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€l frijol es muy importante‘en la dieta de 1los pueblos de
América Latina incluyendo México, ya Que aporta un buen porcentalje
de la proteina que estos consumen ademas de una buena cantidad de
vitaminas vy minerales.

Este grano tiende a deteriorarse (endurecerse) con rapidez
cuando es almacenado en condiciones de alta humedad relativa vy
temperatura. Tal deterioro o endurecimiento se manifiesta durante
el proceso de coccion provocando que el grano requiera mas tiempo
Y energia Para su suavizacién ademads de perder muchas de sus
cualidades nutricionales. Debido a 1o anterior este frijol es
rechazado vy se pierde para consumo humano.

En nuestro palis este problema es muy serio, va que se dan en
forma natural las condiciones que provocan dicho fendmeno de
endurecimiento lo cual agrava la escacez del producto.

Los procesos fisico-quimicos involucrados en el endurecimiento
no son muy conocidos, sin embargo por microscopla de luz se ha
sbservads que durante la coccidn las células del cotileddn de un
frijol duro no se separan como en un frijol fresco sino que
Permanecen unidas por la lamina media, la cual permanece intacta.
Tales resultados se han interpretado como que el problema del
endurecimiento del frijol podria estar muy relacionado con tal
falla en la separacidén celular.

Este trabajo tiene como objetivo determinar la relacién
existente entre el grado de metilaciéon de la pectina (que es uno
de los constituyentes de la lamina media) y el endurecimiento de
frijol.

Para el trabajo se utilizaron 8 variedades de frijol Phaseolus
vulgaris que se guardaron a temperatura ambiente. El deterioro sa
realizé almacenando el grano durante 7, 14, 21 y 33 dias a 41°c Y

en una humedad relativa del 75 Z%.



El grado de endurecimiento se valord a través de cocciones a
los 45 y 90 minutos, realizandose la cuantificacion de textura
mediante un Instron. Se encontré que en general todas las
variedades se endurecen aunque no en la misma forma a medida que
el tiempo de almaceramiento es mayor.

Los resultados muestran ademas que el frijol al ablandarse
pasa por diversas etapas a distintos tiempos de coccidn, las
cuales se van modificando diferencialmente a medida aue va
aumentande su tiempo de almacenamiento. Los eventos de
ablandamiento qQue ocurren primariamente son los que en pPrimer
lugar se ven afectados.

Para determinar =i los aumentos en el tiempo de coccidn
estaban relacionados con la velocidad con la <que &l granc toma.
agua pPara equilibrarse con las condiciones externas de humedad &
con el contenido de humedad que alcanza en el almacén, se =siguis
la cinética de hidratacién del graro y se encontrd que en genaral
existe una relacidn exacta entre la velocidad con la que toma agua
en los primeros tres dias de almacenamiento y el deterioro que
sufren los eventos de ablandamiento que ocurren primariamente.

Se observé que tanto los niveles iniciales de metilacién de la
pectina como el grado de desmetilacién que sufre cuando el grano
es almacenado guardan una relacién inversa con la susceptibilidad
al endurecimiento que presenta el grano.

La actividad de la enzima pectinmetilesterasa que se registro
en el grano no parece guardar una relacisn exacta con el grade de
desmetilacidén de la pectina detectado.

Por lo anterior, del presente trabajo se puede concluir que la
desmetilaciéon de la pectina no contribuye en forma importarte en
el desarrollo del endurecimiente del grano a los niveles

alcanzados hasta este tiempo de almacenamiento.



1. INTRODUCCION

1.1 Caracter{sticas de las Leguminosas

Las leguminosas (Leguminosae) desde el punto de vista botanico
se pueden definir como; hierbas o plantas leXosas, con las raices
provistas de nudosidades, debidas a la simbiosis con bacterias del
género Rhizobiwn. Hojas generalmente alternas, compuestas,
estipuladas.

Flores cigomorfas o actinomorfas, normalmente hermafroditas.
CAliz de S sépalos., libres o soldados. Corola de S5 pétales libres
rara vez soldados, iguales o desiguales. Estamtwres 10, a veces mas
o menos, con los filamentos libres [ soldadoss Anteras
biloculares, de dehiscencia longitudinal. Gineceao sgpero,
uriicarpelar, unilocular, con uno o muchos onlog.

El fruto tipicamente es una legumbre o vaina, el cual es un
fruto seco, unicarpelar, dehiscente por las suturas dorsal vy
ventral con una o varias semillas. Este tipo de frutos no se
encuentra en ninguna otra familia de plantas por esa razdén a estas
pla&tas se les denomina leguminosas. La palabra leguminosa
proviena del latin leguminosus y éste de legumen legumbre.

Es una familia amplia que cuenta con mis de 550 géneros y unas

15,000 especies repartidas en todo el mundo. {Sanchez 1974)



1.1.1 Estructura del Grano

Se podria definir al grano como la semilla que se utiliza para
consumo alimenticio humano © de animales de granija.

€Caracteristicamente las zemillas de las leguminosas muestran
una forma mas o menos comprimida, su tamaRo por lo general va de
mediano a grande. Presentan una testa o cubierta externa de la
semilla dura, seca y usualmente lisa, el tamafo del embrion es
grande (Corner 1951).

En la semilla, que es el 4vulo maduro generalmente se apracian
dos estructuras muy conspicuas la testa y 1los cotiledones. La
testa, se encuentra rodeando a los coéﬁiedones y al embrion y
tiene como funcion primordial la proteccidn de este tltimo.

El embridn es una planta en miniatura que consiste en un eje
corto. La parte del eje arriba de los cotiledones es el epicotilo
o pldamula que'se convierte en la yema terminal de la pliantula. La
Parte del eje inmediata, es el hipocqtilo una regidn que da arigen
al tallo y sus ramificaciones. El hipocotilo se prolenga en la
base hacia la radicula que se convierte en la raiz primaria de la
rlanta.

Los dos cotiledones contiernen alimentc almacenado dque serd
usado por la planta joven, cuando empiece a crecer y bhasta qua
adquiera capacidad Para establecerse como un organismo
autotréfico.

El alimento almacenadoc en la semilla incluye protelinas,
carbohidratos y grasas, siendo las proporciones de estas 'reservas

variables de acuerdo con el grupo taxondémico. Las semillas de las



leguminocsas en general tienen un contenido alto de proteinas v
estan entre las principales fuentes de proteina vegetal.

Al cbservar a la semilla de frente se obsgrvan el hilio vy el
micropilo; el primero es una cicatriz que marca el lugar donde se
adhiere el funiculo a la placenta ¥ el segundo es una diminuta

apertura en la testa. (Fig 1.1}

1.2 Importancia de las Leguminosas

Desde el punto de vista econdmico las leguminosas son
importantes por Qque existen géneros <Que son cultivados por su
semilla comestible, como son "frijol" Phaseclus: “"haba" Vicia
fabas; “lenteja" Lens culinarissg tchicharo” Pisum sattvwn;
“garbanzo" Cticer arietinuwa; "Cacahuate" Arachis “ypcgeas ‘“sova "
Glycine max3 “"tamarindo” Tamartindus indica etc..Otras se utilizan
Para el forvraje como “alfalfa" Medicage sativa VY “tréobol"
Trifolium.

Para uso ornamental con comunes "el chicharo de olor" Lathyrus
odoratus y “Lupino” Luptnus.

Entre las semillas que son destinadas al consumc humano se
pueden diferenciar dos grupos, uno de los cuales son las semillas
que el hombre usa primordialmente por su contenido de aceite
(Siegel y Fawcet 1976) y otro que son aquellas que consume secas y
que son importantes en su dieta por su alto contenido protelco.
{Purseglove 1968).

Segun los nutridlogos, las leguminosas representan una importan
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te fuente de nutrientes para una gran proporcién de la raza
humana, incluyendo un aporte considerable de proteinas las cuales
son abundantes en lisina, el aminocacido limitante en cereales.
{Rockland y Radke 1981;.Sgarbieri y Whitaker 1982; Aguilera et «l
1986).

Se ha estimado (Rockland y Radke 1981) que la produccién total
de leguminosas incluyendo frijol seco, chicharos, frijol sova vy
cacahuates proveen al mundo casi de igual cantidad de proteina que
el trigo v aproximadamente el doble que el arroz o el malz.

Al mismo tiempo, las leguminosas aportan cantidades aprecia-
bles de energia a través ?e los carbohidratos, fibras, lipidos (én
el caso de las leguminosas aceitosas) minerales y vitaminas inclu-
vyendo niveles apreciables de tiamina, riboflavina y niacina.
Bressani y Elias 1974, 1978)

Un ejemplo claro de la importancia de las leguminosas y muy
especialmente del frijol se encuentra en los pueblcs de
Latincamerica. En estoz paisez el frijol Jjuega un Fapel
determinante en sus dietas ya que afrorta entre um 20 y S0 X de la
proteina que estoz consumen (Bressani et al 19613 Varriano-Matstaon
y Omana 1979) ademis son también una buena fuente de vitaminas
(Bretsani et al 1354; Bunnel e¢ al! 1965 ) vy minerales (de Moraes y
Arngelluci 1971).

Sin embargo a pesar de su enorme potencial, son subutilizadas
ya que un buen porcentaje de su Pproduccién e pierde para el
congumo humano.la pérdida se produce durante el proceso denominado
manejo postcosecha del grano el cual comprende las etapas de

produccién (cosecha), transporte, almacenamiento y distribucisén



(DAvila 1986) hasta llegar al consumidor. Durante cada uho de
estos pasos se va perdiendo un porcentaje que es variable, sin
embargo es en el almacenamienta cuando se produgen las pérdidas
mas importantes.

E=timacicnes que se han hecho a rivel internacional sohbre las
perdidas postcosecha, seffalan que en terminos generales se pierde
un S % de la cosecha wmundial de grancs, antes de llegar al
consumidor. Sin embargo la magnitud de las mermas varia de pals a
pals y de afio a affo, considerandose que en los paises subdesarro-
llados como en la India v en algunos paises de Amdrica del Sur vy
Africa, las pérdidas éon del orden del 30 v 40 % de 1la cosecha
anual de gramos y en algunas ocasiones pueden ser mayores
dependiendo de las condiciores climAticas que prevalecen durante y
despué¢s de la cosecha. (Morenc 1986)

Las causas principales que se han mencionado para esta enorme
pérdida que ocurre durante el almacenamientc son el atajque de
hongos, ikhsectos, roedores, pajaros, siniestros ¥ =ambios
fisicoquimicos (endurecimiento) los cyales son provocados
primordialmante por faltg de una infraestructura adecuada para
hacer frente a las condiciones ambientales o por falta de un buen
manejo de los recursos para almacenar los granhos (Davila 1986). En
aeste trabajo solo se tratan los aspectos de pérdidas del grano
causadas rFor el endurecimiznto

En el caso de los pueblos de America Latirma las perdidacs
causadas ror el endurecimiente del frijol constituyen un  problema
serio. Es dificil cuantificar el porcentaje de merma, sin embargo

en una encuesta realizada por el INCAP (1983) entre 323 granjeros



guatemaltecos, s¢ encontrd que el 10 ¥ de la cosecha de frijol de
ese pais se pierde a causa de problemas en la textura del grano.

