadas alcanzaron la saturación a las 10-12h de remojo, 
tiempo com parable con estudios previos (7), m ientras que 
en aquellos granos tratados con APH , la sa turación fue 
alcanzada en un rango de 5 a 6 horas de rem ojo, lo que 
representa un 50% de reducción de tiem po de remojo. Con 
respecto a la cantidad de agua imbibida, esta se incrementó 
en aproxim adam ente 10-12 veces dependiendo de la presión 
utilizada. Los granos tratados a 550M Pa presentaron un 
contenido de hum edad significativam ente m ayor que los 
granos tratados a 275, 410 ó 690M Pa. Las diferencias de 
agua imbibida por la aplicación de 275, 410 ó 690 M Pa no 
fueron significativas entre sí.

FIGURA 1
Imbibición de agua en las caraotas negras crudas no 

tratadas !; tratadas a 275 M Pa • ;  410 M Pa ▲; 550 M PaQ 
ó 690 M Pa ♦ ,  rem ojadas por 24 horas

ro3O)

1,4 -

1,2 1

1,0 j  i 
!

0,8 ¿ 
0,6 * 

0,4 i '  

0,2 

0,0

■ I l ' l

H
10 15 20 25

Tiempo (h)

diferencias entre el TC los granos tratados a 275, 410, 550 ó 
690 M Pa no fueron significativas entre sí, a su vez estos 
tratamientos por 5 min modificaron el TC de los granos y lo 
hicieron equivalente al TC de los granos rem ojados por 3 h.

TABLA 1
Tiempo de cocción (TC) de los granos de Phaseolus 

vulgaris sin remojo, rem ojados por 3,6,9 ó 12 horas y 
tratados con APH sin rem ojo previo

Tratamiento TC (min)

Sin remojo' 44,1 ± 1,2 a
Remojadas 3 h1 30,9 ± 3,8 b
Remojadas 6 h1 21,6 ± 1,1 c
Remojadas 9 h1 21,8 ± 1,1,c

Remojadas 12 h' 19,6 ± 1,4 c
APH a 275 MPa2 31,9 ± 3,7»
APH a 410 MPa2 30,8 ± 2,5 h
APH a 550 MPa2 28,3 ± 1,3 »
APH a 690 MPa2 27,2 ± 0,9 6

Las diferencias en el patrón de im bibición de agua son 
atribuidas al com portam iento de la  cubierta externa de los 
granos así com o también a otras estructuras com o el micrópilo 
y el hilum, los cuales controlan la  entrada de agua en las 
semillas de legum inosas (2,22). El aum ento de la velocidad 
y la cantidad de agua im bibida puede ser consecuencia del 
efecto físico que la APH pudo ejercer en las estructuras de 
la parte externa del grano.

Tiempos de cocción: El registro del tiem po al cual cada 
uno de los granos de Phaseolus vulgaris  alcanzó la textura 
que permitió la penetración del penetróm etro se presenta en 
la Tabla 1. La m edia de los tiem pos de cocción (TC) de los 
granos no tratados ni rem ojados fue de 44 min. El remojo 
redujo el TC entre un 30 a 56 % (Tabla 1) según se incrementó 
el tiempo de rem ojo (3-12 h). El TC de los granos tratados a 
690 MPa fue 27 min lo que representó un 39% de reducción 
comparada con los granos de caraotas crudas, no tratadas ni 
remojadas*(44 min). El tratam iento a 550 M Pa redujo el TC 
de las caraotas negras en un 36% . Tratamientos a 410 ó 275 
MPa redujeron el TC en un 30 y 25% , respectivamente. Las

APH= alta presión hidrostática
'Sin tratamiento con APH; 2 Sin remojo previo
Medias y desviación estándar de triplicado. Medias con letras
diferentes son significativamente diferentes (p<0,05)

Aquellos granos de Phaseolus vulgaris  que presentaron 
el m ayor porcentaje de agua im bibida durante el rem ojo, 
requirieron menores TC que aquellos que im bibieron m enos 
agua. La regresión lineal entre la hum edad inicial y el TC 
(Figura 2) dem ostró que conociendo el contenido inicial de 
las m uestras an tes de la  cocción , p u ed e  predecirse  con 
precisión (R2= 0,94) el TC de los granos usando la siguiente 
ecuación: TC = 46,17-22,45 X (donde X  es el contenido de 
humedad antes de la cocción).

