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USUllE11 

El frijol es muy importante en la dieta de los pueblos de 

América Latina incluyendo México, ya que aporta un buen porcentaje 

de la protelna que estos consumen adem~s de una buena cantidad de 

vitaMinas y minerales. 

Este grano tiende a deteriorarse <endurecerse> con rapidez 

cuando es almacenado en condiciones de alta humedad relativa y 

temperatura. Tal deterioro o endurecimiento se manifiesta durante 

el proceso de cOcción provocando que el grano requiera m~s tiempo 

y energla para su suavización adem~s de perder muchas de sus 

cualidades nutricionalas. Debido a lo anterior este frijol es 

rechazado y se pierde para consumo humano. 

En nuestro pals este problema es muy serio, ya que se dan en 

forma natural las condiciones que provocan dicho fenómeno de 

endurecimiento lo cual agrava la escacez del producto. 

Los procesos fisico-qu1micos involucrados en el endurecimiento 

no son muy conocidos, sin embargo por microscopia de luz se ha 

observado que dur-ante la cocción las cá>lulas del cotiledón de un 

fr-ijol duro no se separan como en un frijol fresco sino que 

permanecen unidas por la lámina media~ la cual permanece intacta. 

Tales resultados se han interpretado como que el problema del 

end1..~recirnie1ito del frijol podria estar muy relacionado con tal 

falla en la separación celular. 

Este trabajo tiene como objet.ivo determinar la relación 

existente entre el grado de metilación de la pectina (que es uno 

de los const.ituyentes de la lámina medial y el endurecimiento de 

frijol. 

Para el trabajo se utilizaron 8 variedades de frijol Pho.seot\/.S 

vut~a.ris que se guardaron a temperatura ambiente. El deterioro s• 

realizó almacenando el grano durante 7~ 14, 21 y 33 dias a 41°C y 

en una humedad relativa del 75 X. 



El grado de endureci•iento se valoró a través O. cocciones a 

los 45 y 90 minutos, realizandose la cuantificación de textura 

llediante un Instron. Se encontró que en general todas las 

variedades se endurecen aunque no en la misma forma a medida que 

el tiempo de almacenamiento es mayor. 

Los resultados muestran además que el frijol al ablandarse 

pasa por diversas etapas a distintos tiempos de cocción, las 

cuales se van modificando di ferencialment.e a medida que va 

au.entando su tiempo de al•acenamiento. Los eventos de 

ablandamiento que ocurren primariamente son los que en primer 

lugar se ven afectados. 

Para determinar si los aumentos en el tiempo de cocción 

estaban relacionados con la velocidad con la que el grano toma. 

agua Para equilibrarse con las condiciones externas de hUtnedad ó 

con el contenido de humedad que alcanza en el almacén, se siguió 

la cinática de hidratación del grano y se encontró que en general 

existe una relación 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 observó que tanto los niveles iniciales de metilaci6n de la 

pectina como el grado d(!. desmetilación que sufre cuando el grano 

es almacenado guardan una relación inversa con la susceptibilidad 

al endurecimiento que presenta el grano. 

La actividad de la enzima pectinmetilesterasa que se registró 

en el grano no parece guardar una relación exacta con el grado de 

desmetilación de la pectina detectado. 

Por lo anterior, del presente trabajo se puede concluir q1..te la 

desnieti laciór1 de la pectina no contr ibL1ye en forma importar1te en 

el desarrollo del endurecimiento del grano a 

alcanzados hasta este: tiempo de almacenamiento. 
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l.1Rft0DUCC101' 

1.1 Carac~eristicas de las Leguminosas 

Las legu111inosas CLeguMinosae> desde el punto de vista botAnico 

se pueden definir como; hierbas o plantas le~osas, con las raices 

provistas de nudosidades, debidas a la simbiosis con bacterias del 

género Rhi.:zobi.um. Hojas 

estipuladas .. 

generalmente alternas, compuestas, 

Flores ci90fl'Orfas o actinont0rfas, normalmente hermafroditas. 

