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I. RESUMEN

En la presente investigacién se realizaron variacio-
nes del método utilizado para la determinacién cuantitati-
va de inhibidores de tripsina en soya; el cual se utiliza-
ba indiferentemente para el frijol negro (Phaseolus vulga-
ris); rues los inhibidores de tripsina entre ambas legumi-
nosas son muy similares quimicamente. Los resultados ob-
tenidos por este método no eran confiables, ni reproduci-
bles. Se realizaron cambios al método para desarrollar u-
na mejor metodologia para el frijol crudo y cocido. Den-
tro de las variables introducidas al método tenemos: tama-
fio de particula, solvente de extraccién, factor de dilu-
cién, y tiempo de extraccidén. Los cdlculos se llevaron a
cabo por el método de CUEVAS y CHEYRAN, y KAKADE et al.
para el frijol crudo; pudiéndose utilizar cualquiera pues
los resultados obtenidos son similares. Mientras que para
el frijol cocido uUnicamente se realizé por el método de

KAKADE et al.

El Buffer de Fosfato pH 7.6, una hora de agitacién, y
50 ml de Buffer por gramo de muestra (diluida 1 ml en 10
ml de H20) obtuvo los mejores resultados para el frijol
crudo; mientras que el NaOH O.1N, 3 horas de agitacién y

50 ml de NaOH por gramo de muestra (sin diluir), fue para



el frijol cocido. El tamafio de particula no tiene mayor

efecto en el método.

El frijol cocido, sin embargo no mostré resultados
muy repoducibles debido a la poca concentracién de IT, ya
que el método no es reproducible a pequefias concentracio-

nes de IT.

Aspectos tales como diferencias entre ambos métodos
de cdlculo, efecto del blanco, tamafio de las alicuotas en
la medicién espectofotométrica, y porcentaje de inhibi-
cién son factores importantes que deben tomarse en cuenta

para la determinacién de IT.



II. INTRODUCCION

En Guatemala, como en otros paises iberoamericanos,
el frijol es uno de los alimentos més consumidos desde é-
pocas remotas, por su sabor caracteristico y eapecial. Es-
tu leguninona es consumida a nivel popular (1,2,3), y en
todos loes estratos sociales (2). Puede ser pfeparada en
diferentes formas, siendo a la vez altamente nutritiva (4,
5). Por estas razones, ha sido motivo de estudio e inves-
tigacién en diferentes dreas como quimica, agricultura, nu
tricidén y otras, encontrédndose similitudes con otras legu-

minosas (4,5).

En el frijol se han descubierto, al igual que en o-
tras leguminosas, ciertos factores antinutricionales, en-
tre los cuales estdn los que provocan inhibicién de enzi-
mas digestivas, como la tripsina (4,5,8). Se ha encontra-
do Que estos inhibidores son proteinas de carécter termo-
1abil (7); sin embargo, después de un calentamiento, atn

persiste una fraccién residual (8).

La metodologia utilizada hasta ahora para la determi-
nacién cuantitativa de inhibidores de tripsina en frijol

comin, es8 la misma que la utilizada en la soya, la cual



también es una legumincsa (9,10). Aunque se han publicado
muchcs trabajos. .08 cua:es han modificado el método ori-
ginal de Kunitz (6). se han encontrado ciertos errores sig
nificativos (9.10,11,12). En el frijol, estos problemas
se encuentran mas acentuados, 1o cual puede deberse a las

diferencias quimicas y fisicas entre ambas leguminosas (5.

En este trabajo de investigacién. se hicieron ciertas
modificaciones al método estandar de la American Associa-
tion of Cereal Chemists. AACC (13). para obtener resulta-
dos mas precisos y exactos, tanto para el frijol negro cru
do, como para el cocido. Se estudiaron las siguientes va-
riables como: tamafio de particula, tiempo y pH de extrac-
cidén, relacibén soluto-solvente y tipo de solvente, deter-
minando qué variables afectan al método. De este modo se
planteé un procedimiento mejorado para la determinacién

cuantitativa de 1inhibidores de tripsina en frijol negro

{Phageolus vulgaris).



I11. ANTECEDENTES

III.1 IMPORTANCIA Y COMPOSICION QUIMICA DE LAS LEGUMINOSAS

El frijol negro (Phaseolus wvulgaris) ha constituido
una de las fuentes mids importantes de nutrientes en Améri-
ca Central (14). El consumo de frijol provee del 20 al
30% del total de la proteina ingerida (4). Las legumino-
sas son también fuente de nutrientes para una gran parte
de la poblacién mundial (15), calculédndose que la cantidad
de proteina proveniente de las mismas es semejante a la
derivada del trigo (15). La complementacién de cereales y
leguminosas en proporciones adecuadas, resulta en mezclas
que contienen una calidad proteica superior que la de los

componentes por si mismos (4).

En Latinoamérica, Asia y Africa, varias instituciones
internacionales y varios autores (4,16,17) han sefialado a
las leguminosas como importantes fuentes de nutrientes pa-
ra los pueblos mal nutridos. En Guatemala, el consumo del
caldo de frijol en nifios de uno a cinco afios es alto y va
disminuyendo con la edad, a la vez que aumenta el consumo
de frijol cocido (1,3). Tanto el caldo como el frijol pue

den proveer a un adulto con 4 y 13% del requerimiento de



energia y proteinas, respectivamente, en un consumo diario

de 70 gramos 187.

El frijol estia formado por tres partes anatdémicas: el
cotiledén, que representa el mayor porcentaje en materia
seca (90.5%X): luego la cédscara (7.7%) y por Gltimo los e-
jes embrionarios (1.8%) (8). El cotileddn y los ejea em-
brionarios representan las partes mas importantes del frai-
Jol, pues en ellas se concentra el mayor porcentaje prote-
ico (18). El contenido proteico crudo en leguminosas va-
ria de 18% a 32% (4,20), siendo mayor el contenido de glo-

bulinas que el de albiminas (20).

En lo referente a carbohidratos, las leguminosas con-
tienen de un 3% a 8% de fibra cruda, y de 57% a 65% de car
bohidratos solubles totales, siendo el almidén la fraccién

mayoritaria (aproximadamente un 30%-40%) (8).

Las leguminosas en general contienen poca grasa, va-
riando de 1X a 6%, la cual estda localizada en los esfero-
somasg; en lo que respecta a minerales, el hierro y fésforo
son encontrados en cantidades elevadas (21,22), mientras
que el contenido de calcio es bajo (4). Sin embargo, la

di1sponibilidad de éstos aun no se conoce (4,16).



En aminodcidos, el contenido de lisina es alto, mien-
tras que existe deficiencia en aminoicidos azufrados comc
metionina (4). También se han reportado cantidades bajae
de leucina y tripté6fano (4,23). Por Gltimo, las legumino-
sas son buena fuente de vitaminas como tiamina, riboflavi-

na y niacina (24,25).

2<7.2 FACTORES ANTINUTRICIONALES

Entre los factores antinutricionales presentes en el
frijol estéan: fitohemaglutininas, factores bocibgenoe, fac
tores latiricos, factores que causan favismo, saponinas,
taninos, y factores que causan flatulencia (4). Varios de
estoa factores son destruidos por calor, pero aun asi, se
ha observado que después de cocido, la digestibilidad del
frijol es baja (26).

22I.3 INHIBIDORES DE PROTEINASAS

los inhibidores de proteinasas, especialmente de trip
sina, son encontrados en muchos materiales biolégicos y
han sido estudiados extensamente (27). Muchos de ellos es
tan presentes en las semillas, pero no esté&n restringidos
necesariamente a las mismas. Las semillas de la familis

de leguminosas y tubérculos de Solonacea. son fuentes ri-



cas de inhibidores de proteinasas. Existe diversidad de
inhibidores y la especificidad hacia diversas enzimas pro-

teoliticas es amplia. Varias clases diferentes de inhibi-
dores pueden satar pressntes &0 R Mo taejide. La malts
plicidad de inhibidores de proteinasas, puede atribuirse

en parte a una asociacion de unos cuantos mondmeros en ca-

da planta (28).

El significado fisiolégico de loe inhibidores podria
involucrar un mecanismo de defensa contra insectos depre-
dadores, regulacién del metabolismo y sintesis de proteina
(6,29). Los pesos moleculares de inhibidores en plantas

se encuentran entre un rango de 3,000 a 25,000.

Muchos de ellos han sido aislados en forma pura y se
ha caracterizado la composicién aminodcida, las caracte-
risticas quimicas de los sitios reactivos, y la naturaleza

de loa complejos formados con proteinasas (6).

La tripsina es una enzima proteolitieca; &su precursEos

tripsindégeno es formado en las células exocrinas del pan-

creas y es secretado dentro del duodeno. El tripsinogenc

es tranaformado a tripsina por la enzima enteroquinasa

(30). La tripsina es bastante estable a pH 2.3. La hi-

drélisis enzimdtica involucra enlaces de grupo carboxilo



de lisina » arg nina con independencia de la longitud o
secuencia de la cadena 30,. La formacién de la proteinsa
puede ser inhibida por iones calcio, el cual previene la

agregacié4n de las moléculas de tripsina (30).

La presencia de inhibidores de tripsina estia bien es-
tablecida en semillas de legumbres (31,32). Se han aisla-
do y caracterizado varioe inhibidores tripticos de legumi-
nosas (29,33), encontréndose pesos moleculares de 8000 con

alta conzentraci¢n de cistina (20%).

Ractis (34,{5) aislé en la soya dos inhibidores de
tripsina designéndolos como SBTIA y Kunitz (33). Birk
(36) aie .6 tambiin otro inhibicl'c:r1 1nsolub'1e en acetona.
que ahor . es referido como inhibidor Bowmann-Birk. Se han
aislado »>tros in! ibidores, pero de menor importancia (37).
Los dos 1inhibidores prevalentes (Kunitz y Bowmann-Birk)
difieren marcadamente en tamafio, corposicién aminoacidica,
estructu a y pro—iedades (6). El inhibidor Kunitz es una
proteina globula con un peso molecular de 8000 (37) Este
inhibido tiene os enlaces disulfuro, siendo solamente u-
no esenc al pars su actividad con la tripsina (38). El

inhibido Bowman -Birk se enlaza a la tripsina por un en-

lace 8im 'le pépt do con Lys-X o Arg-X (37).



los inhibidores de tripsina son proteina globulares,
y como tales, al ser expuestas a temperaturas altas y so-
luciones &cidas o bédsicas, sufren desnaturalizacién, 1lo
cual es evidenciado por una pérdida de solubilidad en su
punto isoeléctrico o en soluciones salinas. La gradual
desnaturalizacién es acompafiada por una correspondiente
pérdida de su habilidad de inhibir la accién de la tripsi-
na (33). La desnaturalizacién rompe los enlaces disulfuro

los cuales son los centros reactivos (33).

A mayor porcentaje de humedad, en general para todas
las leguminosas, los tiempos y temperaturas de coccidén pa-
ra inactivar los inhibidores de tripeina se ven disminui-

dos (37,39).