En nuestro pais donde el frijol es tambiéen una importante
fuente de protelras se presentan mermas considerables en la
produccison a causs de problemas de endurecimiente. En México la
produccien anual de frijol enm el ale 1987 fue de 1,016,525
toneladas siendo los principales estados productores: Zacatecas
(37.2 %), Durange (12.9 %), Sinaloa {11.%9 X}, Chihuahua (7.34 %)
Navarit (4.85 %), Guanajuatc (3.61 %), Chiapas (3.21 %), San Luis
Potos: (2.07 %) y Veracruz (2.02 %).

A pesar de qQue no hay cifras oficiales ce estima Aque las
perdidas de tal produccién‘son del orden de 1las que se dan en
Guatemala ya que la infraestructura en cuanto al almacenamiento es
rFarecida, ademas de que en nuestro pals se dan también en forma
natural " las condiciones ambientales como son laz altas
temperaturas y humedades ralativas aue propician el fendmeno del
endurecimiento. Entendiende que la humedad relativa (H.R.)
repregenta la cantidad de agua en el aire expresada come
porcentaje, de la cantidad total de agua que ese aire puede
contener a la misma temperatura.

Ur frijol que es-almacenado en condiciornes de alta temperatura
y alta humedad relativa pierde calidad, sa endurece (Elias 1932;
Jones vy Beultar 1983). Estae provoca que el industrial v el ama dz
casa ocuper: mAS tiempo vy energla para suavizarlo. Ademas debido al
largo tiempo de coccion que este frijol requiere para ser
palateable sug niveles nutricionales soﬁ menores (Bressani et .al
1963; Sievwright y Shipe 1986). Por todo lo anterior este frijol
e% rechazado y se pierde para consumo humano.

=]



Esto es muy grave ya que dichas pérdidas, sumadas a las que se
dan en los demaAs paises acrecentan el problema de ,(la escasez de
alimentos, que en s!{ es el principal problema gque afrontan los

paises del tercer mundo.

1.3 Proceso de coceién

Aunque existen algunas leguminosas que se consumen inmaduras o
en estado fresco, la mayorla entre ellas el frijol se cosechan
maduras.-se secan aproximadamente a un 10 X de contenido de
humedad del granc y se almacenan en condiciones ambientales.

Posteriormente para su aprovechamiento tanto en la industria
como en la alimentacidn requieren de un tiempo de coccién para
suavizarse. Durante la coccien, el gramo ademis de ablandarse,
piaerde toxicidad, adquiere sahor agradable y se vuelve digerible.
(Stanley y Aguilera 19895)

En la literatura se ha propuesto que durante el proceso de
coccidr se produce la separacion de las células del cotiledon de
frijol. Tal separacién ocurre poraue la lamiha media ze solubiliza
lo que provoca una pérdida en la rigide=z de ta2l estructura. (Safa
Dedeh y Stanlay 1979%; Jones y Boulter 1983)

La lamina media es la estructura que mantiene las células
individuales juntas y rigidas, consiste en su mayor parte de
pectiﬁa que interacciona con iones calcio y magnesio, tal
interaccidn provoca que sea inscluble (Michiko 1987). La pectina
es un polimero de acido galacturénico parcialmente esterificado
con metanol.

10



Una posibilidad es que durante el proceso de coccidn los
cationes abandonen esta asociacion y sean quelados ¢ atrapados por
la fitina provecando la solubilizacion de la pectina v por ende la

suavizacien del frijol.

1.4 Fenémeno del endurecimiento

El frijol al igual que otras semillas de leguminosas presenta
una tendencia natural a envejecer. Una de las manifestaciones del
envejecimiento o deterioro es el incremento progresivo en la
dureza del grano (endurecimiento), el cual se hace evidente
durante el proceso de coccidon. (Elias 1982y Stanley vy Hohlberg
1987)

Se ha observade, sin embargo, que la velocidad con que se da
este fencmeno va a deperder tanto del tiempo de almacenamiento,
asl como de la temperatura y humedad relativa de la atmosfera en
que se encuentia almacenado. De tal forma que cuando el frijol se
almacena ern condiciornes de =alta humedad relat;va vy alta
temperatura se deteriora o endurece muy raridamente. (Stanley vy
Aguilera 19853 Hinks y Stanley 19863 Aguilera y Ballivian 1337)

Siendo mavor y en menor tiempo el deterioro cuande actuan .en
forma conjunta ambos factores que cuando actua cada uno por
sepatado, (Jones v Boulter 19383; Aguilera y Ballivian 1987). Un
frijol deteriorado es considerado duro, cuando el tizmpo que tarda
en suavizarse es significativamente mayor comparado con el de un

grano fresco o bien cuando no llega a cocerse.

11



Existen dos categorias en que se han clasificado los granos
duros: l)“ffijol de ciscara dura® , “"hard shell"” y 2)"frijol de
dificil coccion™ , "Hard to cook". (Stanley y Aguilera 1985)

Un “frijol de cascara dura" as aquel que debido a sus caracte-
risticas estructurales (tamafo y estructura del hilio, micrépilo y
taesta), (Deshrande y Cheryan 1986), no alcanza a hidratarse lo
suficiente para ablandarse durante la coccidn. Mientras que uno
que entra en la categoria de "frijol de dificil coccidn” a pesar
de que se hidrata convenientemente su tiempo de coccidédn es largo.

€1 endurecimiento acelerade del frijol esta acompafiado de
Cambios tante én su Composicion quimica come en sSu  estructura,
(Stanley v Aguilera 1985). Entre algunos de los constituyentes
quimicos que se ha planteado que se modifican durante el
almacenamianto del grano en condiciones adversas se encuentran
lipidos, proteinas, almidén, pectina, fitina, iones divalentes vy
Folifenoles etc.

Algunos autores han propuesto que las proteinas (Sefa-Dedeh v
Stanley 1979b7 Stanley y Hohlberg 1987), 1lipidos (Muneta 1964;
Priesttey y Leopold 1973; Stewart y Bewley 1990) y almidon
(Aguilera y Steinsapir 1985; SGtanley y Hohlbera 1987), sufren
modificaciones filsicas 6 quimicas en wun frijol endurecido. Sin
embargo las evidencias que aportan no son concluyentes en
demostrar que los cambios sugeridos realmente ocurren durante el
almacenamiento del granc en tales condiciones, o bien si son
producto de la presencia de hongos que se dasarrollan durante el
tiempo de almacenamiento o durante el progresoc de la metodologia

de cuantificacién empleada. Por otro lado si en verdad se
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presentan estas modificaciones no se ha encontrado su relacién con
el fendmeno dal endurecimiento.

Jones y Boulter, (1983) usando microscopia de 1luz observaron
que durante la coccion las células del cotiledon de un friijel durc
no sa& separaban como en un frijol fresco sino gue permanecian
Juntas unidas por la lamina media, la cual permanecta intacta.

Tales resultados se han interpretado como que el problema del
endurecimiento del frijol podria estar muy relacionade con tal
falla en la separacion celular. (Aguilera ot al 1986; Hincks y
Stanley 1986)

Debido a lo anterior las modificaciones que se presentan ey
moléculas que estan relacionadas directamente con la separacidén
celular como son la fitina, pectina, iones divalentes y polifeno-
les, han servido de base para la elaboracidn de varias hipdtesis
Que tratan de explicar el fenomenro.

Algunas de las moléculas que se ha planteado que pueden estar
involucradas en la disminucion de la separacion celular en un
frijol endurecido son los polifencles. Tales compuestos en la
actualidad han recibide una gran atencion debido a su  influencia
adversa sobre el coler, sabor y calidad nutritiva del grano.

Los polifenoles mAds comunes en las leguminosas son los taninos
y los flavonoides. Los taninos que parecean ser los nas
importantes, son productos metabdélicos normales, consistiendo de
compuestos fentélicos solubles en agua que tienen pesos moleculares
entra 500 y 3,000 daltones ¥y praesentan capacidad de precipitar
‘gelatinas y otras proteinas (Grupta y Haslam 1980). Por su parte

los flavonoides que son compuestos que presentan color, se
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encuentran presentes comunmente en 2 formas monoméricas la
catequina v la epicatequina.

Algunos autores proponen que los compuestos fendlicos podrian
influir en el endurecimiento del frijol por 2 vias. (Elias 1982)

Por una parte, proponen que la oxidacidon de polifencles de la
testa causada por la actividad de la enzima polifenolasa
provocaria un obscurecimiento y una mayor imparmeabilidad de tal
estructura. Se ha propuesto que esta mayor resistencia de la testa
al paso del agua podria estar relacionada con la dureza que
alcanza el grano durante el almacenamiento.

Por otro lado, se ha propuesto que 1los polifenoles estarian
involucrados en un mecanismo de lignificacicién 9que posiblemente
seria contribuyente en el proceso de endurecimiento del grano.
(Varriano-Marston et al 198%)

La lignina es una molécula de estructura variable que en
general presenta una estructura tridimensional que consiste de
cadenas cotrtas lineales entrecruzadas por uma gran cantidad de
cadenas unidas covalentementé. No posee carga, es insocluble y esta
ampliamente distribuida en tejidés de plantas.

La funcién de la lignina es la de disminuir la permeacion a
través dé las paredes celulares, impartir rigidez a los enlaces
entre las células y crear una estructura resistente a impacto,
compresion vy doblamiento (Sorkanen y Ludwing 1971).

Se ha planteado que los polifenoles por accién de la enzima
Peroxidasa, pierden un atomo de hidrégero de su  estructura y se
convierten en radicales libres. Los cuales se combinan al azar

formando largas cadenas de lignina. A medida que se van combinando
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los rndiéalcs libres pueden interactuar covalentemente con los
polisacaridos v proteinas presentes en las paredes celulares v la
lamina media (Blouin et al 1982), en un procese denominado
lignificacidn.