Cáliz de 5 sépalos, libres o soldados. Corola de 5 pétalos libres 

rara vez soldados, iguales o desiguales. Estambres 10, a veces más 

o menos, con los filamentos libres o soldados; At1teras 

biloculares, de dehiscencia longitudinal. Gineceo súpero, 

unicarpelar, lmilocular, con uno o muchos ovulos. 

El fruto tlpic:amente es una legumbre o vaina, el cual es un 

fruto seco, ur"licarpelar, dehiscente por las suturas dorsal y 

ventral con u11a o varias semillas. Este tipo de frutos no se 

encuentra en ninguna otra familia de plantas por esa razón a estas 

plantas se les denomina leguminosas.. La palabra leguminosa 

proviene del latin leguminost~s y ~st.e de legumen legumbre. 

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

15,000 especies repartidas en todo el mundo. (Sá.nchez 1974) 
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1.1.1 Estructura del Grano 

Se podr1a definir al grano como la semilla que se utiliza para 

consumo alimenticio humano o de animales de granJa. 

Caracterlsticamente las semillas de las leguminosas muestran 

una forma m~s o menos comprimida, su tamario por lo general va de 

mediano a grande. Presentan una testa o cubierta externa de la 

semilla dura, seca y usualmente lisa, el tamario del embrión es 

grande lCorner 1951>. 

En la semilla, que es el óvulo maduro generalmente se aprecian 

dos estructuras muy conspicuas la testa y los cotiledot1es. La 
·-;:_:¡.. 

testa, se encuentra rodeando a los cot.iledones y al embrión y 

tiene como función primordial la protección de este último. 

El embrión es una planta en •iniatura que consiste en un eje 

corto. La parte del eje arriba de los cotiledones es el epicotilo 

o plúmula qlle·se convierte en la yema terminal de la pl~ntula. La 

parte del eje inmediata, es el hipocotilo una región que da ori9en 

al tallo y sus ramificaciones. El hipocotilo se prolonga en la 

base hacia la radlcula que se convierte en la raiz primaria de la 

planta. 

Los dos cotiledones contienen alimento almacenado que ser~ 

usado por la planta joven, cuando empiece a c1·ec:er y hasta que 

adquiera capacidad para establecerse como un organismo 

autotr6fico. 

El alimento almacenado en la semilla incluye prote1nas~ 

carbohidratos y grasas, siendo las proporciones de estas 'reservas 

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



le9Ufllinosas en gener•l tienen lW\ contenido alto de proteínas Y 

estan entre las principales fuentes de protei.na vegetal. 

Al observar a la semilla de frente se observan el hilio y el 

•icrOPilo; el pri•ero es una cicatriz que marca el lugar donde se 

adttiere el funiculo a la placenta y el segundo es una diminuta 

apertura en la testa. <Fig t.1) 

1.2 l111pOrt.ancia da las Laguainosas 

Desde el punto de vista econóMico las le9Ufllinosas son 

ir11Portantes por que existen géneros que so11 cultivados por su 

semilla c0tnestible,. cotno son "frijol" Phaseotus; "haba" VLcia 

faba; Mlenteja 11 Len..s cut inaris; 11 chicharo" sat ivum.; 

"garbanzo" CLcer a.rLtlt t.nt.un.; "Cacahuate" .Arc:zcht.s ,!..,ypcsea; "soya 

Gl:ycLne m.a..x; 11 tamarindo" TQIT\al"'t:ndus indica etc •• Otros se utilizat"'I 

para el fori~aje como "alfalfa" Hedi.ca~c satt.va y 

Tr L/ol í WTl.. 

Para uso orname11tal son comunes "el chicharo de olor" Latl-:.:;ir\t.S 

odoratus y 11 Lupino 11 L1..lpinus. 

Entre las semillas que son destinadas al consumo humano se 

pueden diferenciar dos grupos,. uno de los cuales son las semillas 

que el hombre usa prin1ot-dialmente por su contenido de aceite 

(Sie9el y Fawcet 1976) y otro que son aquellas que consume secas y 

que son importantes en su dieta por su alto contenido proteico. 

<Purseglove 1968>. 