Collins y Sanders (40) encontraron que en frijoles de
soya la cantidad de inhibidores de tripsina se ve incremen

tada, conforme avanza la maduraciédn.

II1.4 INHIBIDORES DE TRIPSINA EN FRIJOLES Y SU RELACION
CON INHIBIDORES EN SOYA

En diferentes variedades de frijoles, incluyendo Pha-

geolus vulgaris, se han aislado varios inhibidores. Whi-

taker y Sgarbie (27) aislaron tres isoinhibidroes. Un iso-

10



inhibidor es aquel que posee modificacionee (reemplazo o
adicién) de residuos de aminodcidos en el sitio reactivo
(6). Esos isoinhibidores fueron muy similares entre si,
solamente distinguibles por andlisis de aminodcidos y tu-
vieron concentraciones altas de cistina. En el frijol
“garden” (Phaseolus wvulgarig) se aislaron tres iscinhibi-
dores, los cuales fueron estrechamente semejantes en peso
molecular a los inhibidores aislados de los frijoles lima,
navy, mung y kidney (todos Phaseclus) y el inhibidor Bow-
mann-Birk de soya. Elloas poseen en comin peso molecular
bajo (8000-10000), altos contenidos de 4&acido aspartico,
serina y cistina y pequefias cantidades de valina, metioni-
na, fenilalanina y tirosina (41). Esta similitud se ex-
tendidé a la estructura primaria, con parcial homologia en
la secuencia aminoacidica del segundo isoinhibidor extrai-
do con el inhibidor cuatro del frijol lima (41), y el iso-
inhibidor Bowmann-Birk de la soya (38). Los isoinhibido-
res uno y tres tuvieron como sitios activos a la lisina y
arginina respectivamente, lo cual estd intimamente relacio

nado con los sitios activos de los inhibidores de soysa.

Pusetai (42) aislé un inhibidor de tripsina al frijol

kidnev (Phasecolus vulgaris). Este contenia un 15X de cis-

tina. lo cual concuerda con los valores encontrados en la

soya. En 1985, Apostolatos (43) también encontrdé altos va

11



lores de cistina en tres inhibidores de diferentes frijo-

les secos del Brasil (Phaseolus vulgaris),

:II.5 METODOS PARA CUANTIFICACION DE INHIBIDORES DE TRIP-
SINA

Uno de los primeros procedimientos desarrollados para
la medicién de inhibidores de tripsina de soya fue el de-
sarrollado por Kunitz en 1947 (33). Dicho método se basa
en que al hidrolizar la tripsina por un sustrato (casei-
#d): 14 bera un compuesto, el cual absorbe cierta radia-
cién electromagnética, y la cual puede ser medida en un
espectofotédmetro. A mayor cantidad de inhibicién, menor
serd la cantidad de producto de hidrélisis liberado por
accién de la tripsina sobre el sustrato. Kakade et al. en
1869 (10) modificaron este método para obtener resultados
mds exac-tos y confiables, también en la soya. La modifi-
cacién involucré el uso de 2X de caseina, en vez de 1X y
el camblio por gignsformacién matemdtica del valor de la

absorbancia a A , obteniendo asi una mejor correlacién

lineal entre la absorbancia y unidades de tripsina.

En 1961, Erlanger et al. (44) introdujeron el uso de
un sustrato sintético Benzoll-DL-arginina-p-nitroanilida

fBAPA), encontrando una reaccién cinética de orden cero,



entre la cantidad de p~-nitroanilida liberada (amarilla) y
la concentracién de enzima, lo cual no es observado al u-
tilizar caseina, bajo las condiciones definidas por Kunitz
(33). La mayor afinidad de la tripsina por los sustratos
sintéticos que por la caseina es debido a efectos de impe-
dimento estérico (10). Kakade y col (10) también encontra
ron que la utilizacién de BAPA mostré6 resultados més con-

fiables que al utilizar la caseina.

En el estudio realizado por Kakade et al. en 1969
(10), el uso de este sustrato sintético mostr6 ser un mé-
todo mds conveniente y confiable. También tom6 en cuenta
la naturaleza competitiva de la inhibiciébn y este efecto
fue compensado por una extrapolacién de la actividad inhi-
bitoria a cero mililitros de alicuota, al graficar unida-
des de tripsina inhibida (UTI) por wvrs wvolumen de alicuo-

tas.

Una unidad de tripsina (UT) es arbitrariamente defini
da en el método oficial de la AACC (13) como el incremento
de la absorbancia en 0.01 unidades por 10 ml de la mezcla
de reacclién. La actividad inhibitoria de la tripsina es
expresada en términos de unidades de tripsina inhibidas

(UTI).

13



Al utilizar BAPA se observa una pequefia desviacién de
la linealidad alrededor del 55% de inhibicién (10). Esta
desviacién puede ser atribuida a una parcial disociacibédn

del complejo inhibidor-tripsina (45).

Kakade et al. (10) extrajeron los inhiblidores de so-
yva en la siguiente forma: 1 g de muestra fue desgrasada y
molida a 100 mesh, luego fue extraida con 25 ml de agua a-

justando el pH a 7.8, se agité6 durante una hora y 1 ml fue

diluido en 50 ml de buffer de fosfato (pH 7.6).

Kakade et al., en 1974 (8), hicieron modificaciones
al método, particularmente para muestras de soya cocidas,
las cuales mostraban desviaciones estandar de 48%X. Entre
las modificaciones efectuadas estan: a)extraccidén de mues-
tras a pH 8.4-10 con NaCH 0.01 N.; b) las suspensiones fue
ron diluidas hasta concentraciones en donde 1 ml produjo
una inhibicién entre un 40 a 60%. Para harina cruda encon
traron que no existian diferencias en tiempos de extrac-
cion (1 y 5 horas), mientras que para harina cocida, la
actividad en 5 horas de extraccién fue 27X mayor que la
correspondiente de 1 hora. Al encontrar estas diferencias
se llevaron a cabo extracciones con 1, 3, 5 y 24 horas,
encontrando que 3 horas era el tiempo suficiente para ob-

tener los méximos valores de UTI. No se determinaron di-

14



ferencias significativas entre el uso de extractos centri-
fugados y no centrifugados. El efecto de pH entre 8.4 y
10 no mostrd tampoco ningin efecto significativo. Para
los extractos cocldos, la concentracién de inhibidores de
tripsina se obtuvo promediando los valores de UTI/ml, cuan

do los graficaban en funcién de volumen de extracciédn.

En 1973, Rakis et al, (46), trabajando con muestras
de soya, también recomendaron la extraccién de NaOH 0.01 y
una dilucién de los extractos sin limites, utilizando agi-
tacién magnética para evitar la formacién de espuma. Es-
tos autores obtuvieron una correlaciétn negativa al grafi-
car UTI/ML vrs. ml de extracto, al igual que lo encontrado
por Kakade et al. (9). En extractos cocidos, el comporta-
miento fue constante en algunos casos, mientras que en o-
tros se manifestd un maximo en la grafica, por lo qQque se
determiné el valor de UTI promediando los valores obteni-

dos.

Smith et al. (47) no encontraron diferencias signi-
ficativas al comparar las siguientes modificaciones al mé-
todo de Kakade et al. de 1969 a)tiempo de extracciédn de 3
a 24 horas, vy 2 minutos de maceraciétn; b)pH de 8.4 y 10;
c)extractos filtrados y no filtrados. A bajos niveles de

inhibidor, encontraron que el método es pobre y la extra-



polacién puede introducir errores. Utilizaron diferentes
factores de dilucién para muestra cruda, semicocida y co-
cida, en donde el factor de dilucién fue disminuyendo res-
pectivamente. Recomendaron que al analizar muestras con
IT bajos, las suspensiones no deben ser diluidas, pudiendo
contener 1 g/50 ml, debido a Que en estos niveles existen

pérdidas de significancia cualitativa y cuantitativa.

El método oficial de la American Association of Ce-
real Chemists (13), se basa en la investigacién realizada
por Kakade gt al. en 1974 en soya (9) con las siguientes
modificaciones: a)moler la muestra preferiblemente a 200
mesh en vez de a 100 mesh, b)la muestra no debe exceder de

1 g de soya.

Tan y Wong (12), trabajando con una variedad de fri-
Jol Winged (Psophocorrus tetragonolobus). modificaron 1la
extraccién utilizando NaOH 0.05N obteniendo un pH entre
9.5y 8.8, con lo cual extrajeron la maxima cantidad de
inhibidores. En esta misma variedad Lumen y Silamat (28)
demostraron que el extractor mas efectivo para inhibidores
fue el agua. Sin embargo, en este aspecto existen contra-
dicciones, pues en 1985 Kailasapathy et al. (48), en un
estudio sobre remojo en el mismo frijol, demostraron gque

una solucién de NaCl al 0.5% fue el mejor extractor, inclu

16



yvyendo el agua. Por otro lado en un estudio de legumbres
iraquies 49 , se utilizé agﬁa desionizada como agente ex-

tractante.

Al cuantificar en una muestra los inhibidores de trip
sina, debe primeramente desgrasarse, ya que los Acldos gra
sos libres presentes, particularmente en productos de soya
fermentados, pueden actuar como un potente inhibidor espe-

cifico de tripsina, interfiriendo asi con el ensayo (47).

Haberstrand et al., (11) en 1980 disminuyeron la des-
viacién estandar del método de la AACC, midiendo la canti-
dad de 1inhibidor por calculos de diferencias de lecturas
de absorbancia y reportando la inhibicién como mg de IT
por gramo de muestra. La obtencidén de resultados decre-
cientes de UTI/ml vrs ml al incrementar el tamafio de la
alicuota puede deberse a diversas causas, caracteristicas
de las reacciones enzimaticas. Es posible que se desarro-
lle alguna competencia entre el sustrato sintético (BAPA)
y algunas proteinas diferentes a los propios inhibidores
(50). Por lo tanto, al incrementar el tamafio de la mues-
tra en la mezcla de ensayo, no s6lo aumenta el contenido
de inhibidores, sino también el contenido de las proteinas
competitivas. Otra explicacién de las desviaciones con

respecto al tamafioc de las alicuotas es la disociacién del

17



complejo inhibidor-enzima, de acuerdo a lo propuesto por
Green (45) También podria pensarse en que diferentes
mecanismos cinéticos podrian intervenir, dependiendo del

tamafio de la alicuota utilizada (50).

Algunos autores han intentado resolver los problemas
encontrados al analizar inhibidores de tripsina (50). Al-
gunas modificaciones consisten, esencialmente, ademéds de
las mencionadas anteriormente, en: a) usar un porcentaje
fijo de inhibiciébn como 35% (51) o 50% (52); b) utilizar
para el cédlculo de la inhibicidén, una ecuacién polinomial
de segundo grado a partir de densidad 6ptica, para métodos
semiautomidticos (51) (dichos autores toman como referencia
un 35% de inhibicién de tripsina en vez de la extrapola-
cién a 0); c) utilizacién de otros métodos, tales como los
fluorimétricos (53), que permiten la deteccién de cantida-
des extremadamente pequefias de inhibidores. En este méto-
do se utilza un novedoso agente llamado florescamine y los

ensayos son mas preclisos y menos complicados.