Algunos estudios previos.apuntan o sugieren a la lignificacién
comc un posible participante en el mecanismo de endurecimiento del
grano de frijol. (Muller 1967; Molina et al 1976; Whitmore 1978;
Hink y Stanley 1987).

Sin embargo, debido a que es relativamente reciente requiere
de mayor experimentacién principalmente en el area bioquimica ya
que la mayoria de los resultados obtenidos a la fecha, se basan en
observaciones al microscopio electrénico de aspectos estructurales
del grano.

Otra hipdtesis, quiza la mis apovada es la que propohe que el
Acido fitico (fitina) juega un papel primario en el fendmeno de
endurecimiento del grano de frijol, (Stanley vy Aguilera 1985).La
fitina, hexofosfato de mioinositol, ;; una molecula por medio de
Ia cual se almacera fosforo en todas las semillas de lezuminosas
(Cheryan 1920; Reddy &t al 1982 y Oberleas 1963). Su esztructura
altamente polar le corfiere la capacidad de ser un  poderoso
quelante natural de cationes mono y divalentes, (Lolas vy Markakis
1575 y kon y Sanshuck 1981). Esta hipétesis que tiene sus primeros
antecendentes en los trabajos de, Mattson, (1946) plantea que al
ser la fitina un quelante natural de catiornes divalentes, atrapa
ionicamente al Ca®* y M3'* de 1la lamina media, evitando que
interaccionen con la Peétinas que ahl se encuentran, durante el

almacenamiento del grano en condiciones adversas, la fitina es
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diminuida enzimaticamente por la fitasa lo que reduce su potencial
quelante dejando libres a los cationes divalentes y en posibilidad
deinteraccionar con la pectina provocando que su solubilidad sea
menor qua en @l grano no almacenado.

Esta menor solubilizacion de la pectina durante la coccion del
grano almacenade se ha planteado que es 1la responsable de la
restriccidn en la separacion celular del frijol duro y por lo
tanto de su falla para suavizarse.

Esta hipdtesis cuenta ﬁon muy convincentes evidencias a su
favor ya que algunos autores han demostrado que en un frijol duro
hay una diminucién significativa en el contenido de fitina del
orden del 35 7%, (Jones y Boulter 1983) respecto a un frijol
control. Bernal et al (1987) encontraron qQue la dismirucién es muy
rapida y ocurre tempranamente durante el almacenamiento. También
observaron que la fitasa una fosfohidrolasa que lleva a caboc la
hidrélisis de 1a fitina produciendo inositol y fosfato, se
encuentra activa.

Al mismo tiempo Kon y SanshuK (1981) reportaron que la fitina
esta muy relacionada con el tiempo de coccidn, wva que si a un
frijol control se le afiade EDTA o fitina su tiempc de cocciétn se
puede reducir. De igual forma (Moscose et ol 1984; Hincks vy
Stanley 1986) encuentran correlacion significativa entre el
contenido de fitina de frijol y su tasa de ablandamiento.

Sin e-bérgo, existen otros autores (Crean y Haisman 1963;
Rosenbeaum vy Baker 1969; Varriano-Marston et al 1931) que afirngn
que la fitina aunque disminuye en cantidad en un frijol duro no es

determinante en el endurecimiento. Ademis se ha observade que en

16



un estado de endurecimiento avanzado la relacion entre la textura
y el contenido de fitina en el grano ya no se presenta. (Bernal et
al 1987) '

Las divergencias'ven los resultados ep cuanto al papel de la
fitina dentro del endurecimiento del frijol nos demuestran que =as
un error tratar de explicar de una manera simplista en base a una
sola teoria este proceso bieldgico tan complejo

Da tal forma que aunque muchos investigadores hayan encontrado
correlacidn significativa entre la disminucidn de la fitina y el
endurecimiento, este parametro quizi explica solo una parte del

proceso del endurecimiento.

Una tercera hipotesis que esta muy ligada a las anteriores es
la que sa basa en las modiFicaci;anes de la pectina, la cual es un
constitgyente importante de la lamina media.

Jonaes y Boulter, (1983) reportaron que en un frijol que ha
sido almacenado durante algun tiempe en condiciones de alta
humedad v alta temperatura la pectina presenta un menor numera de
grupos metilo y una solubilidad mucho mas baja respecto a unm
frijol fresco.

Estos resultados se han interpretado como que durante el
almacenamiento ocurre una desmetilacion de la pectina provocada
por una hidrolicsis que puede ser alcalina, Aacida o enzimatica,
siendo las dos primeras poco probables ya que en la celula
normalmente el pH es constante.

Existe una enzima llamada pectinmetilesterasa que lleva a cabe
la desmetilacidn de la pectina liberando como productos metancl vy

protones. Podria ser que en tales condiciones de almacenamiento la
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enzima se activara provocande que en la pectina aumente el numeroc
de grupos carboxilos libres, los cuales a su vez pueden modificar
el namero de cationes divalentes (calcio y magmesio) en la lamina
media o bien la fuerza de la interaccion con 1los que va estan
unidos provocando con ello que sea mas dificil su salida de 1la
pectina. Lo anterior resultaria en una disminucién de la
solubilidad de la pectina y un aumento en el tiempo de coccion.
Esta hipdstesis resulta interesante para explicar la
restriccion de la separacion celular. Sin embargo esta basada en
muy pocos datos experimentales, los cuales no establecen si existe
correlacisn real entre el grado de metilacien y el tiempo de
coccison de grano, ya que podria ocurrir que 1la disminucidn del
ncmero de grupos metilos de la pectina que ha sido reportada fuera
un proceso que se lleva a cabo durante el almacenamiento, en
condiciones adversas, de manera paralela e independiente del
fenimeno del endurecimiento. Debido a ello, como una contribucion
al conocimiento de este fendmeno, se investige si el proceso de
desmetilacién de la pectina interviene en el deterioro (dureza)-
del grano. Para ello existe la necesidad de seguir la cinetica de
endurecimiento del frijol almacenado en condiciones de alta
fwmedad relativa v alta temperatura y al mismo tiempo analizar 1la
* pectina, en cuanto a su composicion de grupos wmetilos;, v la
actividad de la enzima pectinmetilesterasa a medida qQue el frijol
se va haciendo mas duro. Esperindose que si existe relacion entre
ellos, entonces a medida que sea mayor el endurecimiento,
disminuira proporcionalmente el grado de metilacion de la pectina

y consecuentemente la enzima pectinmetilesterasa estara activa.
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Al mismo tiempo los resultados que se obtengan con una
variedad de frijol sera necesario compararlos con los de otras
variaedades para ver €i €5 0 N0 un mecanismo comin el 4que se

presenta durante el endurecimiento.

19



11. OBJETIVOS

Para probar la hipotesis anterior, se sugiere la realizacidn

de los siguientes objetivos:

1.-Obtener frijol de distintos tiempos de almacenamiento en
condiciones de deterioro acelerado y determinar su cinética de
hidratacion en'el almacén.

2.-Realizar cocciones para cuantificar el grado de dureza
alcanzado por el grano a los distintos periodos de almacenamiento.

3.-Cuantificar la actividad de la enzima pectinmetilesterasa
en frijol control vy a los diferentes tiempos de almacenamiento.

4.-Obtener pared celular de frijol con diferente grado de

dureza y cuantificar su grado de metilacion.




1. MATERIAL Y METODOS

3.1 Reactivos

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron reactivos de

grado analitico.

3.2 Equipo

A continuacidn se enlista el modelo y marca del equipo
utilizado en el desarrollo del presente trabajo.

Centrifuga refrigerada MSE LR-6, Centrifuga clinica IEC HN-S,
Centri fuga Beckman J2-21, rotor JA20, Espectrofotimetro UV)VIS Pye
Unicam SP6-550, Homogeneizador Politron Kinametica GMBH, Homogenei
zador Ultraturrax Ika Werk, Estufas con circulacion de aire forza-
do Felisa, Balanza analitica E.Mettler H6, Balanza granataria.
Incubadora agitadora de temperatura controlada, sonicador,
Potenciometro Conductronic digital, Plato 9giratorio Thermolyne
tipo 1000, Molino de café Coffret de Moulinex, Cromatdgrafo de
Gases Varian Modelos 1400 y 2700, Texturdmetro Universal Instron

modelo A-1022.



3.3 Material Bioldgico

En la realizacidén de este trabajo, se utilizd frijol Phaseolus
vulgaris de las variedadesr: Michigan 800, Bayo 400, Cacahuate
Jalisco, Pinto Nacional, O0Ojo de Cabra, Negro Jamapa, Negro
Huasteco y WNegro Veracruz, cosecha 1986 que se obtuvo del
Laboratoric de Fitopatologla del Instituto de Biologia de la UNAM.

El grano se guardS en el laboratorio a tesperatura ambiente,
en frascos de vidrio cerrados hasta su utilizacién.

Para el desarrollo del trabajo se utilizaron dnicamente granos

qua por inspeccidn visual no presentaban dafio aparente.

3.3.1 Caracteristicas del material bioldgico.

En el presente trabajo era conveniente wutilizar material
biolégico homodéneo en cuanto a su carga gendtica & historial
agrondmico. Debido a ello se utilizaron variedades de frijol aque
fueron cultivadas especialmente para el proyecto que desarrollan
en colaboracién el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de
Picologia v el Departamento de Biosuwmica de la Facultad de
uimica, amboas de la U.N.A.M.

€l granc fue cultivado en terrenos del estado de Guerrero en
un mismo clima, suelo, con los mismos fertilizantes y regado con
1a misma cantidad de agua etc. por lo que las variaciones que se
pPudieran presentar entre las variedades deberan ser producto de
las caracteristicas gendticas de cada una de ellas y no de

variaciones a nivel ambiental.




3.4 Deterioro del grano.

Para deteriorar el frijol se colocaron 5 gramos de cada
variedad en cajas Petri de plastico de 8.7 cm de diametro, con
perforaciones, las cuales se metieron en una caimara de deterioro.

La cémara consiste en una caja de plastico transparente de 3%
X 25.5 X 13.5 cm en la cual se pone 1 litro Qe una solucidn
saturada de cloruro de sodio {(comercial), para mantener en su
interior una humedad relativa del 75%. Dentro de  la camara se
coloca una base de plastico con perforaciones sobre la cual se
colocan las cajas de Petri, esto con el fin de evitar que 21 grano
se empape con la solucidn salina.