FIGURA 2
Tiem po de cocción (TC) com o una función del contenido 

inicial de hum edad de los granos de Phaseolus vulgaris 
rem ojados (S) por 3, 6, 9 ó 12 h y granos tratados con 

APH (P) a presiones de 275, 410, 550 ó 690 M Pa
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M icroscop ía de b a r r id o : En los granos de Phaseolus 
vulgaris se distinguieron granulos elipsoidales de almidón 
inmersos en la matriz proteica la cual está formada por cuerpos 
proteicos ovales que com prim en dicha matriz (Figura 3). 
Los cuerpos proteicos y los granulos de almidón sobresalieron 
de la matriz proteica cuando los granos fueron remojados 
por 10 horas (F ig u ra  4), en la m ic ro c s tru c tu ra  de los 
cotiledones de los granos cocidos se observó la separación 
e n tre  las c é lu la s  y re m a n e n te s  de la la m ela  m ed ia  
interconectando las células (Figura 5).

M icrografía obtenida por barrido (MEB) de los granos de 
Phaseolus vulgaris rem ojados y cocidos. La flecha indica 
la separación entre las células y rem anentes de la lamela 

media (M R) conectando las células. Barra = 25pm

FIGURA 5

i

FIGURA 4
M icrografía obtenida por barrido (M EB) de los granos de 
Phaseolus vulgaris rem ojados por 10 h. Desorganización 

de la matriz proteica (P), con granulos de almidón (S). 
Barra=25pm

En es tud ios p rev ios, d ichas ca rac te rís ticas  han sido 
relacionadas con el ablandam iento de las caraotas negras 
suaves por efecto de la cocción (3,4). El tratam iento con 
APH produjo hincham iento de las paredes celulares, con 
algunos granulos de almidón intactos. Se observó además, 
una mínima separación entre las células com paradas con 
las caraotas negras cocidas (Figura 6) y los cuerpos proteicos 
perdieron su forma definida y redondeada, m ientras que la 
proteína se agregó (Figura 6 y 7). Un incremento de la presión 
no produjo diferencias entre los efectos observados a nivel 
celular.

FIGURA 6
M icrofotos obtenidas por barrido (M EB) de los granos de 
Phaseolus vulgaris tratados con 275 M Pa (A); 410 MPa 
(B). No separación entre las células, gránulos de almidón 
intactos, agregación de proteínas y engrosam iento de las 

paredes celulares. Barra = 50pm
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FIGURA 3
M icrofoto obtenida por barrido (MEB). Gránulos de 
almidón (S) y cuerpos proteicos (PB) Barra=25pm
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FIGURA 7
Microl’otos obtenidas por barrido (MEB) de los granos de 
Phaseolus vulgaris tratados con 690 MPa. No separación 

entre las células, agregación de proteínas y engrosam iento 
de las paredes celulares. Barra = 50pm

La cubierta externa de los granos crudos de Phaseolus 
vulgaris, presentaron la suavidad típica de los granos de 
legum inosas secos y crudos (Figura 8A). M ientras que la 
cubierta externa de los granos tratados con APH (Figura 8 
B), presentó un hincham iento o alargamiento de las escléridas 
también observado cuando los granos se remojan en agua 
por varias horas. De lo anterior se deriva que el tratamiento 
con APH parece dism inuir la resistencia de la cubierta externa 
y de las célu las del parénqu im a a la en trada de agua, 
aum entando así la velocidad de im bibición de agua y la 
cantidad de agua imbibida.

FIGURA 8
M icrofotos obtenidas por barrido (M EB) de las capas 

externas de los granos de Phaseolus vulgaris A. Granos 
crudos exhibiendo superficie suave, células alargadas y 

células pequeñas. B. Granos tratados a 690 MPa con 
hincham iento de las esclereidas y del parénquima 

Barra = 50 p

A B

En este trabajo se dem ostró que tratam ientos de APH por 
5 minutos a tem peratura am biente reducen los prolongados 
tiem pos de preparación los cuales son una lim itante del 
consum o de Phaseolus vulgaris. Es im portante resaltar que 
la aplicación de esta nueva tecnología requiere una alta 
inversión inicial en la adquisición del equipo, pero los costos 
de procesam iento son mucho m enores a la m ayoría de los 
tratam ientos térm icos usados para ablandar la textura de los 
granos de leguminosas. Adicionalm ente, los tratam ientos 
con APH no generan efluentes, en contraposición de la gran 
cantidad generadas por el remojo de los granos del Phaseolus 
vulgaris
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