Una alternativa posible a lo concerniente a manipula-
cién de datos, fue la propuesta por Cuevas y Cheyran (50),
en la cual un modelo mecanistico trata de explicar matemé-
ticamente hechos basados en la teoria y en la experimenta-

cién. Propusieron una ecuacién diferencial que expresa la
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ley fisica que posiblemente gobierna el proceso. Al re-
eolver la ecuacién se obtiene una expresién que relaciona
todas las variables involucradas en el fenémeno. En el
modelo se toman en cuenta los siguientes postulados: a) la
reaccién de hidrédlisis de DL-BAPA por acciébn de tripsina
puede ser descrita por la ecuacién de Michaelis-Menten

(44), lo que significa que a concentraciones pequefias de
sustrato la reaccidén es de primer orden y a altas concen-
traciones de sustrato la reaccién es de orden cero; b) la
actividad de los inhibidores de tripsina no sigue un com-
porfamiento lineal con respecto a la concentracién de in-
hibidores, y ¢) la cinética de inhibicién corresponde a
inhibicién competitiva, s8i los inhibidores presentes son
del tipo Bowmann-Birk o si los inhibidores son del tipo
Kunitz. Con este método, Cuevas y Cheyr;an evitaron la
incertidumbre y arbitrariedad al extrapolar a cero o al
promediar. valores de UTI/ml vrs. ml, y su modelo estd ba-
sado en un modelo mecanistico, explicando los fenbmenos
cinéticos que ocurren en el andlisis; por lo cual la so-
lidez matemdtica y bioquimica del cédlculo estd garantiza-

da.

En 1988 se llev6 a cabo una investigacién (54) sobre
efectos nutricionales y antinutricionales en frijol mucuna

{(Mucuna utilis) v se utilizé el método de Kakade et al.
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desarrollando en 1969, sin ninguna varia-cién o comentario

referente a la utilizacién del método en frijol.

Por dltimo, en 1989 Liu y Markakis (55) hicieron las
siguientes modificaciones: 1) utilizacién de agua en vez
de hidréxido de sodio diluido para la extraccién de inhi-
bidores 2) el extractoc acuoso es desestablilizado con Tris
buffer y filtrado antes, en vez de filtrarlo después, 3)
tripsina de porciono fue utilizada en vez de tripsina de
bovino, 4)la enzima es adicionada al final de la mezcla de
reaccién y no el sustrato (BAPA) y 5)el volumen de reac-
ciébn fue reducido de 10 a 4 ml. El método tiene una base
tebérica y fue més preciso. El método fue ensayado para la
soya, sin embargo, también se utilizaron pruebas en dife-
rentes semillas de frijoles, encontréandose resultados mas
altos como TIA y reduciendo la desviacién estandard, al
ser comparado con el método standard basado en el método

de Kakade et at (10).
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IV. JUSTIFICACION

Las leguminosas han sido y son ampliamente consumidas
en América Latina por su alto valor nutritivo, buen sabor

y relativo bajo costo.

El frijol negro es una fuenta importante de proteina
en Guatemala y Centro América. Sin embargo, contiene una
amplia variedad de factores antinutricionales, tales como
los inhibidores de tripsina, que limitan su utilizacién,
por lo que han sido motivo de estudio e investigacién. Por
otro lado, se deben considerar los suministros de frijol
co mo parte de la ayuda alimentaria entregada a los paises
de Centro América por el Programa Mundial de Alimentos,
que actualmente incluye varios proyectos de ayuda alimen-
taria, tales como: materno-infantil, alimentacién escolar
y comedores populares para grupos vulnerables con algun
grado de desnutricién. Por lo tanto, es necesario desa-
rrollar métodos que sirvan de control de calidad, que per-
mitan deter minar con certeza la cantidad de inhibidores
de tripsina, que afectaran el porcentaje de proteina dige-
rida. Aunque exista una disminucién en la cantidad de in-
hibidores de tripsina durante la coccién de los frijoles,
aun persiste cilerta cantidad residual que la metodologia

actual no permite medir con precisién.
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En base a lo anterior, es evidente que es importante
rea.lzar modif:zariones a la técnica y los métodos de c&l-
>l1.C. para -~btener una metodologia precisa, para uso rut:-
nario en la industria de alimentos, en laboratorios de ccr

trcl de alimentos y en centros de investigacién.
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V. OBJETIVOS

V.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia precisa, exacta y confia-
ble para la determinacién cuantitativa de inhibidores de
tripsina en el frijol negro, destinada al uso rutinario de

control de calidad.

V.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Estudiar el efecto de las variables que influyen so-

bre la extraccién y cuantificacién de inhibidores de trip-

sina en frijol negro.
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VI HIPOTESTIS

El método oficial de la AACC (13) para la detemrina-
ciébn de inhibidores de tripsina en la soya, requiere adap-
taciones para obtener una metodologia precisa y exacta en
la cuantificacién de inhibidores de tripsina en el frijol

negro -crudo y cocido.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VII.1 UNIVERSO DEL TRABAJO

Recursos Humanos: Esta investigacién fué realizada -

por un estudiante con pensum de -

estudios cerrado y examen privado

aprobado de la Facultad de Cien-

cias Quimicas y Farmacia de la Uni

versidad de San Carlos de Guatema-

la.

Recursos Materlales:

Material de Estudio:

Laboratorios de la Divisidén de -
Ciencias Agricolas y de Alimen-
tos del Instituto de Nutricién -
de Centro América y Panami,

INCAP.

granos de frijol negro (Phaseo-

lus vulegaris) recién cosechados,

de las variedades Tamazulapa, o-
riginario de Atescatempa y Jutia
pa, Departamento de Jutiapa, Gua

temala.
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Equipo:

Reactivos:

Colorimetro Baush & Lomb, Spectronic 20,
con juego de filtros y detector de amplio -
rango (340-960 nm).

Molino de martillo Tecator, modelo Ciclotec
1093.

Tamices Tyler con mesh numeros 30 y 60.
Centrifuga de alta capacidad, International
Modelo V.

Bafio de Temperatura constante Precisién -
Scientific, con capacidad hasta 1000C.
Balanza Analitica O"Haus Modelo Galaxy.
Agitador Vortex para tubos de ensayo.
Agitador magnético Corning PC-351.

Aparato Soxhlett.

Pipetas automdticas Marca Gilson de 1-5 ml.
Cristaleria de uso general de laboratorio -

de andlisis de alimentos.

(grado analitico)

HCl concentrado

Tris-buffer (CaCl , hidroximetilmetano),0.05M

2

rH 8.2 NaOH 0.01N
Tripsina cristalizada

BAPA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida hi-

drocloruro).
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Dimetil Sulfdoxido
Acido Acético.

Buffer de Fosfato pH 7.6

Vii.2 PROCEDIMIENTO

1.

Método para la cuantificacién de inhibidores de

tripsina. Se utilizé6 como base el método propues-

to por Kakade y colaboradores en 1974 (9), método

oficial adoptado por la AACC (13). A este método

se le efectuaron varias modificaciones, las cuales

son enumeradas a continuacién: (variables indepen-

dientes)

- Granulometria de la harina de frijol: 30 y 60 -
mesh.

- Extraccién con NaCH 0.01 y con buffer de fosfato
pH 7.6.

- Tiempo de extraccibébn 1 y 3 horas.

- Volumen de extraccién 25 y 50 ml/g.

Preparacién de Reactivos.
2.1 Tris Buffer (0.05M, pH 8.2)

Pesar 6.05 g tris y 2.95 g de CaCl -2H O, és-
tos se disuelven en 900 ml de agua y el pH es ajus

tado a 8.2, llevéandose a un volumen de 1 litro.
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2.2 Solucién Sustrato

40 mg de BAPA se disuelven en 1 ml de dimetil-
sulféxido y se diluye a 100 ml con tris-buffer pre
calentado a 372C. La solucién de BAPA se prepara
en el dia y es llevada a 372C en el momento de u-

sarse.

2.3 Solucién de Tripsina

En 200 ml de una solucién 0.001N de HC1l son di
sueltos 4 mg de tripsina. Esta solucién puede ser
guardada en el refrigerador por 2 6 3 semanas s8in

apreciable pérdida de actividad.

2.4 Preparaciéon de Muestras

Muestras de 3-4 g de frijol rcrudo o cocido
fueron molidos a 30 6 60 mesh, desgrasados previa-
mente con 10 volumenes de éter de petrb6leo en Soxh
let durante 4 horas. Esta harina desgrasada fue -
extraida con 25 6 50 ml del agente extractor (NaOH
0.01 N y buffer de fosfato pH 7.6) durante 1 &6 3
horas. En el caso de utilizar NaOH, el pH de la
suspension fué usualmente de 9.8 a 10.0. En el
frijol crudo la suspensién fué diluida 1 en 10 pa-
ra 50ml/g v 1 en 20 para 25ml/g. La suspensién

fué centrifugada a 30 X 1000 RPM/5 min. El por-
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fue calculado de la siguiente manera:

UTm - UTb
% inhibiciébn = - X 100

en donde UTm y UTh son preparadas en la misma mane

ra que cualquier alicuota, es decir, de la siguien

te forma:
Ul'm = 2 ml de agua destilada + UTb =1 ml de muestra +
2 ml de tripsina + 1 ml de arua destilada+
5 ml de BAPA + 2 ml de tripsina
1 ml de HAc 5 ml de BAPA +

1 ml de HAc

UTm es la muestra patrén (0% de inhibicién).

UThb ee la mezcla de reaccién con iml de muestra.

2.5 Actividad Antitriptica

Una Alicuota de 0 (blanco coloreado), 0.2, 0.4
0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 ml de suspensioétn
para frijol crudo, mientras que para frijol cocido
se llevaron a cabo alicuotas hasta 2.8 ml. Cada
alicuota fue pipeteada dentro de cada set por tri-
pPlicado y ajustado a 2 ml con agua destilada. Lue-
g0 de agrego 2 ml de la solucién de tripsina a ca-

da tubo, y se colocaron en un bafio de agua a 37¢C.
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Después de 10 min. la reaccién fue terminada por
la adicién rapida de 1 ml de HAc al 30%. Se agitéd
violentamente. Los contenidos fueron filtrados en
pa pel Whatmann No.3 y su transmitancia fué medida

a 410 nm.

2.6 Blanco
El blanco fue preparado por la adicién de 2mi
de agua, luego la adicién de 2 ml de tripsina y 1

ml de &acido acético, finalmente se adicioné 5 ml

de BAPA (no coloreado).

2.7 Diagrama de Flujo de la Metodologia AACC (13)

Preparacidén de la muestra cruda o cocida

y
Moler al mesh respectivo
i)
Pesar 3-4 g
1

Desgrasar en Schlet empleando 200 ml de éter durante 4-5 h
u

Pesar 1 g de muestra
1
Suspender en un agitador magnético y agitar el tiempo
respectivo
y

Centrifugar 30%x1000 RPM/5 min.
u

Filtrar
u
Diluir la muestra si asi se requiere, en agua destilada
en donde 1 ml produzca inhibicién entre 40-60%
u
~omar alicuotas de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4
1.6, 1.8
u

Ajustar el volumen a 2 ml con agua destilada
u
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Agregar 2 ml de tripsina
u

Llevar los tubos de ensayo a bafio de Maria a 370C y

agregar
u

1 ml de HAc al 30% ‘a la hilera de tubos que sirven de

blanco
I

Agregar 5 ml de BAPA
1

Exactamente pasados 10 min. se adicionan 1 ml de HAc al
30%;: Agitar
1

Filtrar los tubos y medir a una longitud de onda a 410 nm.