La camara perfectamente cerrada se colocd en un horne =&
circulacién forzada de aire a temperatura constante de 41 °C
Estas condiciones de temperatura y humedad relativa se wutilizaron
Porque no permiten el desarrollc de hongos y con ello sa =vite la
existencia de variables ajenas a nuestro sistema de trabajo.

Los granos se dejaron en la clmara durante 7, 14, 21 vy 33
dias. A los tiempos indicados se sacaron las muestras y se
guardaron en frascos perfectamente cerrados en una temparatura de

-20%¢c

3.5 Determinacidn del tiempo de coccidn del grano.

Para determinar el tiempo de coccidn de las diferentes
variedades de frijol a los distintos dias de deterioro se siguio

1a siguiente metodologia.



Para el frijol control, se colocaron 240 gramos en una olla de
peltre con 2 litros de agua bidestilada hirviendo: durante el
tiempo que dura la prueba el volumen se mantierne constante
afadiendo agua hirviendo.

El frijol fue dividido en 12 grupos de 20 gramos cada wno vy
metido en bolsas de gasa. A los 45 minutos de coccidon se sacaron 3
bolsas (60 gramos) de frijol y se empagquataron herméticamente en
bolsas de plAst;co. Lo anterior se repiti¢ para 55, 65 y 90 minutos
de coccidn.

Esta cinética de coccidon se realizé para conocer cuales
tiempos de coccisn eran los apropiados para observar cambios

estructurales aparentes en el grano. Ademias de cuantificar las

velocidades de coccién del grane fresco de las distintas
variedades.

Para los granos con 7, 14, 21 y 33 ditas de almacenamiento sce
colocaron sélo 6 bolsas con 20 gramos de frijol cada wuna (120
gramos} pues se hicieron unicamente 2 tiempos de coccion 45 y 90
minutos, repitiendose exactamente lo que se hizo con el grano
controlk.

En todos los casos, la dureza al corte (cuantificacion de
textura) fue determinada en un Texturdmetro Universal Instron
ﬁodelo A-1022 equipado con un transductor de compresién de 500 &g
vy como accesorioz la celda Kramer cuyo rango era de S a S00 Kg de
fuerza, la cual era calibrada en la escala mis pequeffa con una
Pesa de T Kag .

Para cada cuantificaciéon se utilizaron 20 g de frijol cocido,

tal cantidad de muestra fue la que mostrd wmenor vVariacidn
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experimental en un estudioc previo en el que se fue variando 1la
cantidad de friljol.
En todos los casos el tiempo transcurrido entre las cocciones

y la cuantificaci¢n de la textura no excedi¢ las 2 horas.

3.6 Determinacién del contenido de humedad durante el

almacenamionto.

El contenido de humedad del grano de frijol se determind por
el método de secado en estufa de circulacién de aire forzada
propuesto por el Departamentc de Agricultura de los Estados Unidos
U.5.D.A (1979).

El cual consiste en secar muestras por duplicado de S5 a 10
gramos de frijol en una estufa con circulaciédn forzadade aire a
103°C por 72 horas. El porcentaje de humedad se expresa con  base

al peso humedo del granoc.

3.6.1 DeterminaciSn del contenido de humedad en equi-

librio con la humedad relativa de 75 X .

Fara este método se requiere contar con cajas de metal con
tapa de S cm de diimetro con peso constante conocido. Para
determinar el peso constante de estas, las cajas se metierorn a la
astufa a 100°C duranmte 3 dias al término de los cuales se cacarcn
y se enfriaron durante 25 minutos én un dese;ador Para que no se

hidrataran. Ya frias se pesaron tomindose lectura hasta milésimas



de gramo.

Posteriormente se volvieron a meter a la estufa y a los 2 dlas
se volvieron a pesar, este procese tse repitidé I veces, consi-
derindose qua las cajas estaban a peso constante cuando las
lecturas se repetian .

En cada una de estas cajas, se colocaron 5 gramos de frijol
fresco de cada variedad anotiAndose su pesc en conjurto Y
considerandose como el tiempo cero de hidratacion. Las cajas
destapadas se metieron a la cAmara gque se usé en el deterioro. Las
cajas y su contenido se pesaron a los 1,2,3,5,7,9 v 14 dias, para
ello en cada ocacidn las cajas se cerraban vy se met{ian a enfriar
en un desecador por 25 minutos, esto era con el fin de evitar que
el grano tomara humedad en condiciones diferentes a las que se
encontraba en la cAmara.

Después de l? lectura de los 14 dias se determind el peso seco
del grano de frijol, las cajas con los granos se pusieron en la
estufa a 100°C durante 72 horas, al términe de las cuales se
pasaron de la misma manera que se menciona arriba.

Enseguida se volvieron a meter otras 48 horas a la estufa y se
paesarcon. Esta operacidn se realizd tantas veces como fue necesario
para que la lectura fuera constante, considerandose que esto
ocurria cuande el frijol se encontraba a peso seco constante.

A partir de estos datos y con la siguiente relacion se obtuvo

la velocidad d= hidratacién para cada una de las variedades.

% de Hidratacien = ——g—-g— % 100 -100



donde: A = Peso de caja + Frijol humedo a los distintos
distintos dias de almacenamiento.

B = Peso de caja
C = Peso de caja + frijol a peso seco.

Los datos reportados en este trabajo son el promedic de 2

repeticiones independientes hechas por triplicado.

3.7 Obtencion de Harina de Fri jol.

Para obtener la harina de frijol, S gramos de cotiledonaes
provenientes de grano control & de deteriorado, se molieron dos
veces en uh molino de café durante 1S segundos con intermediosz de
5 szegundos. La harina obtenida se guardd en el refrigsrador a
-20°C en frascos viales rar fectamente cerrados hasta su

utilizacien.

3.8 Actividad de la Enzima Pectinmetilesterasa.

La actividad de 1la Pectinmetilesteraza se determind por
potenciometria (Kertez,1937; Lee y Mcmillan,19€8). La cual esta
furdamentada en la cuantificacidn de la disminuciéen de pH de una
solucion de pectina provocada por la actividad de 1z enzima pectin

metilesterasa.
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3.68.1 Obtencisn del extracto enzimitico

Para obtener el extracto enzimitico, 0.5 9 de harina de fri-
jol fueron colocados eri un vaso de precipitados de 25 ml, se le
affadi®d 20 ml del buffer de extraccién (tris 0.1 M pH 9.0 NaCl 1.5
M y CaClz 0.05 M ). Se agitd por | hora en un plato giratorio a
4°C y posteriormente se centrifugd a 12,100 x g durante 10 minutos
a una temperatura de 4°C . El precipitado se desechd y el
sobrenadante después de medir su volumen se conservé en hielo
hasta la cuantificacion de la actividad enzimitica.

En ocasiones la medicion de la enzima no se hizd
inmediatamente sinoc hasta 24 horas después, en ese caso el

extracto enzimatico se congels a -20°C .

3.8.2 Actividad Enzimética

Para determirar la actividad enzimatica sobre un Plato
giratorio se colocd un refractario de 21 ¥ 20.5 . %X S cm con agua a
temperatura constante de 39°C Dpentro del Pefractario ¥ sostenido
polr P1nzas para bureta sa colocd un vaso de precipitados de 30 ml
que contenfa 25 ml de urna solucién de pectina al 0.5 % con NaCl
0.15 M .

Tanto en el refractarioc como en el vaso de precipitados se
colocaron agitadores madnéticos de tamafios apropiados pPara que el
agua homogeneizara su temperatura y que la mezcla de reaccion
tuviera una agitacion constante y uniforme .

Se midid el pH inicial de la pectina, asi como el que alcan-

zaba al affadirle 1.7 ml del extracto enzimitico, este dltimo pH
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casi siempre fué de 7.4 que esta dentro del rango de pH optimo
(7.2-7.8) de la pectinmetilesterasa (PME) (Hagerman y Austin, 1986},

Se toms como pH del tiempo cero, el que alcanzaba la pectina
al aBadir la enzima y posteriormente se siguid la variacisn de pH
cada 5 minutos durante 30 minutos.

Urna buena agitacién fue muy importante para que fueran
rapidamente evidentes los cambios de pH que se generaban.

La capacidad amortiguadora del ensayo enzimatico fue
determinada mediante una curva de disminucién de pH provocada pot
la adicidn de cantidades conocidas de “O-

Una unidad de PME se definié como:

1 U. dePME =1 mol de H'generados/mg de Prot./60 minutos.

3.8.2.1 Determinacién de Protefna

Para determinar la cantidad de proteina en el extracto enzi-

matico se utilize el método de Lowry et al, 1951.

")

Los datos reportados son el producto del promedic de

repeticiones independientes hechas por triplicado.

3.9 Obtencidn de Pared Celular.

Fara obtener la rared celular se colocaron 1.5 g de harina de
frijol en un tubo de plastico de 2.7 cm de diametro, se le ahadio
12 ml de buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4 con NaCl 2 My 9 mM de
Mercaptoetanol este ultimo se adiciona en el momento de usarse. Se

homaogenaizd por 60 segundos en el Ultraturrax a maxima | velocidad,
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centrifugindose posteriormente a 3,000 r.p.m durante 10 minutos.

El sobrenadante te deseché v la pastilla se resuspendis en un
volumen similar de buffer. Nuevamente se centrifugs vy se desechs
el sobrenadante.

La pastilla asi cobtenida se lavéd 2 veces con S5 ml de acetona
cada vez vy 1 vez con eter, las lavadas fueron con el fin de
eliminar el exceso de material intracelular. Después de <cada
lavada se centrifugd de la misma manera arriba mencionada.

La pared celular cbtenida se puso a secar por 48 horas en la
estufa a 40°C
De esta forma se obtuvo por triplicado la pared celular de las

diferentes variedades a los diversos dias de deterioro.

3.10 Cuantificacién del Grado de Metilacidn de la Pectina.

Para cuantificar el contenido de grupos metilos de la pectina
de la rared celular de 1las distintas variedades de frijol se

siguid la técnica de McFeaters y Armstrong (1334).
3.10.1 Hidrolisis alcalina de la pared celular.

Debido a que @1 metancl no se encuentra libre (en forma
volatil) sino esterificando a la pectina; para poder cuantifi-
carlo, fué necesario liberarlo de esta asociacion por ello se
efectud la hidrolisis alcalina de los 9rupos metilos de este

‘co-puesto de la pared celular.

30



Se pesaron 200 mg de pared celular y se cnlocaron en un frasco
vial al que se le aMadieron 1.7 ml de Ha0 y 0.3 ml de NaOH 1M, se
tapé perfectamente, se sonicé por 4 minutos y se dejo agitando
toda la moche (16 hbras) a 25°C . €1 ultrasonido se utilizé con el
objeto de romper estructuras y facilitar la exposicion de 1las
grupos carboxiles esterificados con metanol a la accion
desnetilante‘de la sosa.