Segón los nutri6logo5,las legu~inosas representan una importan 
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ta fu.nta dlt nutrientes para La'\a gran praporci6n de la raza 

humana, incluyendo un aporte conaiderable de proteinas las cuales 

son abundantes en lisina, el aminOÁcido li~itante en cereales. 

<Rockland y Radke 1981; Sgarbieri y Whitaker 1982; Aguilera 9t aL 

19861. 

Se ha estirnado <Rocklar1d y Radke 1981) que la producción total 

de legu•inosas incluyendo frijol seco, chicharos, frijol soya y 

cacahuates proveen al mundo casi de igual c'antidad de proteina que 

el trigo y aproximadalH!!nte el doble que el arroz o el maiz. 

Al mismo tiempo, las leguminosas aportan cantidades aprecia

bles de energia a través de los carbohidratos, fibras, lipidos <en 

el caso de las leguminosas aceitosas> minerales y vitaminas inclu

yendo niveles apreciables de tia•ina, riboflavina y niacina. 

Bressani y Elias 1974, 197Bl 

Un ejemplo claro de la importancia de las leguminosas y muy 

especialmente del frijol se encuentra en 

Latinoamérica. En esto~ paise~ el friJol 

los 

juega 

determi1-.ante en sus dietas ya ~ue aporta entr"e un 20 y 50 X de 1 a 

J:wote1na que estos consumen tBre=:sani &t u.t 1961; Varriano-Ma1·sto1·1 

y Omatia 1979) ademc\s son también una buena ft~ente de vitarnina~ 

<Bre5:sani Q-t aL 1954; Bt1nnel 1;t a! 1965 ) y minerales {de Moraes ~· 

Angelluci 1971>. 

Sin embargo a pesar de su enorme potencial,. son subutili=adas 

ya que un buen porC:entaje de su producción se pierde para el 

consumo humano.La pérdida se produce durante el proceso denominado 

manejo postcosecha del grano el cual comprende las etapas de 

producción <cosecha>, transporte, almacenamiento y distribución 
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<DAvila 1996> hasta llegar al consumidor. Durante cada uno de 

estos pasos se va perdiendo un porcentaje que es variable, sin 

embargo es en el almacenamiento cuando se producen las pérdidas 

mAs importantes. 

Estimaciones que se han hecho a r1ivel internacional sobt"e las 

pérdidas postcosecha, sef"l:alan que en termines ger•erales se pierde 

un 5 r. de la cosecha mundial de granos, antes de lle9ar al 

consumidor. Sin embargo la mao;nitud de las mermas varia de pals a 

pa1s y de arfo a an:o, considerandose que en los Paises subdesarro

llados como en la India y en algunos paises de América del Sur y 

Africa, las pérdidas son del orden del 30 y 40 % de la cosecha 

anual de granos y en algunas ocasiones pueden ser mayores 

dependiendo de las condiciones climáticas que prevalecen dL1rante y 

después de la cosecha. <Moreno 1996) 

Las causas principales que se han mencionado para esta enorme 

pérdida que ocurre dlffant.e el almacenamiento son el at.aque de 

hongos, ins-ectos, roedores, s:·;.,jaros, siniestros y cambios 

fisicoqulmicos <endurecimiento) los Cliales son provocados 

pr1~nordialmente por falta de una infraestr"LJctura adecL,:t.da para 

hacer frente a las condiciones ambientales e• por falta de ln"I bL~en 

manejo de los recursos Para almacer1ar los granos <PA.vila 1986). Err 

este trabajo solo se tratan los aspectos de pét·didas del gr-ano 

causadas F'Or el e11durecimiento. 

En el caso de los Pueblos de Améi-~ca .Latina las pérdida:=: 

causadas: por el er1dur-ecimiento del frijol consti tl'yen wi problema 

serio. Es dificil cuantificar el porcentaje de merma, sin embargo 

en una encuesta realizada por el INCAP (1983) entre 323 granjeros 
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guatemaltecos, se encentro que el 10 X de la cosecha de frijol de 

ese pa.1.s se pierde a causa de problemas en l& textLJra del grano .. 