2.8 Cdlculo de los Inhibidores de Tripseina

Se utilizé como base la metodologia propuesta

por Cuevaa y Cheryan (50).

ViI.3 MODELO ESTADISTICO
El estudio se llev6 a cabo utilizando un disefio com—-
5
pletamente al azar con arreglo factorial 2 , con 3 repeti-

ciones; el disefio de tratamientos se detalla a continua-

cién (56):
EACTORES NIVELES
Proceso crudo-cocido
Molienda 30 mes-60 mesh
Extraccién Buffer 7.8-NaOH(0.01 N)
Volumen de ext. 25 ml/g - 50 ml/g
Tiempo de ext. 1 hora - 3 horas
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Y =u+A +B +C +D +E +AB +AC +AD +AE +BC +BD +BE +CD
ijklm 1 J k¥ 1 m 1] ik il im Jk J1 Jm Kkl
CE +DE +ABC +ABD +ABE +BCD  +BCE +CDE +
km 1lm ijk ijl ijm Jkl JEkm klm

ABCD +ABCE +BCDE +ABCDE +Error experimental
ijkl ijklm Jklm ijklm
en donde:
Y = Variable respuesta
ijklm

u = efecto de la media general

A, B, C,..D, E = Efecto de factores individuales

AB, AC, AD, AE, BC, BD, BE, CD, CE, DE = efecto de dobles
interacciones.

ABD, ABD, ABE, BCD, BCE, CDE efecto de triples interac-

ciones.

ABCD, ABCE, BCDE = efecto de interacciones de cuarto orden
ABCDE = efecto de interacciones de quinto orden.

Error experimental asoclado a la ijklm = ésima unidad expe
rimental. Se realizé un anédlisis de varianza con una signi
ficancia del 0.05 entre los factores. Una vez determinado
que factores y combinaciones tuvieron diferencias signifi-
cativas, se procedié a realizar pruebas de Tukey y asi de-
terminar cudles factores y combinaciones de niveles tuvie-
ron diferencia significativa. Para éstos andlisis se utili
z6 el programa estadistico para computadora personal SAS
(SAS Institute, Inc. SAS Circle, Cary, NC,27512-8000, USA)
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VIII. LLSULTADOS

VIII.1. Frijol Crudo. Hétodo de Cdlculo de Cuevas y Cher-
yen (53).
A continuacidén se muestra el significado estadisti-
co de los efectos de las variables y sus interacciones so-
bre el valor de inhibidores de tripsina eobtenido, donde e-

xistid diferencia significativa.

TABLA No. 1
EFECTO DE VARIABLES INDEPENDIENTES Y SUS INTERAC-
CIOKES
VARIABLE P
Tamafio de particuls @.0338
Solvents B.8:61
Tiempo 0.9187
Solvente-dilucidn @.0621
Tamafio-solvente-dilucién 8.0654
Solvente-tiempo @.0684

Puede verse de la Tabla No.l que el tamsafio v tiempo como
variables independientes poseen efectos significativos,
pero no de la misma magnitud, como los de el solvente y
las interscciones de esta variable. Los valores mayores

obtenidos de UTI/ml fueron para un tamafio de particula -
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de 60 mesh, 1 hora de tiempo de extraccién y buffer de -

fosfato como solvente.

Respecto a las diferencias obtenidas entre las varia-
bles dependientes se realiz6 analisis de Tukey, para deter
minar si existia diferencia significativa entre las posi-
bles combinaciones para cada grupo de variables. Las ta-

blas 2, 3, y 4 muestran estos resultados.

TABLA No.2
EFECTOS DE LA COMBINACION SOLVENTE-DILUCION

SQL. DIL. UTI/ml Significadox
Buffer 1g2/25ml 34.84 c
Buffer 12/50ml1 40.95 d
NaOH 1g/25ml 27.70 b
NaOH 1g/50ml 20.39 a

Se aprecia en la Tabla No.2 que existen diferencias sig-
nificativas entre todas las combinaciones. El solvente
buffer obtuvo los mayores valores de UTI/ml, siendo el -
factor de diluciébn 1g/50ml, mas alto.

X Letras diferentes indican diferencias significativas -

(P«0.05), en esta tabla y las subsiguientes).
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TABLA No. 3
EFECTOS DE COMBINACION DE TAMARO-SOLVENTE-DILUCION

TAMARNO SOLVENTE DILUCION UTI/ml SIGNIFICADO
60 BUFFER 1g/25ml 42.04 c
60 BUFFER 1g/50ml 40.13 c
30 BUFFER 1g/25ml 29.07 b
30 BUFFER 1g/50ml 41.49 c
60 NaOH 18/25ml 28.58 b
60 NaCOH 1g/50ml 24.52 b
30 NaOH 1g/25ml 26.82 b
30 NaCH 1g/50ml 17.64 a

l.oe primeros valores (c¢) fueron muy similares, no e-
xistiendo diferencia significativa entre ellos, pero
si con respecto al NaOH, lo cual indica nuevamente
que el extractor buffer es superior al NaOH. Por o-
tro lado, respecto al tamafio y dilucién no se puede
determinar cuédl nivel es mejor. Sin embargo podria-
mos afirmar en términos generales que a 60 mesh, 1lg/
25ml v buffer son las mejores condiciones para esta
combinacién, ya que poseen los valores mayores de

UTI/ml.
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TABLA No.4 EFECTO DE LA COMBINACION DE SOLVENTE-TIEMPO

SOLVENTE TIEMPO UTI/ml SIGNIFICADO
BUFFER 1 hora 35.90 c
BUFFER 3 horas 39.99 c
NaOH 1 hora 29.16 b
NaOH 3 horsas 18.64 a

Para el caso de extraccién con buffer no se encontra-
ron diferencias significativas respecto al tiempo
(P«0.05), pero si con respecto al NaOH. Esto confir-
ma también que el buffer es el mejor extractor y que
un tiempo de una hora podria ser adecuado para extra-

er a los inhibidores de tripsina en frijol crudo.

VIII.2 FRIJOL CRUDO. METODO DE CALCULO DE KAKADE et al.(9)
En la tabla No. 5 se muestran los efectos de las di-
ferentes variables, y 8u significado estadistico, sobre

los inhibidores de tripsina, utilizando el método de calcu

lo de Kakade et al. (8).
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TABLA No. 5. EFECTO DE VARIABLES INDEPENDIENTES Y SUS

INTERACCIONES
VARIABLE F
SOLVENTE 0.0001
TIEMPO 0.0009
SOLVENTE-DILUCION 0.0002
SOLVENTE-TIEMPO 0.0001
TAMAfIO—-SOLVENTE-DILUCION-TIEMPO 0.0085

Por el método de calculo de Kakade et al. (9) para

los efectos del solvente y del tiempo, al igual que

por el método de Cuevas existid diferencia significa-

tiva. Los valores mayores de UTI obtenidos para el

solvente y tiempo fueron para el solvente buffer y 60

meeh respectivamente.

A continuaci6tn se muestran los sndlisis de Tukey para

las combinaciones que poseen diferencia significativa

TABLA No.6 EFECTO DE LAS COMBINACIONES SOLVENTE-DILUCION

SOLVENTE DIL. UTI/ml SIGNIFICADO
BUFFER 1g/25ml 24.95 c
BUFFER 1g/50ml 28.76 d
NaOH 1g/25ml 19.47 b
NaOH 1g/50ml 15.16 a
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Al realizar andlisis de Tukey, se encontraron dife-
rencias significativas entre todos los tratamientos.
El solvente buffer obtuvo los mayores valores de UT1/

ml. siendo el mads alto el factor de dilucién 1g/50ml.

TABLA No.7 EFECTO DE LA COMBINACION SOLVENTE-TIEMPO

SOLVENTE TIEMPO UTI/ml SIGNIFICADO
BUFFER 1 hora 26.08 c
BUFFER 3 horas 27 .62 c
NaOH 1 hora 21.60 b
NaOH 3 horas 13.02 a

La Tabla 7 muestra que exlste diferencia significati-
va, Unicamente entre los valores con solvente buffer
con respecto al solvente NaOH. Los dos primeros va-
lores no poseen diferencia significativa entre si. En
este caso es indiferente el tiempo de agitacidn, aun-

que para NaOH es mejor agitar 1 hora.
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TABIA No.8 EFECTO DE LAS COMBINACIONES DE TAMARO-SOLVENTE

~DILUCION
TAMARO SOLVENTE DILUCION UTI/ml SIGNIFICADO
30 mesh BUFFER 1g/50ml 30.81 b
30 mesh BUFFER 1g2/25ml 20.78 a
60 mesh BUFFER 1g2/50ml 26.71 b
80 mesh BUFFER 18/25ml 29.12 b
30 mesh NaOH 1g/50ml 13.00 a
30 mesh NaOH 1g/25ml 20.42 a
60 mesh NaOH 1g/50ml 17.32 a
60 mesh NaOH 1g/25ml 18.53 a

Los valores indicados con b en la Tabla 8 poseen di-
ferencia significativa respecto a los deméds valores. Esto
indica que el solvente buffer fue el mejor extractor, Vv
dos de estos tres valores fue dilucién 1g/50ml. Respecto
al tamafio de particula no existe diferencia significativa

en amboe solventes.
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TABLA No. 9 EFECTO DE LA COMBINACION TAMANO-SOLVENTE
DILUCION-TIEMPO

TAMARO SOLVENTE DILUCION TIEMPO UTI/ml SIGNIFICADO

30 mesh BUFFER 1g/50ml 1 hora 31.72 c
50 mesh BUFFER 1g/50ml 1 hora 24.20 a
30 mesh BUFFER 1g/25ml 1 hora 20.64 a
50 mesh BUFFER 1g/25ml 1 hora 27.78 b
30 mesh BUFFER 1g2/50ml 3 horas 29.89 c
60 mesh BUFFER 1g/50ml 3 horas 28.22 c
3C mesh BUFFER 12/25ml 3 horas 20.92 a
60 mesh BUFFER 1g/25ml 3 horas 30.46 c
30 mesh NaOH 1g/50ml 1 hora 17.67 a
60 mesh NaOH 1g/50ml 1 hora 22.40 a
30 mesh NaOH 1g/25ml 1 hora 28.16 b
60 mesh NaCH 1g8/25ml 1 hora 18.17 a
30 mesh NaOH 1g/50ml 3 horas 8.33 a
60 mesh NaOH 1g2/50ml 3 horas 12.23 a
30 mesh NaOH 1g/25ml 3 horas 12.68 a
60 mesh NaOH 1g/25ml 3 horas 18.87 a

Los cuatro valores mayores (c) correspondientes a.l
buffer no tuvieron diferencia significativa entre si. Los
siguientes seis valores mayores (b) fueron significativa-
mente diferentes con el resto de valores. Se observa un

predominio del solvente Buffer como agente extractor: mien
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tras que para el factor de dilucién se observ6 un leve

predominio de tres horas de extraccién en los primeros va-

lores.