Al dia siguiente se preciritaron las protefnas del hidroli-
zado aRadiéndole 0.4 ml de una mezcla fosforico-férmico que
estaban en proporcion 3 a 1 vy se centrifugd a 12,100 x g por 10
minutos a 4°C .

La centrifugacidn a 4°Cc  fue para evitar que el metanol
producido en la hidrélisis alcalina se escapara.

Se debe seMalar que con la precipitacién se legréd gque el
hidrolizado se aclarara un poca ya que originalmente se encontraba
muy turbio. .

La pastilla se deseché y el sobrenadante ce invecte caz:

inmediatamente al cromatégrafo de gases.

3.10.2 Andlisis Cromatografico

La cuantificacion de 1los productos obtenidos durante la
hidrolisis alcalina de la pared celular se hizo por cromatoarafla
de gases.

Para ello se utilizd una columna de acero inoxidable de 6 pies
de largo X 1/8 pies de diametro con Carbowax 20M al 10 X sobre

Chromosorb W H P 80-109.



Primero se buscaron las condiciones en las cuales en nuestra
columna se separaran apropiadamente, el wmetanol de 1los demas
componentes Qque se pensaba eodrian estar presentes en el
hidrolizado como el etanol y otros compuestos volatiles.

Se ancontrd que con temperaturas del detector a 200°C, el
inyector a 150°C y la columna a 60°C, se podria separar en forma
aceptable.

Es decir en esas condiciones cada uno de los compuestos tiene
un tiempo de retencidn caracteristico que no se sobrepone con
ningdn otro v que es reproducible si se mantiemen las condiciones
constantes. De esta manera se determind el tiempo de retencidn del
metanol el cual es muy importante para su reconocimiento entre los
Picos que resultan en un cromatograma de la muestra. (McNair 1981)

En cromatografia de gases es recomendable inyectar volumenes
pequefos de muestra de 1 a 3 yul . De esa forma se hizo la curva
Patron de metancl inyectando de 1 a 3 wl de uwna scolucicen de
metanol al 0.1 X%. Sin embargo se tuvieron que inyectar hasta Sul
de nuestro hidrolizado debido a las concentraciones tar bajas de
metanol Qque se tenian.

Hay que aclarar que debido a esto y a que en ﬂuestro sistema
existe una gran cantidad de compuestos organicos como grasas,
carbohidratos, etc. se tuvierorn muchos problemas con la columna la
cual se ensuciaba muy rapidamente v se tapaba por lo que era
rreciso cambiarla por una nueva.

Fue por ello que se penso en agregarle una precolumna de 12.85
cm de largo con OV 101 al 3 % en la parte del invector que era

geaneralmente la que mayor problema presentaba. La precolunna
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aunque no es usada pPara este tipo de columnas tuvo aparentemente
un buen resultado ya que por una parte la columa no se volvid a
tapar (aunque segulia ensuciandose) y por otra no se &afectod 1a
eficiencia de la columna.

Las muestras inmediatamente obtenidas se inyectaban, haciendo
Previamente en cada ocasiéon la qurva patron de metanel, de esta
manera se c;lculaba la concentracion de este alcohol de azuerde a¥
las condiciones de la columna en ese momento .

La cuantificacion del metanol de la muestra se hacia &n base a
la curva patrdn de metancl comercial en la cual se relaciona la
cantidad de metancl inyectada con el irea bajo la curva obtenida.

En el cromatograma de la muestra el metanol era reconccido
entre los demas picos en base a su tiempo de retencion.

En el diaarama 3.1 se muestra en forma esquematiza las
diversas determinaciores practicadas al.grano de frijol gzra el

legro de los eobjetivos planteados en este trabajo.
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IV.RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se plantearin en dos partes: la
primera de las cuales abarcara el efecto del almacenamiente en la
textura del granc y la siguiente los experimentos biogquimico-

fisioldgicos llevados a cabo en el grano almacenado.

4.1 Efecto del almacenamiento sobre la textura del frijol.

El frijol cuandc es almacernado en condiciones adversas se
detariora (Hincks vy Stanley 19863 Aguilar y Ballivian 1987;
Stanley y Hohlberg 15987). El1 arada de dqter:oro que  alcanza
depende del tizmpo de almacermamiento azi como de la temperatura vy
de la humedad relativa an el almacen.

Esta perdida de calidad del frijol se manifiezta durante el
praceso de coccion. El grano almacenado requiare de mayor tiemeo
de cocciorm para suavizarse que el requerido por un frijol que no
ha £ido almacenado. D= tal suerte qQue un parametro para estimar el
deteriore que sufre el grano durante su  almacenamiento es
detarminar la testtura del grano durante la ceccidnr la cual refleja
su grado de dureza.

Er @1 desartollo de este trabajo experimental se wutilizéd
frijel con diversos grados de deterioro, el cual se obtuve almace-
n;ndo el grano durarte 7, 14, 21 vy 33 dias a #4°C y 75 % de

humedad relativa.
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Para cuantificar el grado de deterioro de cada una de  las
variedades utilizadas a los distintos dias de almacenamiento se
determind la textura del grano a 2 tiempos dea coccién 45 y 90
minutos. Tales tiempos fueron escogidos Forque en un  experimento
previo de cinética de coccidn, se encontrd que a lo largo de 120
minutos de coccién el ablandamiento del grano era monotdnico.
{Quiroz, R. 1989}

La textura del granc o grado de ablandamiento a los dos
tiempos de coccidn utilizados fue cuantificada como la fuerza en
Kilogramos requerida para romper una cantidad conocida de granc vy
10s resultados reportados come el grado relative de dureza (GRD) .
Este es el cociente resultante de dividir la textura jque presanta
el frijol cocido durante un tiempo dado a cualquier perlodo de
almacenamizsnto entre la textura que presenta el grano cocide al
iniciarse el tratamiento es decir al tiampo cera de
almacenamiento.

La textura del grano al tiempo cero de coccidn ne se pudo
cuantificar debido a qQue la fuerza reguerida para romperlo era
mayor a la capacidad de la celda dispomible, su valor fue
caleulads por extrapolaciédn en las graficas de textura contra
tiempo de cozcion.

Las graficas que se obtienen en el Instron, wutilizando 1ta
celda Kramer reprasentan la fuerza que hay que aplicar al grano
para romperlo. Observando estas graficas se pueds apreciar que en
algunas de ;as curvas, la minoria, se dibujan claramente 2 picos
mientras que en la mayérla se presenta un solo pico bien definido

Yy posteriormente un gran abultamiento al fimnal, 1lo anterior se
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ejemplifica para amlgunas variedades en la fig. 3.1 (a y b).

Este tipo de comportamiento también =e ha observado cuardo 1la
textura del grano se determina en el frijol wutilizando un

penetrémetro y se ha interpretado como que el primer pico

corresponde a la resistencia a la rFenetracion de la estructura del

grano dada prihcipalmente por la testa y la pared celular mientras
el segundo pigo, corresponde a las propiedades reoldgicas del
frijol como seria la viscosidad del almidén y otros constituyentes
intracelulares. (Hincks y Stanley 1986)

Otros autores rroronen que el primer pico corresponde a la
oposicidn de la testa a la penetracidn y el siguiente pico a 1la
opesicién del cotiledén y del resto de la testa. (Hincks y Stanley
1986) .

En este trabajo se decididé analizar los valores de textura en
relacidn con el almacenamiento considerando unicamente el primer
pico de la grafica (fig. 3.1) gernerada er el Instron, debido a que
Voisey y Larmond (1971) encontraron que existe una gran
correlacién entre el primer pico vy el é}ea bajce la curva de las
graficas gemreradas en tal instrumento de cuantificacidn de
textura.

El canbio en el agrado relativo de dureza (GRD) de lac
diferentes variedades a los distintos dias de almacenamiento
aparece en las figuras 3.2 y 3.3. Los resultados representan la
textura alcanzada por el granoc a los tiempos de coccién de 45
(Fig. 3.2) yv 90 (fig. 3.3) minutos y son el resultado del promedio

-

de una cuantificacidn hecha por triplicado.
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relativa de diversas variedades de fri jol.
El almacegamiento del grano se hizo hasta 33
dias a 40 Cy 75 % de humedad relativa. El

grado relativo de dureza (GRD) se obtuvo
dividiendo 1a textura del granc con 4%
minutos de coccidn a cualquier tiempo de
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Fi19. 3.3 Efecto del Almacenamiento en la dureza relativa
de diversas variedades de frijol.
El almacenamiento del agraro se hizo hasta 33 dias a
40°C y 75 % de humedad relativa. El grado relative
de dureza (GRD) =ze obtuvo dividiendo la textura del
grano con 90 mirutos de coccidn a cuzxlauier
tiempo de almacenamiento entre la textura del granc
fresco al mismo tiempo de coccidn. En todos los
casos la textura se registrd en un Instron.

Las variedades estan agrupadas por color:
A) bayos + Michigan o Bayo 400

B) nearos + N. Huasteco o N. Veracruz G» N. Jamapa

€) pintos + P. Nacional a O de Cabra «» C. Jalisco
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En las graficas, en general, se puede apreciar que en las
condiciones de deterioro wutilizadas las variedades estudiadas
tienden a aumentar su dureza, es decir, requieren de un mayor
tiempo para su suavizacidn a medida que transcurre el tiempo de
almacenamiento, lo anterior se cbserva a ambos tiempos de coccidn
utilizados, también puede notarse jque el grado de endurecimiento
alcanzado por cada variedad no es el mismo .

Tratando de agrupar las variedades de acuerdo a su tendercia
al deterioro, con los datos de textura se realizé un anilisis de
varianza y comparacion de medias (Prueba de Scheéfe, Winer, 1971).

Los resultados a 1oz 45 minutos de coccidn (fig. 3.2) muestraw
Que durante los 7 primeros dias de almacenamiento las variedades
se deterioran muy rapidamente, al final de tal periodo, en todos
los casos ya existen diferencias significativas (a 0.99) respecto
al control.