VIII.3 RESULTADOS FRIJOL COCIDO

Loe resultados fueron analizados por el método de

cé.culo de Kakade et at. (9), por ser el método mayormen-

re ut1lizado, y haber sido la base para el método de .z
AACC. A continuacién se muestran los efectos de las va-

riables.

TABLA No.10 EFECTOS DE LAS VARIABLES INDEPENDIENTES Y SUS

INTERACCIONES
VARIABLE P
SOLVENTE 0.0001
DILUCION 0.0001
SOLVENTE-TIEMPO 0.0055
TAMANO-DILUCION-TIEMPO 0.0005
TAMANO-SOLVENTE-DILUCION-TIEMPO 0.0109

”nmo variables independientes observamos que el

efe2ts del solvente y de la dilucioén poseen la menor

21gnificancia (P;.
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A continuacién se muestran los analisis por el test
de Tukey, para las combinaciones de variables que poseen

diferencia significativa.

TABLA No.11 EFECTO DE LA COMBINACION SOLVENTE-TIEMPO

SOLVENTE TIEMPO UTI/ml SIGNIFICADO
NaOH 1 hora 4,19 b
NaQOH 3 horas 3.91 b
BUFFER 1 hora 2.24 a
BUFFER 3 horas 3.52 b

La Tabla No.1ll muestra que no existe diferencia sig-
nificativa entre loe esolventes. 5in embargo se observan
valores mayores para el solvente NaOH, y mejor resultado

para 3 horas que para 1 hora con solvente buffer.
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TABLA No.12 EFECTO DE LA COMBINACION DE TAMANO-DILUCION-

TIEMPO.

“DILUCION  TAMANO  TIEMPO UTI/ml  SIGNIFICADO |

Tla/5oml 60 mesh 3 horas  5.66 b
12/50ml 60 mesh 1 hora 3.83 a
12/50ml 30 mesh 3 horas 4.10 a
28/50ml 30 mesh 1 hora 5.03 b
18/25ml 60 mesh 3 horas 2.33 a
1g/25ml 60 mesh 1 hora 2.04 a
1g/25mi1 30 mesh 3 horas 2.78 a
18/25ml 30 mesh 1 hora 1.95 a

108 valores marcados con (b) no poseen diferencia
significativa entre si. Se observa que existe un predomi-
r.:0 del factor de dilucién de 1g/50ml: mientras que el ta-

mafic v el tiempo no muestran predominio como variables.
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TABLA No.13 EFECTO DE LAS COMBINACIONES SOLVENTE-DILUCION
~TIEMPO.

- . S S ST G SR T S e TED D G G R D S S SGR N SRS Sy S S G R I D b Ghue gED WD e SEE WS, e L G D e N TR U Gha SN S W I P S eal S Sy — w—

NaOH 12/50ml 1l hora 5.986 c
NaOH 12/50ml 3 horas 4.61 b
NaOH 12/25ml 1 hora 2.41 a
NaOH 1g/25ml 3 horas 3.22 a
BUFFER 1g/50ml 1 hora 2.90 a
BUFFER 1g/50ml 3 horas 5.15 c
BUFFER 1g/25ml 1 hora 1.57 a
BUFFER 18/25ml 3 horas 1.89 a

Se observa en la Tabla No.13 'que el factor de dilucién
182/50ml obtuvo los valores mas altos, junto al tiempc

de tres horas y solvente de NaOH.
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TABLA No.14 EFECTO DE LA COMBINACION TAMANO-SOLVENTE-

TIEMPO-DILUCION.

TAMARO SOLVENTE DILUCION TIEMPO UTI/ml SIGNIFICADO
"30 mesh NeOH  1a/50ml 1 hora  6.55 a
30 mesh NaOH 1g/50ml 3 horas 3.48 a

30 mesh NaOH 12/25ml 1 hora 2.28 a

30 mesh NaOH 1g/25ml 3 horas 4.43 b

30 mesh BUFFER 1g/50ml 1 hora 3.51 a

30 mesh BUFFER 1g/50ml 3 horas 4.72 b

30 mesh BUFFER 1g/25ml 1 hora 1.61 a

30 mesh BUFFER 1g/25ml 3 horas 1.13 a

50 mesh NaOH 1g/50ml 1 hora 5.37 c

60 mesh NaCH 1g/50ml 3 horas 5.74 c

60 mesh NaOH 1g/25ml 1 hora 2.55 a

60 mesh NaOH 1g/25ml 3 horas 2.01 a

60 mesh BUFFER 1g/50ml 1 hora 2.29 a

60 mesh BUFFER 1g/50ml 3 horas 5.58 c

50 mesh BUFFER 1g/25ml 1 hora 1.52 a

60 mesh BUFFER 1g/25ml 3 horas 2.66 a
Z1 valor 6.55 (d) correspondiente a 30 mesh, NaOH, 1g/50 ¥y

+0dos los demas valores.
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el cual posee diferencia significativa respecto &
Por otro lado los valores .74,
(c) no poseen diferencia significativa entre

o valor 4.43 (b), juntc a los primeros cinco valores



son diferentes del resto de los valores.

S>e observa primeramente que el factor de dilucién 1g/
FEOml es mejor extractor. Por otro lado, en lo referente a
solvente, el NaOH muestra los mejores valores, Junto a un

tiempo de tres horas.

Al realizar un anadlisis de correlacién entre todos
los resultados obtenidos en cada tratamiento diferente pa-
ra el frijol crudo por el método de cédlculo de Cuevas y

2
Kakade se obtuvo un valor de r = 0.94.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

IX.1 FRIJOL CRUDO

IX.1.1 METODO DE CALCULO

Los cdlculos para la determinacién de los in-
hibidores de tripsina realizados se llevaron a cabo por
dow metodosa: primeraments se usd el método de Cuevas y
Cheyran (50), el cual posee una base matematica sélida,
con fundamento en una ecuacidén diferencial; mientras
que el otro método de calculo, el de Kakade et al. (9).
estd basado en observaciones emplirlicas, las cuales se
fundamentan Gnicamente en que el valor "verdaderc'’ de
inhibidores de tripsina en la soya cruda, se encuentra
extrapolando los valores a 0 ml al graficar UTI/ml vrs.
ml. Kakade et al. (9) argumentaron que existe una com-
petencia por el sustrato entre el BAPA y otros inhibi-
dores, lo cual interfiere en la medicidén, obteniéndose
valores menores a mayor concentracién de extracto. Es-
to da como resultado una ecuacién de linea recta con
pendiente negativa, y al extrapolar a 0 ml Kakade et.al
encontraron que este error era disminuido; mientras que
para la soya cocida y tostada se realiza un promedio
(9). El método de Cuevas y Cheryan se basa en procesos
cinéticos con una base bioquimica para obtener resulta-

dos méas confiables (50).

47



A pesar de lo empirico del método de Kakade,
se decidié analizar los resultados por ambos métodos y
llevar a cabo una comparacién estadistica. Se encontréd
una correlacién de 0.94 entre ambos métodos para el
frijol crudo, lo cual indicdé que se pueden usar ambos
métodos de cédlculo. Esta comparacidén se hizo necesaria
debido a que los resultados en frijol cocido, no se pu-
dieron calcular por el método de Cuevas y Cheyran, pro-
bablemente porque los datos no siguen el comportamiento
de la ecuacidén diferencial, debido a que la mayoria de
los resultados obtuvieron valores R2=0. Por esta razén
los resultados del frijol cocido se calcularon Unicamen

te por el método de Kakade et al. (9).

En el frijol crudo, el comportamiento de los
inhibidores de tripsina fue similar al de la soya, pues
el método de calculo de Cuevas y Cheyran, y el método
de Kakade et al. (9) estadan basados en la soya. Unica-
mente 7 andlisis de los 48 no pudieron ser calculados
por el método matemdtico, probablemente por no regirse

el mecanismo de inhibicidén a la ecuacién diferencial en

un 100%.

Los andlisis de cdlculo realizados por el mé-

todo de Cuevas y Cheyran mostraron correlaciones de
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0.85 a 0.99, lo cual era de esperarse si nos basamos en
la similitud en estructura quimica de los inhibidores
de tripsina de la soya y Phaseolus vulgaris (27, 41, 42
43). Ademas, el hecho de que los 7 andlisis que no pu-
dieron calcularse por el método, pudo haberse debido a
erraorea propios del método analitico o a error experi-

mental.

Al utilizarse el método de calculo de Kakade
et al, (9), no se observé un comportamiento de una 1li-
nea recta con pendiente negativa al graficar UTI/ml vrs
ml. El comportamiento fue variable y por lo tanto se
decidié realizar los cdlculos promediando los valores;
lo cual aconseja el método Kakade et al. en la soya
cocida o semicocida (9). El comportamiento del frijol
por lo tanto, difirié al de la soya cruda, pudiéndose
deber a que, la cantidad de inhibidores de tripsina en

el frijol es menor que en la soya.

A continuacién se enumeran y discuten los e-
fectos de las variables, tanto individualmente como en

conjunto.

iZ.1.2 EFECTO DEL TAMARO DE PARTICULA

Se sabe que a mayor area superficial, existe
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una mayor interaccién de moléculas, por lo tanto en la
extraccién de una soluto por un determinado solvente,
se espera una mejor extraccién a un tamafio de particula
menor, O sea un tamiz con naGmero mayor de mesh. Al ana
lizar los resultados de inhibidores de tripsina por el
método de Cuevas y Cheyran, existe diferencia signifi-
cativa, encontrandose valores mayores para 60 mesh. Sin
embargo el valor de P (0.0339). muestra que el efecto
es menor si lo comparamos con el del solvente, lo que
nos indica que la extraccibén entre 30 y 60 mesh no arro
ja mayor diferencia. Con un tamafio equivalente al mesh
de 200 podriamos esperar que aumentara la extraccién,
pues la diferencia entre un mesh de 30 6 60 a 200 es
alta, con lo cual el efecto de Area superficial se in-
crementaria, obteniendo quizds una mejor extraccién
(Tabla 1). Sin embargo, a tamafios muy pequefios se ori-
ginan problemas de aglomeraciétn y tensiédn superficial

que habria que evaluar.

Al usar el método de cédlculoc de Kakade et al.
(8). no existe diferencia significativa respecto al ta-

mario de particula.