El anAlisis de las grificas de la fig. 3.2 permite agrupar a
las variedades estudiadas en 2 grupos. Aquellag que presentan solo
2>velocidades de endurecimjento durante todo el pericde estudiado
yvlas que presentan 2. En el primer grupo (fig 3.2 a) estarian
Michigan, Negro Veracruz, Negro Jamapa y Ojo de Cabra donde el
cambio de velocidad de endurecimiento, dado por el cambio de
rendiente, ce realiza a los 7 dias y pasteriormente presentarn un
endurecimiento casi rulo, mientras que en el segundo (fig. 3.2 b}
éstarlan Pinto Nacional, Negro Huasteco y Bayo 400 con 2 rperlodos
rapidos de endurecimiento de 0 Fa 7 dias y de 2t a 33 dias
separados por un periodo en que el endurecimiento no aumenta con

el tiempo de almacenamiento. El Cacahuate Jalisco también caerlia



dentro de este segundo grupce solo que el primer perfiodo de rapido
endurecimiento se prolonga hasta los 14 dias.

Analizando de igual forma 1los resultados obtenidos a 90
minutos de coccidén en la fig. 3.3 (A, By C) de las 8 variedades
estudiadas, unicamente Bayo 400 y Cacahuate Jalisco presentan un
endurecimiento muy rapido durante los 7 primeros dias de
almacenamiento. Las otras variedades muestran un endurecimiento
mas lente no presentando durante tal periodo diferencias
significativas respecto al control.

FPosteriormente v a medida que el t;empo de almacenamiento
transcurre todas las variedades a excepcién de Michigan v
Cacalhuate Jalisco presentan en forma sostenida un pequelio
incrementc en su endurecimiento. Sin embargo lo que verdaderamente
llama la atencién es el gran cambio de textura & aumento de dureza
que se praesenta en todas las variedades entre los dias 21 y 33 de
almacenamiento. Tales aumentos van de un S0 % al 100 % dependiendo
de la variedad.

En cuanto a las variedades Michigan vy Cacahuate Jalisco se
tiene que la primera, se endurece rapidamente a partir del séptimo
dia mientras que la segunda presenta un comportamiento incierto
hasta el dia 21 de almacenamiento. (fig. 3.3)

€1 grado de dureza observado en las variedades a los 33 dias
de almacenamiento depende de si en la determinacion del parametro
se utilizan los datos generados a los 45 o a los 90 minutos de
coccidn (Tabla 1), va que por ejemplo Michigan, WNegro Veracruz,
Ojo de Cabra vy P;nbo Nacional presentan un mayor deterioro si el

G.R.D. se determina a los 98 minutos de coccién que a los 45



TABLA 1. GRADC RELATIVO DE DUREZA A 45 Y 90 MINUTOS DE COCCION
DE DIVERSAS VARIEDADES DE FRIJOL ALMACENADAS DURANTE

33 DIAS

- -

Variedad Tiempo de Coccidn
(Minutos}
45 90
G.R.D."

0. Cabra * 1.34 1.61
P. Nacional * 1.86 2.73
C. Jalisco * 2.12 2.31
N. Huasteco o 1.82 1.83
N. Veracruz o 1.67 2.35
N. Jamapa o 1.97 1.60
Mmichigan [] 1.57 3.16
Bayo 400 a 1.8t 1.90

a) Agrupados por color de testa

* Pintos
o Negros
s Bayos

v}Variedades comparadas en dureza a los 0 y a los 33 dias de
almacenamiento. Analizando el primer pico de la graficas
generadas en el Instron.

GRD = Grado Relativo de Dureza

_El grado relativo de todas. las variedades al tiempo cero de

almacenamiento es uno.



minutos, mientras que Cacahuate Jalisco, Bayo 400 y Negro Huasteco
presentan un mismo grado de deterioro independientemente del
tiempo utilizado para su determinacion en el proceso de coccion.
Contrastando con estos dos comportamientos se encuentra al
Negro Jamapa el cual presenta menor grado de dureza o de deterioro

a los 90 ainutos de coccidn Que a los 45 min.

4.2 Niveles de hidratacién del grano de frijol durante su

almacenamiento

El frijol almacenado en condiciones de alta humedad relativa y
alta temperatura tiende a tomar agua en forma paulatina hasta que
su contenido de humedad se equilibra con las condiciones externas.

El agua que toma el grano mientras esta almacenado es muy
importante ya que al llegar a un cierto nivel, puede inducir
cambios fisicogquimicos en las estructuras y/o componentes del
grano que podrian participar en el fendmeno del endurecimiento.
Por ejemplo activacion de enzimas: proteasas, pectinmetilesterasa,
fitasa, peroxidasas etc., cambios en la estructura .de la pared
calular, entrecruzamientc de proteinas, mal ensamblaje de
membranas etc. (Hincks y Stanley 1936)

Lo anterior sugiere que la cantidad de agua tomada por el
grano asi como la velocidad con que la toma podrifan influir en el
comportamiento del frijol en el almacén.

Dado que las variedades de frijol aqui wutilizadas presentan

diferencias en cuanto a su susceptibilidad al endurecimiento se



determino la velocidad de hidratacion de cada variedad en las
condiciones de trabajo 41°C v 75 % de H.R. y se buscdé alguna
correlacion entre ellas.

La velocidad de hidratacion de las 8 variedades se presenta en
las figuras 3.4, 3.5 y 3.6 como el promedio de los resultados de 2
repeticiones independientes hechas por triplicado.

ka cinética de toma de agua se siguid por espacio de 14 dias,
va qQue se observd que los frijoles a partir de los primeros dias
de almacenamiento derendiendo dé la variedad alcanzan un porcenta-
je de hidratacidn en que se mantienen constantes. Debido a ello no
e considerd importante abarcar un periodo de tiempo mas amplio.

En las tres figuras, se puede apreciar que originalmente todas
las variedades presentan entre un 7 y un 8 Y de contenido de
humedad. Tal contenido de humedad se va medificande de diferente
manara en las distintas variedades. Durante los 3 primeros dias de
almacenamiento existen 2 grupos estadisticamente diferantes.

Uno de los grupos formado por las variedades Michigan, Negt-o
Jamapa, Ojo de Cabra, Pinto Nacional y Bayvo 400 que presentan una
velocidad de toma de agua menor (figs. 3.4 y 3.9) que la que
presentan las variedades Cacahuate Jalisco, Negro Huasteco y Negro
Veracruz que forman el otro grupo (fig. 3.6).

A partir del quinto dia los grupos desaparecen y siete de las
variedades tiernen un comportamiento similar. Todas ellas se
mantienen a partir de ese momento en el grade de hidratacidn que
alcanzarcon hasta entonces, el cual, esta en équilibrio con las
candiciones de almacenamiento. Tal grado de hidratacién es de un

22 a 24% en cinco de las variedades v de un 184 para las otras
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dos: Michigan y Negro Jamapa.

La variedad Ojo de Cabra por su parte, se comporta de manera
diferente a las demas, debido a que presenta una menor velocidad
de hidratacion y aumenta gradualmente su contenide de humedad vy
tarda doce dias en equilibrarse a un 18 X con la humedad relativa
del ambiente.

Si se comparan los resultados anteriores, con la textura que
presentan los diferentes grano despuds de 33 dias de
almacenamiento (Tabla I), se puede ver que a los 45 minutos de
coccidn se presenta en la mavoria de las variedades umna 4gran
concordancia entre la velocidad con la que toman el a3ua en el
almacén v su tendencia a endurecerse. De tal manera que las
variedadas gue toman el agua con mayor tapidez parecen ser mas
susceptibles a endurecerse, con escepcidn de Negro Jamapa y Negro
Veracruz.

Para los 90 minutos de coccidn, aparentemente no existe

relacidén entre ambos parametros.

4.3 Correlacidn entre la dureza del grano y el grado de

metilactén de 1a pared celular.

El ablandamiente de frijol que ocurre durante el process de
coccidn es debido segtn la hipotesis mis aceptada a la separacion
de las cdlulas del cotiledén; tal separacidn es menor o no se
prasenta en el caso del grano endurecido que ha sido almacenado en

condiciones adversas. Pebide a ello se ha planteado que el
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" problema del endurecimiento de frijol guarda estrecha relacién con
tal falla en la separacidon celular. (Jones y Boulter 1983; Stanley
y Aguilera 1985; Hincks y Stanley 1986)

Las células del cotiledédn se encuentran unidas por lIa lamina
media, la cual, se encuentra constituida, entre otras substancias,
por pectina. En un frijol fresco se ha planteado que la pectina se
solubiliza durante 1la coccion, favoreciendo el proceso de
separacion celular, mientras Ague, en un grano duro la
solubilizacién de la pectina es menor. En base a lo anterior se ha
sugerido que el proceso de endurecimiento podria ser Provocqgo,
entre otros factores, por cambios que sufre la pectina durante el
almacenamiento del grano. Observaciones previas han mostrado que
en un grano deteriorado existe una disminucidn en el contenido de
grupos metilos de la pectina en comparacidn gon un granc recién
cosechado (Jones and Boulter 1983); esto se ha interpretado como
que este fendmerio de desmetilacién puede estar relacionada
estréchamente con €l endurecimiento del grano, sin embrargo, no se
puede concluir que esto sea cierto hasta realizar estudics de la
cinética de endurecimiente gque comprueben Aque efectivamente a
medida que un frijol se va endureciendo, el grado de metilacion de
la pectina va disminuyendo proporcionalmenrite.

A fin de responder a esta pregunta se cuantificd el grado de
metilacion de la pectina en el frijol fresco o control y a los
diferentes dias de almacenamiento en nuestras condiciones de
trabaio, para observar cuil es su comportamiento a medida que el
frijol se va enduraeciendo y posteriormente correlacionarlo con la

dureza alcanzada por el grano.



Los resultados qQue se aprecian en la tabla II muestran el
promeadio de los valores obtenidos en dos cuatificaciones hechas
Por duplicado cada una, para cince variedades que se escogieron
como representativas de las diferentes susceptibilidades al
endurecimiento. El contenido inicial de grupos metilo cuantificado
como mg de metanol/g de pared celular es diferente para cada
variedad presentando menor grado de metilacién las variedades mas
susceptibles al -deterioro (Pinto Nacional v Cacahuate
Jalisco).Todas las variedades entre cerc y 21 dias de deterioro
sufren una disminucidn en el contenido de los grupos metilos de la
pectina. La disminuscidén observada, no es la misma, sin embargo,
para todas ellas ya que algunas sufren una desmetilacién del orden
del 30%Z mientras otras alcanzan sélo un 10%.