IX.1.3 EFECTO DEL SOLVENTE

Los valores con menor significancia P por am-
bos métodos de cdlculo (0.0001 ambas, Tablas 1 y 5), es
la referente al solvente. Encontramos gque el buffer 7.6
obtuvo mayores valores en porcentaje de inhibicidén vy
UTI. Estos resultados se encuentran en contraposicién
con lo reportado por Kakade et al. (8) en la soya,
quienes en un principio utilizaron Buffer de fosfato pH
7.6 (10). El buffer en el frijol puede tener un efecto
de cosolubilidad con respecto a 1los inhibidores de
tripsina, pues en aguas de lavado de diferen tes tipos
de soya cruda, el pH se encuentra entre 6.3 y 6.8 segin
io reportado por Rackis et al. (46). El pH del sol-
vente NaOH, fue siempre ajustado a 10, lo cual es leja-
no al pH de 6.8. Este pH (10.0) es el recomendado por
Kakade et al (9), quienes recomiendan que con una solu-
cié de 0.01 N de NaOH, el pH debe encontrarse entre 8.4
y 10. Sin embargo este margen es muy amplio, por 1lc
cual se decidié escoger un limite. El1 pH 8.4 se encon-
traba cercano al Buffer de fosfato de 7.6,‘por lo cual
se escogié pH 10. Kakade et al. (9) encontraron valo-
res similares entre pH 7.6 y 8.4. Esto nos hace supo-
ner que un pH de 8.0 o 9.5 podria tener un efecto dife-
rente en la extraccidén de IT. Kakade et al. no hacen

mencioén respecto a este punto. Liu y Markakis (55) en
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la soya no encontraron diferencias entre agua, solucién de
NaOH 7.01N pH 10 y Buffer pH 8.2. Aungue en ese estudio
mencionan la aplicacién del método en otras leminosas, nc
se estudiaron el efecto de estos solventes en frijol negro
{Phaseolus vulgaris) ;: lo cual nos podria indicar que un
pH tan alto disminuyera la extraccién de IT, por efectos
de cosolubilidad, pues las aguas de lavado de varias legu-

minosas oscila entre pH de 6.3 y 6.8 (46).

IX.1.4 EFECTO DEL TIEMPO DE EXTRACCION

El tiempo fue otra variable en la cual se de-
terminaron diferencias estadisticamente significativas (Ta
blas 1.y 5) por ambos métodos de cédlculo, encontrandose va
lores a una hora de agitacién. Los valores menores para 3
horas de agitacién pudieron deberse a una incipiente desna
turalizacidén, oxidaciébn o factores fisicos, tales como una
velocidad de extraccién, con tendencia a valores asinté6ti-
cos después de una hora de extraccién. Kakade et al. (9)
sin embargo encontraron maximos valores para 3 horas de a-
gitacidn en muestras de soya. Por otro lado, en el pre-
gente estudio para 20 horas de agitacién los valores dis-
minuyeron, prueba que se realizdé para demostrar que la ex-
traccidn de IT tiende a valores asintéticos. Liu y Marka-
£is (56, no encontraron que tiempos mayores de 30 minutos
aumentaron la cantidad de IT en la soya cuando se utilizé
agua como agente extractor.
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IX.1.5 EFECTO DE VOLUMEN DE EXTRACCION Y DILUCION
Al observar los resultados, tanto por el mé-

todo de célculo de Cuevas y Cheyran, como el de Kakade et
al., (9), se observa que no existe diferencia significati-
va por efecto de volumen de extraccidén. Esto indica que
un mayor volumen de extraccién en la muestra cruda no re-
percute necesariamente en una mayor extraccién de inhibi-
dores. Es importante sin embargo, lograr un porcentaje de
inhibicién de un 40-60% de inhibicién para 1 ml de muestra
(8), por lo cual las muestras extraidas con 50 ml/g tuvie-
ron un factor de dilucién de 1 ml en 10 ml, mientras que
para las muestras extraidas con 25 ml/g el factor fue de 1
ml en 20 ml, para mantener las concentraciones de muestra
en ambas extracciones. Kakade y et al. (9) en 1974 extra-
jeron 12 en 50 ml, mientras que en 1969 habian extraido 1g
en 20 ml. En ninguno de 1los articulos se menciona algun
efecto, esto puede haberse debido a que, independientemen-
te del volumen de extraccién, diluyen la muestra hasta ob-
tener un 40-60% de inhibicién. Liu y Markakis (56) extra-
jeron 0.5g/50ml; luego diluyeron muestras con diferentes
porcentajes de inhibicién, encontrando que entre un 40 y
60% de inhibicién la desviacién estandar es +-3%. Esto
nog muestra la razén por la cual valores obtenidos sin es-
*a condicibén se encuentran muy desviados o perdidos. Es

por esto que estos autores unicamente toman una alicuota
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para determinar IT gque se encuentre dentro de este porcen-

taje de inhibicilidn.

Es importante mencionar que el factor de di-
lucién para la soya es de 1 ml en 50 y en algunos casos 60
ml (8.10), para lograr el porcentaje de inhibicién entre
el 40-60%. Esto nos demuestra que existe una menor canti-
dad de IT en el frijol que en la soya, pues a un mismo vo-
lumen de extraccién, en el frijol crudo se necesitd una

dilucién de 1 ml en 20 ml.

IX.1.6 EFECTO POR INTERACCIONES ENTRE VARIABLES

Hasta ahora se ha discutido el efecto de va-
riables por separado, sin tomar en cuenta que ciertas va-
riables, en conjunto pueden 1llegar a tener diferencias

significativas (ver Tablas 2,3,4,6,7,8,9).

Existen efectos significativos de interaccio-
nee para las variables solvente-dilucién por ambos métodos
de cédlculo, y al realizar el anélisis de diferencias de
medidas de Tukey, para encontrar s8i existe diferencia sig-
nificativa entre las combinaciones, se encontré que todas
fueron significativamente diferentes, y que por lo tanto
el valor con una mayor cantidad de IT es el mejor (mayor

extraccién de IT). El Buffer 7.6 con dilucién de 50ml/g
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arroj6 el valor mds alto de IT, y por lo tanto se observa
que s8i existe un efecto de mayor extraccién de IT utilizan
do una mayor cantidad de solvente respecto a la cantidad

de frijol.

Al analizar el efecto solvente-tiempo de ex-
traccidén (tabla PS) se encontrd que es una combinacién con
un valor pequefio de significancia P, y al llevar a cabo la
prueba de Tukey, (Tabla I7), se encontrdé gque en las prime-
ras dos combinaciones no existieron diferencias significa-
.tivas. Esto ocurrié para ambos métodos de cdalculo y los
valores mayores fueron para Buffer 7.6 con 3 horas y 1 ho-
ra, lo que nos muestra que utilizando Buffer, el tiempo de

extracciédn no tiene efecto.

En el método de célculo de Kakade et al. (9),
observamos diferencias significativas en 1o referente a
tamafio de particula-tiempo; sin embargo, no existieron di-
ferenciae significativas entre los primeros 3 valores, de
ias € posibles combinaciones, por lo tanto significa que
no es muy representativo, y atn mas si comparamos que con
el método de calculo Cuevas y Cheyran no existié diferen-

cia significativa.

Respecto al efecto de tres variables, la com-
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binacién tamafio—-solvente-dilucién, fue la tnica con dife-
renclias significativas por ambos métodos de calculo; no
existieron diferencias significativas entre los primeros 3
valores de las 28 combinaciones posibles al realizar la
prueba de Tukey. Estos fueron: 60 mesh, Buffer, 25ml/g-60
mesh, Buffer, 50ml/g-30 mesh, Buffer, 50ml/g. Observamos
que el solvente Buffer se encuentra en los tres tratamien-
tos, y pror lo tanto es significativo. Aunque en ambos mé-
todos de cdlculo los mismos tratamientos tuvieron diferen-
cias significativas, observamos que los resultados obteni-
dos por el método de cédlculo de Cuevas y Cheyran fueron
mayores, lo cual nos indica que probablemente en este caso
los cdlculos son mds confiables por tener una base matemé-

tics.

Al analizar el efecto de todas las variables
(Tabla No.8) sobre 1los IT se observa que hay diferencia
significativa cuando se calculan por el método de Kakade
et al. (9), no asi por el método de Cuevas y Cheyran. Es-
to muestra, que aunque exista una correlacién de 0.94 en-
tre ambos métodos, en el método de Cuevas y Cheyran algu-
nas variables en conjunto, tienden a anular diferencias
significativas, como por ejemplo la observada con las tres
variables anteriormente mencionadas, en la cual si existie

ron diferencias significatiwvas. Por el método de cédlculo
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de Kakade et al. (8), por estar basado en consideraciones
empiricas. podemos afirmar que las restricciones son meno-
res que en el de Cuevas y Cheyran, y por lo tanto si exis-
tieron diferenicas significativas. Al realizar la pruebsa
de Tukey se observa que no hay diferenclia significativa
entre los primeros 4 valores de los 16 correspondientes.
Dcs tenian tamafio de particula correspondiente a 30 mesh y
2 a 60 mesh; todos con solvente Buffer, 3 con diluciébén 1g/
50ml; 1 con dilucién 1g/25ml; 3 con trs horas de agitacién
Yy con un tiempo de agitacién de 1 hora. Analizando estos
resultados se observa que el tamafio de particula no tiene
efecto significativo y que utilizando Buffer con una dilu-
cién preferentemente de 50ml/g con 1 o 3 horas de agita-
cién, se encuentra un valor real de IT en el frijol negro
crudo. Esto significa que se obtienen los-valores mayores

de IT bajo estas condiciones.

Al tomar los valores obtenidos por el método
de cdlculo de Kakade et al. (89), y ser comparados en esa
misma investigacidén en 1974, observamos que los valores a-
qui reportados son mads altos, pues el frijol crudo obtuvo
15 UTI/mg aproximadamente, mientras que la soya cruda fue
de 110 UTI/mg. Era de esperarse estos resultados, pues al
calcular el porcentaje de inhlibicidén, este se fue de 1 en
10 para el frijol, mientras que para la soya cruda el fac-
~or de dilucidén es 1 en 50.
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Los blancos para cada alicuota (sin colora-
ciébn). llevados a cabo para anular algiin efecto de trans-
mitanccia no tuvieron efecto, por lo que se puede prescin-

dir de ellos, no asi en el frijol cocido.

IX.2 FRIJOL COCIDO

En el frijol cocido, por ser menores las concentraciones
de IT por desnaturalizacibén proteinica debido al efecto del
proceso térmico, se observaron resultados negativos, cero o
muy pequefios en todas las alicuotas. Esto se debe entre o-
tras cosas que a pequefias concentraciones el método no es
confiable, pues existe una competencia por el sustrato con o-

tras proteinas o péptidos (47).

El método de cadlculo de Cuevas y Cheyran no pudo utili-
zarse debido a que, tGnicamente 6 andlisis de los 48 obtuvie-
ron resultados. Existen dos posibles expllicacliones: a) el
método de Cuevas y Cheyran fue ensayado y propuestoc para soya
cruda y cocida, y no especificamente para frijol cocido; sin
embargo recordemos por otro lado que si fue funcional para
frijol ecrudo, debié serlo también en frijo cocido; y/o0 b) gue
el método de extraccidén y medicibébn de IT no es efectivo a ba-
jas concentraciones. Esta ultima, es mdas probable si tomamos

en cuenta los factores inherentes al método, como sistemas
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complejos no conocidos, con equilibrios desconocidos entre el
sustrato y otros inhibidores o péptidos libres que se afecten

a concentraciones de IT (46).

Por otro lado, los 6 andlisis en que se obtuvo resulta-
dos, no fueron de una misma muestra repeticibébn, por lo cual
no se puede esperar que estos resultados fueran especifica-

mente de un tratamiento.

Kakade et al. (9,10) condicionan el método, a que al to-
mar la muestra de 50 ml del agente extractor por gramo, ésta
debe diluirse en un factor D, en donde 1 ml produzca entre un
40-60% de inhibicién, para disminuir errores. Esta condicidn
no fue posible de alcanzar, aun tomando las alicuotas direc-
tamente (D=1), ni cuando se utilizé6 25ml de aéente extractor
por 1 gramo, ni cuando las alicuotas fueron de hasta 2.6 ml
al medir en el espectofotdmetro (alicuotas desde 0.2 hasta
2.8 en frijol cocido). Por lo tanto, observamos gque en el
frijol cocido existen cantidades insignificantes de IT, sien-
~do no detectadas por el método de Kakade et al. (9); vy que
los IT del frijol son labiles al calor. Los resultados de
cada muestra no muestran proporcionalidad directa al aumento
del tamafio de alicuota, al ser medidas en el espectofotdmetro
con respecto al aumento de IT. Unicamente en algunos casos
ge observdé proporcionalidad, pero siempre existieron valores
~légicos.
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Los valores negativos y cero fueron mucho més frecuentes
en el frijol cocido, 1o cual era de esperarse tomando lo si-
guiente: s8i en el frijol crudo, en donde la concentracidén de
IT es mucho mayor, se observé este fenbémeno en las alicuotas
pequefias (0.2 0.4 ml), mientras que en las alicuotas con ma-
yor concentracidén (2.0-2.2-2.4-2.6-2.8 ml) no fueron observa-
das estas desviaciones; en el frijo cocido, las concentracio-
nes de IT en las alicuotas mayores (1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8
ml) son muy bajas y por lo tanto eran de esperar estas des-
viaciones. Existe el efecto del blanco (coloreado), en el
cual la desviacién estandard fue de 2 unidades de transmitan-
cia; ademas, las alicuotas variaban en algunos casos desde el
blanco coloreado hasta la alicuota mayor (2.8 ml) en 2 unida-
des de transmitancia. La obtencién de resultados negativos o
cero puede ser debida al error experimental propio del método
Sin embargo, esto hace pensar que si son eliminadas las ali-
cuotas pequefias y se toman en cuenta uUnicamente alicuotas
desde 1.8 ml hasta 2.8 ml, la obtencién de valores 1ilégicos
puede ser disminuida. Sin embargo, en la alicuota mayor de
2.8 ml no se obtuvo ni del 40% de inhibicién, lo cual signi-
fica que los resultados no son muy confiables pues la desvia-
c1é4n estandard es muy grandde, como lo indica Liu y Markakis

(85).

Las muestras de 1 g diluidas con 25 ml del agente extrac
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tor NaOH 0.1 N, tuvieron mucha turbidez, lo cual fue un ele-
mento que 1nterfirié, atn teniendo blancos incoloros para
disminuir este error. ©Se sabe el efecto de estos compuestos
coloidales sobre los IT, pudiendo existir una adsorcidén de
los mismos, atn después de haber sido filtrados los tubos an-
tee de medir en el espectofotédmetro. Rackis et al. (46), tu-
vieron estos mismoa problemas de turbidez, tratando de elimi-
narlos con &acido tricloroacético, pero la mezcla tuvo una

disminucién en absorbancia.

A pesar de estos inconvenientes, se decidid6 realizar el
cdlculo por el método de Kakade y Col, con la aclaracidén de
que el método de Kakade tiene una base empirica y tomando en
cuenta que existe una correlacidén en el método de Cuevas y

Cheyran, pudiendo asi llegar a ciertas conclusiones.

IX.2.1 EFECTO DEL SOLVENTE DE EXTRACCION

El solvente ejerce un efecto significativo,
pero en este caso el NaOH tuvo valores mayores de IT y por
ende mejor extraccidn. Esto pudo deberse a que al utili-
zar el buffer de fosfato con D=1 existid una precipitacidn
probablemente de proteinas, por lo cual pudo existir una
adesorcidn de IT. Al agregar el acido acético para detener

la reaccién, el precipitado fue disuelto (ver Tabla No.10)
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IX.2.2 EFECTO DE VOLUMEN DE EXTRACCION

El factor de condicién de extracciédn tuvo e-
fectos significativos, encontrédndose que con valores de 50
ml/g de agente extractor, las concentraciones de IT son
mayores, lo cual nos demuestra que un mayor volumen de ex-
traccidén, permite mejor extraccibdn. Incluso tomando en
cuenta que al tomar una muestra con 25 ml/g y el factor de
dilucidén D=1 (igual que 50 ml/g), esperariamos mejores re-
sultados por existir una mayor concentracién de IT. Sin
embargo no fue asi, pudiéndose deber a que en el caso de
NaOH existieron problemas de turbidez que interfirieron en

la absorbancia (46) (Ver Tabhla No.10).

El término cocido puede crear confusién, por
lo cual se escogidé el método coccibébn de Mattson (57), con
el cual 98 minutos de cocimiento fue el indicado. Sin em-
bargo, aunque este frijol se deshacia con 1los dedos, al
probarlo varias personas del Instituto de Nutricidén de
Centro América y Panama con experiencia en coccién de fri-
jol, todas indicaron en que este frijol puede considerarse

como semicocido.

Este punto es muy importante, pues significa
que al analizar un frijol coclido al paladar, se esperarian

mayores problemas en la cuantificacién de IT por encontrar
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se éstos en menor concentraciodn.

Los valores aproximados para nuestro frigo.
coc.do fueron de 0.33 y 0.27 UTI/mg: estos valores fueron
.08 mas altos encontrados en esta investigacibén. Esto sig-
nifica que se tomaron los valores que obtuvieron mayores
UTI/ml, asumiéndose que son los valores “verdaderos”, por
ser tomadas las condiciones en las cuales existi6 una me-
Jjor extraccién de 1IT. Al comparar estos valores con los
de Kakade et al (9), observamos valores para la harina de
soya de tostada 1.9 hasta 6.9 UTI/mg, lo cual nos indica
una menor concentracién de IT en el frijol. Esto nos hace
suponer que los IT del frijol negro son mas lédbiles al ca-
lor que los IT de la soya, a pesar de su aparente simili-

tud en estructura quimica (27,41,42,43).

Un cocimiento de 4 horas para frijol, es su-
ficiente para sentirlo cocido al paladar, por lo cual es
de esperar una menor concentracidén de IT, y por lo tanto
las condicinrnes de porcentaje de inhibicién son mas difi-
Clles de obtener. pocr lo que el método de Kakade et al. (8"
no seria capaz de detectarlos por ser valores cercanos a 0

oli/mg.
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IX.2.3 EFECTOS DE MULTIPLES VARIABLES

Como indicamos anteriormente, el solvente
junto al factor de dilucidébn tuvieron efectos significat:-
vces como variables independientes, con valores mayores pa-
ra el solvente NaCH y 50ml/g. Por efecto de maltiples va-
riables la combinacién solvente-tiempo también obtuvo di-
ferencia significativa (Tabla No.ll), sin embargo al rea-
iizar la prueba de Tukey no existié diferencia significa-
~iva entre los primeros tres valores de los cuatro obteni-
ics. Esto quiere decir que aungque esta combinacibén ejerce
efecto significativo respecto a las demas combinaciones de

dos variables, su efecto es pobre.

Por otro lado, si analizamos el efecto multi-
ple de tres variables (solvente-dilucidén-tiempo) (Tabla Neo
.3), en donde existieron diferencias significativas, los
mejores valores fueron para tres horas, lo cual concuerda
por lo reportado por Kakade et &al. (9), que para soya co-
zida el tiempo de 3 horas era preferible para una mayor
extracciédn de IT. La dilucidén de 1g/50ml fue la mejor. a-

831 —~emo =21 solvente NaOH.

Otro efecto multiple de <tres variables fue
~amafio-dilucidén-tiempo (Tabla No.1l2) con diferencia signi-
~=+iva. Los efectcs de tamafio de particula v tiempo fue
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ron erradticos, pues existieron igual numero de valores pa-
ra 3 y 80 mesh. como para 1 y 3 horas, encontrando unica-
rente una diferencia clara en lo que respecta a la extrac-
~2:in. en donde los valores con mayor cantidad de IT fueron
vara 50 ml/g. Esto nos viene a confirmar que el efecto de

extraer con 50ml/g respecto a 25ml/g es mejor.

Al analizar el efecto de las cuatro variables
Takia No.14), el cual fue significativo. observamos que
.cs mejores valores fueron primeramente con NaOH 0.1 N,
~on dilucién de 50 ml/g y leve efecto de 3 horas. Aunque
estcs resultados no son muy confiables, por el hecho de
que no se cumple la condicién de Kakade et al, de que 1 mi
produzca un porcentaje de 1inhibicién de 40-60% como 1lo
mencionamos anteriormente, se observa una mejor inclina-
cion a la extraccién con 50 ml/g. Esto puede ser debidc
en parte a efecto de turbidez, cuando extraemos con NaOH,
vy en el caso de Buffer por efectos de precipitacién, ma-
yvyormente dados para 25 ml/g. El tiempo de 3 horas tuvo
valores de IT levemente mayores, 1lo cual nos indica una
tendencia a valores asintéticos cercanos a tres horas,
nientras que para el tamafio de particula no se muestra ma-
vor diferencia y por lo tanto esto quiere decir que la di-

ferencia entre 30 y 60 mesh no es muy significativa.
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Como se mencioné anteriormente, el efecto del
blanco (coloreado sin muestra), que es la base para reali-
zar los calculos, tanto de IT, como porcentaje entre un
mismo tratamiento (triplicado), variando asi los resulta-
dos. Esto pudo ser deblido a que, siendo el anédlisis basa-
do en una reaccién enzimdtica, la interaccién del BAPA con
ia tripsina, respecto al momento de agregar el &cido acé-
tico, puede tener efecto sobre el blanco o error propio
del método. Se llevé a cabo una medicién de los blancos
para obsevar este efecto, encontrando gque existieron varia
ciones de hasta dos unidades de transmitancia. Este efec-
to es menor importante para el frijol crudo, sin embargo,
tiene efectos en las alicuotas pequefilas (0.2-0.4-06); En
el frijol cocido puede llegar a tener influencias muy gran
des, pues incluso se encontraban valores de alicuotas con
valor cero o valores negativos, lo cual no es correcto. En
otros casos esta diferencia de transmitancia puede llegar

a ser la cantidad '"real" encontrada, 1lo cual es errdneo.