Arreglando las variedades en orden decreciente de desmetila-
cién de acuerdo con los datos de la tabla II, se encuentra que
Bayo 400 y Negro Huasteco son lgs variedades con la mayor pérdida
de ;;upos metilos 29.6 % y 28.2 JVrespectivamente. Las siguientes
tres variedades muestran una desmetilacidn bastante mas pequefia
Aque las anteriores, ya que Cacahuate Jalisco, Pinto Nacional vy
Negro Veracruz apenas alcanzan un 13.1, 10.1 vy 11.4% de
desmetilacién respectivamente.

Comparandc estos resultados con los de desarrollo de dureza de
las distintas variedades en el almacén se puede ver que no existe
correiac:én directa entre la susceptibilidad o resistencia al
endurecimiento de una variedad vy el porcentaje de desmetilacién de
il pectina. Asi Cacahuate Jalisco y Pinto Nacional con una

desmetilacidn pequelia aparecen como variedades muy susceptibles,
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TABLA II DESMETILACION DE LA PECTINA NOSTRADA POR DIVERSAS
VARIEDADES DE FRIJOL DURANTE SU ALMACENAMIENTO POR 33
DIAS A 40° C Y 75 X DE HUMEDAD RELATIVA

Tiempo de Almacenamiento 7% Diminucidn
(dias)

Variedad c 21

mg de Matanol/g de P.C.

B. 400 * 2.09 1.47 29.66
P. Nacioral o 1.39 1.25 10.07 '
C. Jalisco o 1.83 1.33 13.07
N. Veracruz = 1.4 ¢ 1.63 11.44
N. Huasteco s 1.70 1.22 . 28.23

a)Agrupadas segin el color de la testa
* Bayos
o Pintos

m Negros




4.4 Cambios en los niveles de Actividad de la enzima

Poctlﬁ-.tll.stornsn durante el almacenamiento del grano.

El fantmeno del endurecimiento es muy complejo, se ha sugerido
que en el intervienen muchos factores y debido a ello, se han
planteado diferentes hipdtesis para tratar de explicarlo. Una de
las hipdtesis propuestas, como ya se ha mencionado, es la que
=afiala a la desmetilacidn que sufre la pectina en un frijol
almacenado como uno de los factores responsables del
endurecimiento del grano.

La deswetilacion de la pectina es producida por hidrélisis que
Puede ser Acida, alcalina o enzimitica, siendo en este caso, 1la
tercera la ﬁnic; que tiene condiciones apropiadas para ocurrir i(n
vivo, ya que normalmente, el pH celular es constante. La enzima
que podria sSer responsable de esta desmetilaciédn es 1a
Pectinmetilesterasa, la cual, se cree que se encuentra activa
durante el almacenamiento del grano en condiciones adversas.

De ser cierto lo que se sefiala en el parrafo anterior se
tendria que observar que existe una correlacidn entre el grado de
desmetilacisn de la pectina v los niveles de actividad enzimatica.
Sin embargo, hasta alora no se han reportado datos de la actividad
de esta enzima y de su relacién exacta con el proceso de
desmetilacion de la pectina en el grano de frijol. Por ello se
decidié cuantificar los niveles de actividad de dicha enzima en el
frijol control y observar como se modifica esta a wmedida que

transcurre el tiempo de almacenemiento Para posteriormente



correlacionar tales resultados con la existencia o no de
d-snetxl‘aclén de la pectina y el aumento de dureza en el granc.

Los resultados se presentan en las figuras 3.7 v 3.8 como el
promedio de 2 repeticiones independientes hechas por triplicado.

Ambas graficas muestran las 2 tendencias seguidas por las
variedades, respecto a la actividad de la enzima pectinmetil
esterasa, durante su almacenamiento en condiciones adversas.

La primera de las cuales que corresponde a las variedades
Negro Huasteco, Negro Veracruz y Cachuate Jalisco es que la
actividad de la enzima, se mantiene constante a 1o largo del
tiempo de almacenamiento (Fig 3.7).

La otra tendencia que muestran las variedades Bayo 400 y Pinto
Nacional es que la actividad enzimatica se mantiene constante en
los primeros 7 dias de almacenamiento, posteriormente entre 7 y 1S
dlas existe \..lna disminuciédn signicativa en la actividad (o 0.99),
a partir de este momento la actividad ya no varia y se mantiene
constante (fig. 3.8).

Sin emtargo, a pesar de gque se presentan estas 2 tendencias
bien claras, no es rposible agrupar a las variedades de wuna forma
bien definida estadisticamente.

Es por ello que al observar 1los resultados y ver las
diferencias en las actividades enzimiticas entre 1las distintas
variedades, unicamente Se puede decir que Bayo 400 es la variedad
que presenta la mayor actividad seguida por las variedades Pinto
Na&ional, Cacahuate Jalisco, Negro Veracruz y Negro Huasteco en
orden descendente de actividad. Ocurriendo durante todo el tiempo

de almacenamiento, que Bayo 400 tenga siempre los niveles mis
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Negro Huasteco v (o) Cacahuate Jalisco a los
diferentes tiempos de almacenamiento a 40°C vy
75 % de humedad relativa.
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altos de actividad enzimatica, mientras que Negro Ve?ac}uzry Negra &
Huasteco los niveles mas bajos.

La comparacisn de 1os resultados anteriores con los obténidos
del porciento de desmetilacion, nos indica que los niveles de
desmetilacién no dependen de la actividad de la Pectinmetileste-
rasa presente en el gramo ya que con solo la mitad de la actividad
presente en Bayo 400 el Negro Huasteco sufre el mismo porcentaje

da desmetilacidn.



V DISCUSION

La coccién del frijol es un proceso continuo que comprende
diversos eventos, remocion de iones divalentes de la lamela media
(Mattson 1946; Elias 1982; Jores y Boulter 1983), salida de 4acide
fitico vy proteinas del protoplasto (Elias 1982; Aguilera y Stanley
1985 ) y solubilizacién de pectinas de la lamela media (Sefa-Dedeh
y Stanley 1979°: Loh et al 1982; Van Buren 1986). Estos eventos
Pueden realizarse en forma simultanea a diferentes velocidades o
bien en forma sucesiva, resultando de cualguier modo en la
suavizacion del grano.

Las condiciones de almacenamianto utilizadas en este trabaijo
Permitieron obéener grano con urna menor velocidad de coccion
(Figs.3.2, 3.3 y Tabla I) lo gque sugiere que en frijol endurecida
los eventos que participan en el proceso de cocciin se realizan en
forma similar al contrel pero a menor velocidad. Durante el
almacenamiento las 8 variedades se endurecen con respecto al
conti-ol, sin embargo, el grado de dureza que muestra el grano
almacenado con respecto al control depende de si la comparacion se
hace en el periodo de almacenamiento comprendido entre 0 y 21 dias
b entre 0 y 33 dias © si el G.R.D. se obtiene » los 45 & a los 90
minutos dz coccidn para un miemo tiempo de almacenamiento.

Estos resultados se han interpretado como que durante los

primeros 45 minutos de coccidn del grano se realizan ciertos



eventos que seran llamados ‘“eventos A" que parmiten alcanzar
cierto gradc de suavidad en el grano, mientras que a los 90
minutos se han realizado los "eventos A" mas otros diferentes aque
llamaremos " B " y Que aumentan aun mas la suavidad del grano. Los
resultados también indican Que en las variedades aqul estudiadas
estos aventos Presentan diferente susceptibilidad al
almacenamiento. Durante lo= primeros 21 dias de almacenamiento los
‘eventos A" sufren mayor deterioro que los " B “(Tabla III). La
dureza relativa que presenta el grano durante 1os primeros 21 dias
de almacenamiento es mayor cuando la determinacién se hace a los
43 minutos que a los 90 minutos de coccién (Tabla III). Esto
podria deberse a que a los 45 minutos de ebullicién los ‘“eventos
A" sa afectuan s&lo parcialmente porque su velocidad ha disminuido
por el deterioro sufrido en el almacéen , sin embargo, 90 minutos
de coccidn es tiempo suficiente para que se efectuen en su
totalidad, de tal forma que la suavidad adéuirida a los 90 minutos
dependa s&lo de los "eventos B" los cuales se han deteriorado en
menor proporcién que los Y A Y como lo indica el menor grado
relativo de dureza que presentan los gramos almacenados cuando la
daterminacion se hace a aste tiempo.

En el periodo de almacenamiento comprendido desde 0 hasta 33
dias (Tabla I) las variedades estudiadas se pueden agrupar en 3
tipos: I) las que presentan mayor grado de dureza si ia
comparacién se hace a los 90 minutos qQue si se hace & 1los 45
minutos, tal es el caso de las variedades Negro Veraéruz, Ojo de
Cabra, PiAto Nacional, Cacahuate Jalisco y Michigan ; II) las que

presentan igual grado de dureza si 1a comparacién se hace a



TABLA I1X. GRADO RELATIVO DE DUREZA A 45 Y 90 MINUTOS DE COCCION
DE DIVERSAS VARIEDADES DE FRIJOL ALMACENADO DURANTE'

21 DIAS
a
Variedad Tiempo de Cecccion
(Minutos)
45 30
6.R.D.°

0. Cabra A 1.40 1.10
P. Nacional * 1.36 1.49
€. Jalisco * 1.90 ' 1.41
N. Huasteco o 1.495 1.00
N. Veracruz o 1.56 1;46
N. Jamapa =] ' 1.85 1.36
Michigan [ 1.49 1.98
Bayo 400 [ ] 1.48 1.38

a) Agrupados por color de testa

* Pintos
a Negros
s Bayos

u)Variedades comparadas en dureza a los 0 y a los 21 dias de
almacenamiento. Ahalizando el area bajo Ia curva de las
graficas generadas en el Instreén.

GRD = Grado Relativo de Dureza

El grado relativo de todas las variedades al tiempo ceroc de

almacenamiento es uno.



cualquiera de los tiempos de ebullicidn yva nencionados>Bayo 400 vy
Negro Huasteco y por ultimo ;3 III) las que presentan mayor vgrado
relativo de dureza cuando la comparacién se hace a los 45 minutos
que a los 90 minutos de coccion Negro Jamara.

Lo anterior sugiere que entre 21 yv 33 dias de almacenamienta
se presenta modificacion en mayor grado en los "eventos B" que
ocurren a los 90 minutos de coccidn.

Estos resultados sugieren que este tiempo de almacenamiento es
suficiente para que en algunas variedades los ‘"eventos B" se
deterioren en mayor proporcién que los " A " (Tipo 1), ¢ que se
deterioren en igual proporcien (Tipo II) ¢ bien que no se alcancen
a deteriorar los: ‘“eventos B" durante este periodo de
almacenamianto (Tipo III).