En el estudio de Ferndndez (8), se encontra-
ron valores de 4.05 UTI/ml, equivalente a 3.85 UTI/mg por
el método de Kakade et al. de 1868 (10). Estos valores
son muy altos en comparacién a los encontrados en esta in-
vestigacién. Fernadndez no cumplié la condicidédn requerida

para el método, pues la muestra de un gramo fue diluida en
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19 ml, para luego tomar 1 ml y nuevamente diluirla en 50
ml, lo cual debe hacerse siempre y cuando 1 ml produzca el
porcentaje de inhibicién adecuado. En esta investigacién,
una vez tomada la muestra de un gramo y diluida en 25 ml o
50 ml, se procedié a tomar las alicuotas directamente, y
aun asi no se logr6é la condicidén de porcentaje de inhibi-

cién.

Respecto a la tripsina utilizada de bovino,
Liu y Markakis (55) encontraron que ésta se ve afectada su
inhibicién a un pH alcalino, disminuyendo su inhibicién
respecto a la tripsina de porcino. Esto pudo haber afec-
tado los resultados, obteniendo valores un poco menores,

especialmente cuando utilizamos NaOH como agente extractor

En las tablas 15,16,17,18,19,20 (Anexos) ob-
servamos los resultados originales de UTI/ml en forma re-
sumida por triplicado tanto para el frijol crudo por el
método de Kakade et al, y Cuevas y Cheyran, y para el fri-
jol cocido por el método de Kakade tnicamente. Estos re-
sultados fueron promediados para llevar el andlisis esta-
distico por el método de Kakade. En 1lo que respecta a los
resultados de Cuevas y Cheyran, los espacios en blanco,
son aquellos valores, los cuales no pudieron ser calcula-

dos por la ecuacién diferencial. Encontramos las varia-
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ciones obtenidas en cada muestra por triplicado y por lo
tanto se puede observar como el método no es muy preciso

ni exacto.

Por Gltimo es importante mencionar que el
cédlculo utilizado en esta investigaciétn debe ser revisado,
pues existiria menor error experimental al utilizar una

sola alicuota con un porcentaje de 1inhibicién dado entre

un 40-680 (55).
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X. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de UTI por los métodos de
cdlculo de Kakade y col; y Cuevas y Cheyran son simila
res en frijol cocido (Phaseolus vulgaris) para todos -
los diferentes niveles realizados en esta investiga-

cién obteniéndose una correlacién de r2=0.94.

El solvente Buffer de fosfato de pH 7.6 es mas adecua-
do para la extraccién de IT en el frijol erudo, y NaOH

0.1 N es mejor para el frijol cocido.

El tamafio de particula entre 30 y 60 mesh no tiene ma-
yvor efecto en los resultados, tanto en el frijol crudo

como en el cocido.

En el frijol crudo 1 hora de extraccidn es adecuvada, -

mientras gque para frijol cocido 3 horas es preferible.

La mejor extraccién se obtiene con relacién solvente-
s6lido de 50 ml/g, independientemente del solvente ex-

tractor que se utilice, para frijol crudo y cocido.

La condicidétn de Kakade et al (9) de porcentaje de in-

hibicién, se puede cumplir utnicamente para el frijol -
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10.

crudo y no para el cocido.

Si existen valores diferentes en el blanco (colorea-
do), éstos deben promediarse y eliminar las alicuotas

pequefias gque puedan interferir o dar valores ilégicos.

El método de cuantificacién de IT no es confiable para

concentraciones bajas de IT.

Para frijol cocido deben tomarse alicuotas desde 1.8 -
hasta 2.8 para disminuir errores en la medicibén de

transmitancia.

El valor de IT en frijol cocido es cercano a 0.0 por -

lo cual, se deduce que los inhibidores de tripsina del

frijol comin parecen ser bastante ladbiles al calor.
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XI. RECOMENDACIONES

En el caso de encontrar valores perdidos, se debe pro-
mediar los blancos coloreados o utllizar el menor va-

lor de los mismos para disminuir errores.

Se deben eliminar 1las alicuotas pequefias en la medi-

cién de transmitancia.

Se deben realizar los calculos con una sola alicuota

qQue cumpla la condicién de porcentaje de inhibicién.

Se debe explorar la utilizacidén de otro método, como -
el fluorimétrico (53) que posee mayor sensibilidad que

el método de Kakade et a8l. (9).

Se deben obtener extractos concentrados para realizar
los andlisis y cumplir la condicién de Kakade et al
(9) de porcentajes de inhibicién, especialmente en fri

jol cocido.

Se debe llevar a cabo mayor investigacién en variables
(centrifugacidén o no centrifugacién del extracto, di-
ferentes pH de extraccidn, otros solventes para la ex-

traccién como agua y HCl 0.001 N, utilizacidédn de trip-
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sina de porcino en vez de bovino, reduccién el volumen
de mezcla de reaccién y el orden de adicién de la mez-

cla de reaccidén) vy evaluacidén de su efecto sobre el mé

todo utilizado.
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7  Se recomienda determinar los inhibidores de tripsina -

en frijol negro (Phaseolug wvulgaris) de la siguiente -

forma:
FRIJOL CRUDO
Preparar muestra
Moler a 38 o 60 mesh

Pesar 3-4 g

Diluir 1 g en 50 ml buffer de

fosfato pH 7.6

Agitar por 1 hora
en agitador magnético

CentrifugarISOOOO RPM/Bmin
Filtrar papel No.Z2
Diluir donde 1 ml produzca
40-60% de inhibicidn

(aprox. 1 ml en 10 ml)

Tomar alicuotas de 1.0, 1,2

1.4, 1.8

Ajustar el vol a 2 ml con
agua destilada

Adicionar 2 ml de tripsina

Calentar a !7 C los tubos

Adicionar 5 ml de BAPA

10 min después adicionar
1 ml Hac

filtrar y medir a
410nm

FRIJOL COCIDO
Preparar muestra
Moler a 38 o 60 mesh

Pesar 3-4 g

Diluir 1 g en 50Iml NaOH 0.01

73

(pH aprox 10)

Agitar por ! horas
en agitador magnético

Centrifugar 30080 RPM/Bmin

Filtrar papel No.2
Tomar directamente de la
muestra sin diluir
Tomar alicuotag de 2.0, 2.2
2.4, 2.8

Ajustar el vof a 3 ml con
agua destilada

Adicionar 2 m! de tripsina

Calentar a 37 C, y adicionar

1 ml Hac a los blancos sin
colorear

Adicionar 5 Al de BAPA

10 min después adicionar
1 ml Hac

filtrar y mediar a
410nm

Agitar,



A continuacién se recomienda tomar en cuenta las siguien

tes observaciones al método:

1.- S1 los blancos coloreados varian entre s8i, realizar un

promedio del duplicado o triplicado.

2.- En el frijol crudo no es necesario realizar blancos sin
colorear.
3.- 8Si existe turbidez en los tubos de frijol cocido, guar-

dar en el refrigerador por 24 horas, filtrar y medir.

4.- Si en el frijol cocido no se observa un aumento de absor
vancia al aumentar el tamafio de alicuota, debera tomarse
la muestra con mayor porcentaje de inhibicién y realizar

los célculos Gnicamente con esa muestra.

5.- La obtenciétn de valores errdéneos (menores de cero), in-

dica UTI/mg.
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XIIT. ANEXOS

TABLA No.15 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA EN FRIJOL
CRUDO EXPRESADAS COMO UTI/ml

METODO DE CALCULO: KAKADE Y COL (9)

TIEMPO SOLVENTE
DE EXT.
NaOH BUFFER
Factor de dilucién Factor de Dilucién
1g/25ml 1g/50ml 1g/25ml 12/50ml
1 HORA 29.863 11.29 27.08 : 29.04
24.85 22.78 12.56 35.90
30.27 18.92 22.29 30.22
3 HORAS 16.76 8.48 19.46 31.02
12.96 5.78 23.76 31.22
8.32 10.74 10.54 27 .44
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TABLA No. 16 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

EN FRIJOL CRUDO EXPRESADAS COMO UTI/ML

METODO DE CALCULO: KAKADE
TAMANO DE PARTICULA:

Y COL (9)
60 MESH

TIEMPO
DE EXT.

1 HORA

3 HORAS

SOLVENTE

NaOH

FACTOR DE DILUCION
1g/25ml 1g/50ml
16.24 19.980
18.94 24.88
19.32 22.42
16.84 11.31
19.37 11.66
20.45 13.72

BUFFER

FACTOR DE DILUCION
1g2/25m} 1g/50ml
26.89 23.49
28.72 23.62
27.75 25.49
27.64 27.60
32.99 28.02
30.756 32.04
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TABLA No.17 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

EN FRIJOL CRUDO EXPRESADAS COMO UTI/ML

METODO DE CALCULO: CUEVAS Y CHERYAN (50)

TAMARO DE PARTICULA: 30 MESH

TIEMPO
DE EXT.

1 HORA

3 HORAS

SOLVENTE

NaOH

FACTOR DE DILUCION

BUFFER

FACTOR DE DILUCION

34.
31.
45.

20.
16.
11.

12/25ml

99
46
91

01
58
97

12/50ml

15.73
26.29
20.86

17.62
11.94
13.42

1g/25ml

40.08
14.78
33.19

30.12
27.20

1g/50ml1

38.55
44.79
37.92

42.65
43.79
41.25
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TABLA No.18 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA
EN FRIJOL CRUDO EXPRESADAS COMO UTI/ml

METODO DE CALCULO: CUEVAS Y CHERYAN (50)
TAMANO DE PARTICULA: 60 MESH

TIEMPO SOLVENTE
DE EXT.
NaQH BUFFER
FACTOR DE DILUCION FACTOR DE DILUCION
1g2/25ml 1g/50ml 1g/25ml 1g/50ml
1 HORA 27 .29 28.97
32.23 27.76 40.73 33.04
34.49 23.92 39.99
3 HORAS 23.78 40.32
27 .45 44 .48 40.61
26.21 17.43 42 .96 46.53
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TABLA No.19 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

EN FRIJOL COCIDO EXPRESADAS COMO UTI/ml

METODO DE CALCULO: KAKADE Y COL (9)

TAMANO DE PARTICULA: 60 MESH

TIEMPO
DE EXT.

1 HORA

3 HORAS

SOLVENTE

NaQOH

FACTOR DE DILUCION

BUFFER

FACTOR DE DILUCION

1g/25ml

.60
.23
.01

.96
.99
.34

ONSE NN

1g/50ml

.71
.68
.26

.63
.36
.44

i WN b

1g/25ml

0.89
1.76
2.18

1.75
0.79
0.85

1g/50ml

.51
.89
.14

.63
.37
.16

A BN W
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TABLA No. 20 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

EN FRIJOL COCIDO EXPRESADAS COMO UTI/ml

METODO DE CALCULO: KAKADE Y COL (9)

TAMARNO DE PARTICULA: 60 MESH

TIEMPO
DE EXT.

1 HORA

3 HORAS

SOLVENTE

NaOH BUFFER
FACTOR DE DILUCION FACTOR DE DILUCION
1g2/25ml 1g/50ml 1g/25ml 1g/50ml
2.26 5.05 1.36 2.25
3.10 5.00 1.56 2.05
2.28 6.06 1.65 2.57
1.94 7.59 2.65 5.87
2.08 4.57 2.76. 3.71
2.00 5.06 2.56 7.16
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