En lo sucesive las variedades tipo I se denominaran
susceptibles, las tipo II medianamente su;ceptibles y las tipo IIX

resistentes.

Entre los factores que podrian estar Jjugando algun parel en la
susceptibilidad al endurecimiento. que muestran las diversas
variedades de frijol en el almacén se pusden mencionar: A) la
actividad del agua en el grano (Jones y Boulter 1983; Hincks vy
étanley 1986); B) cambio en los niveles de quelantes citoplasmicos
presentes en el gramo (Kon 1979; Sievwright y Shipe 1926 Hincks vy
Stanley 1987) y C) modificacion de constituyentes celulares (Essau
1977: Varriano-Marston &t al 19813 Elias 1982) que repercuten en
cambios en la estructura del grano (Varriano Marston et al 1?31;

Elias 1982). A continuacién se discutiran cada uno de estos
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parsmatros an relacién a los datos cbtenidos en este trabajo.

A) Actividad de agua en el grano. Las variedades aqui
estudiadas toman agua a distintas velocidades durante los 3
primeros dias de almacenamiento (Figs. 3.4, 3.5 y 3.6).

Tomando en cuenta esta caracteristica se pueden formar 2
grupos que son similares a los que se forman cuando las mismas cSe
agrupan de acuerdo a su susceptibilidad al deterioro a los 33 dias
de almacenamiento (Tabla I) cuando la determinacion se hace a los
45 minutos de coccidn. Esto sugiere que existe una correlacidn
entre la velocidad de toma de agua y la susceptibilidad al
deaterioro de los "eventos A%.

Esta sugerencia se ve apoyada por al hecho de que a excepcion
de DOjo de Cabra todas las variedades estudiadas poseen el mismo
contenido de agua a los 7 dias de almacenamiento (Figs. 3.4, 3.5 y
3.6) lo que coincide con €1 cambio maximo en el G.R.D. en el
periodo de 0 - 21 dias ( Tabla III).

Por su parte los “"eventos B" que se deterioran a tiempos mas
largos no parecen estar correlacionados con la velocidad de toma
de agua sinoc mas bien con el-tiempo Que ha transcurrido desde que

el grano adgquirid cierta actividad de agua.

B)Cambios en los niveles de quelantes citoplasmicos.

Se ha propuesto que dﬁrance la suavizacién del frijol, 1la
fitina presente en el citoplasma del grano de frijol se
solubiliza, migrando hacia afuera de las cé¢lulas y a su paso  por

12 pared celular quela al €Ca*'y al Mo*permitiendo que la lamela



wedia se solubilice (Stanley y Aguilera 1985 ). Se ha demostrado
que los niveles de fitina disminuyen durante el almacenamiento del
grano y que la velocidad de disminucidén es variedad dependiéhte
(Bernal et al 1987). Las variedades aqul estudiadas se pPueden
agrupar de acuerdo al contenido inicial de fitina en dos grupos
Michigan y Negro Veracruz con un alto contenido de fitina y un
segundo grupoc con un menor contenido que el primero donde estarian
agrupadas el resto de las variedades (Bernal et al 1987). Tambieén
se ha demostrado <ue durante los primeros 15 dias de
almacenamiento a 41°C y 75 % de humedad relativa Michigan pierde
un 8% de su fitina mientras que 0jo de Cabra tiene una peérdida de
un 17%.

Sin embargo la susceptibilidad a endurecerse es similar
(G.R.D. 1.5) a los 45 minutos de coccien (Fig. 3.2). Ahora bien si
el tiempo de coccidn es de 90 minutos se puede observar que
Michigan es mucho mis susceptible que Ojo de Cabra <on G.R.D. de
1.7 y 1.2 respectivamente para cada una de ellas, esto puede
explicarse de la siguiente forma, la fitina que ambos tienen es
suficiente para que en los primeros 45 minutos de coccion se
remueva el Ca®'removible de la pared celular supchiendo que este
sea uno de los eventos que se realizan a este tiempo de ebullicion
Y Que provoca la solubilizacién de una cierta cantidad de 1la
pectina ahi presente, por lo que se 1llega a un similar
ablandamiento en ambos granos.

Sin embargo a los 90 minutos de coccidn la solubilidad de 1la
lamala media de 0jo de Cabra es mayor que la de Michigan, esto

podria deberse, a que la fitina que atn se encuentra en Michigan a



aste tiempo de coccidn ya no es suficiente para quelar el ca®" que
todavia se encuentra en la pared celular y por ello disminuye la
solubilidad de su paectina.

También podria deberse a que existen diferencias en las
pectinas de los 2 granos, tantos en sus caracterlsticas fisicas vy
quimicas como en la cantidad en la que se presentan, lo que podria
sugerir que Michigan ¢ tiene mayor cantidad de pectinas que 0jo de
Cabra o sus pectinas tienen ciertas caracteristicas que las hacen
menos solubles que las del otro grano por ello se ablandan en
menor proporcidon. Esto podria ademis apoyarse en los resultades
obtenidos en el laboratorio de las cineticas de coccidn de los
granos frescos, vya que ambos granos a pesar de tener diferente
cantidad de fitina inicialmente, se cuecen a la misma velocidad,
10 que sugiere que en la velocidad de coccidn del grano ademas de
la fitina participa otro factor que bien podria ser la estabilidad

de la pared celular.

C)Nodificacidn de constituyentes celulares CFenoles y
Motilacidn de Pectinas)d.

Entre los constituyentes del grano que se modifican durante el
almacenamiento se encuentran los fenoles (Elias 1982; Stanley vy
Aguilera 1935 ) y las pectinas (Bartolome y Hoff 1972; Elias 1982;
Jones y Boulter 1983; Stanley y Aguilera 1985).

Se ha propuesto que la mayor paticipacion de los polifencles vy
la lignificacion en el periodo de endurecimiento se produce en
etapas avanzadas del mismo, cuando el grano llega a una dureza tal

Que N es pPosible suavizarlo aun sometiéndolo a periodos de



coccion praolongados. Los niveles de endurecimiento del grano
reportados en este trabajo no estan muy por encima de 2.5 de grado
relativo de dureza, pPor 1o que la contribucion de estos compuastos
al fendmeno de deterioro no fue considerada.

Se ha reportado que el grado de metilacidn de las pectinas es
menor en un granc almacenade que en uno fresco. Esta desmetilacion
podria realizarse a través de la enzima pectinmetilesterasa. En
este trabajo se cuantificd el contenido inicial de metilos en 1la
pectina v la actividad de la enzima durante los primeros 21 dias
de almacenamiento. El contenido inicial de grupos metilo es
diferente en las S variedades en que se hizo la determinacion (y
que se escogieron como representativas de los diferentes grupos de
susceptibilidad al deterioro) y correlaciona en forma inversa a la
velocidad de coccion del frijol control. Asi Bayo 400 se cuece mas
lentamente que Cacahuate Jalisco sin embargoe la cantidad de grupos
metilo es mayor en las pectinas de Dayo 400 que en las de
Cacahuate Jalisco.

Ern cuanto al grado de desmetilacien que sufre el grano se
puedern formar en dos grupos Bayo 400 y Negro Huasteco que pierden
un porcéntaje mayor de metilos que los que piarden las wvariedades
Pirte Nacional, Cacahuate Jalisco y Negfc Veracruz tales grupos
son similares a2 los formados a 33 dias de almacenamiento vy 90
minutos de coccivn, lo cual sugiere que la desmetilacidn de 1las
pectinas que ocurre en los primeros 21 dias de deterioro no es
suficiente para contribuir en el proceso de endurecimiento de los
“aventos A“.

Sin embargo las variedades con una mayor tendencia a perder
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orupos metilos como son Bayo 400 y Negro Huasteco, se endurecen
mhs lentemente que las que presentan una menor velocidad de
pérdida Pinto Nacional, Cacahuate Jalisco y Negro Veracruz. Segun
esto ultimo, parece que ni la cantidad inicial ni la remanente de
grupos metilo es importante para la susceptibilidad mostrada por
91 grano al deterioro, el hecho de que l; variedad que mas pierde
Grupos metilo en tiempos tempranos sea la que se deteriora menos
en el almacenamiento prolongado sugiere que no es la cantidad si
no probablemente el tipo de grupos metilo que se eliminan lo que
mis importa y que esto probablemente este determinade por la

estructura de la pared celular.



VICONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El frijol durante su ablandamiento pasa por diferentes eventos
a distintos tiempos de cocc;én. tales eventos se ven afectados
diferencialmente durante el almacenamiento del grano. Los eventos
que ocurren a 1los 45 minutos de coccidn son 105 que primero se ven
afectados durante los primeros 21 dias de almacenamiento.
Posteriormente se afectan los que ocurren a los 90 minutos de
coccion. l

La velocidad de hidratacidn de las distintas variedades de
frijol durante los 3 primeros dias de almacenamiento, esta
relacionada con la susceptibilidad al deterioro que presentan los
eventos de ablandamiento que ocurren a los 45 minutos de coccidn.
No se encontré ninguna relacidn entre la velocidad de hidratacion
y los eventos que modifican la textura del grano a los 90 minutos
de coccidn.

No se preserta una relacidn directa entre el endurecimiento
del frajol durante los primeros 21 dias de almacenamiento ni  con
105 niveles iniciales de grupos metilos de la pectina ni con la
disminucidén del gradeo de metilacién de la misma que va adquiriendo
el grano durante el tiempo de almacenamiento.

Tampoco s& encontrd relacidn entre la actividad de la enzima
pectinmetilesterasa y los niveles de desmetilacidn que se van

produciendo en el grano.



Perspectivas

Los resultados encontrados también podrian ser exblicados en
base a que el porcentaje de dureza alcanzado por el frijol es
relativamente bajo. Es decir que el grano com 33 dias de
almacemamiento en Jlas condiciones utilizadas se encuentra en
etapas inicialas de endurecimiento, donde quizi el proceso de
desmetilacidn de la pectina aun no esta directamente relacionado
con el fendmeno de endurecimiento.

Fodria ser que cuando el frijol tenga un grado mas avanzado de
andurecimiento la desmetilacidn de la pectina podiria ocupar un
lugar preponderante como causante del deterioro.

Por ello seria conveniente realizar estudios en los que se
abarquen periocdos de almacenamiento mas largos quizi hasta 10
meses, para poder saber con exacﬁitud si en algan momento er tales
niveles de endurecimiento al proceso de desmetilacidn es
preponderante o bien para conhocer si  este procesc nunca  Juarda

relacidn directa con el fencmeno del endurecimiento.
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