En nuestro pa.ts donde el frijol es también una importante 

fuente de prote!r1as se presentan mermas considerables en la 

producción a causa de problemas de endurecimiento. En México la 

producciót'l a11ual de: frijol et ... el arto 1997 fue de 1~016,52'5 

toneladas siendo los principales estados productores: Zc.Catecas 

(37.9 r.>, Durango (12.':I X>, Sinaloa <11.9 ';¡, Chihuahua <7.34 X> 

Nayarit <4.85 %>, Guanajuato (3.61 %), Chiapas (3.21 /.), San Luis 

Potosi (2.07 X> y Veracruz <2.02 X>. 

A pesar de que no ha\'· cifras oficiales se estima que las 

pérdidas de tal producción son del orden de las que se dan en 

Guatemala ya qt1e la infraestructura en cuanto al almacenamiento es 

parecida, ademd.s de que en nL~estro pals se dan también en forma 

natural · las condiciones ambientales como son las altas 

temperaturas y hL~medades relativas que propiciat ... el fenom.c:no de:l 

e.r1durecimiento. Entendiendo qLie la humedad t·elativa <H.R.l 

represen\a la cantidad de age..ia en el aire expresada como 

porcentaje:, de la cantidad tc•tal de a·;Jlia qe..~e ese aire p1.Jede

contener a la misma temperat1.1ra. 

Ur1 fr1jc.1 q1.1e es- alrnacenado e11 condiciones de alt.a temperat.u1·a 

y alta humedad relatiVa pierde calidad, se endurece CEiias 1982; 

Jones y Bc•ulter 1983). Esto provoca que el industrial y el ama de 

casa ocuperr más tiempo y energla para suavizarlo. Ademc\.s debido al 

largo tiempo de coccion <:¡Lie este f1·ijol requier-e para ser 

palateable sus niveles nutricionales son menores (Bressani et .al 

1963; Sievwright y Shipe 1986>. Por todo lo anterior este frijol 

•S rechazado y se pierde para consumo humano. 
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Esto es •uY grave ya que dichas pérdidas, su•adas a las que se 

dan en los dem~s paises acrecentan el problema de ,la escasez de 

alimentos, que en sl es el principal problema que afrontan los 

paises del tercer mundo. 

1.3 Proceso de cocci6n 

Aunque existen algunas leguminosas que se consumen· jnmaduras 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 grano y se almacenan en condiciones ambientales. 

Posteriormente para su aprovechamiento tanto en la industria 

como en la alimentación requieren de un tiempo de cocción para 

s1.Javi::arse. Durante la cocción, el grano además de ablandarse,. 

pierde toxicidad, adquiere sabor a9radable y se v1~elve digerible. 

<Sta11ley y A9ui lera 1985> 

En la 1 i ter atura se ha propuesto que dL,rante el proceso de 

c.:1c:.=iér1 se produce la ~ep::i.r-acion de las células del coti 1-::d..::in de 

frijol. Tal separación oi:-urre porque la lámit1a media se sol1.1biliza 

lo que p1·ovoca una pérdida en la 1·19ide= de tal estructura. <Sefa 

tJedeh y Stanley 1979a.: Jones y Boulter 1983) 

La lámina media es la estructu1·a que mantiene las células 

individuales Juntas y rigidas, consiste en su mayor parte de 

pectina que interacciona con iones calcio y magnesio, tal 

interacción Provoca que sea insoluble (Michiko 1987>. La pectina 

es un polimero de ácido gal~cturónico parcialmente esterificado 

con metano!. 

10 



Una posibilidad es que durante el proceso de cocción los 

cationes abandonen esta asociación y sean quelados o atrapados por 

la fitina prov~cando la solubilizaclon de la pectina y por ende la 

suavización del frijol. 

1.4 Fen6meno del endureci.ten~o 

El frijol al i9ual 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 cocción. (Elias 1982; Stanley y Hohlberg 

1987) 

Se ha observado, sin embar90, que la velocidad con que se da 

este fenOmeno va a depender tanto del tiempo de almacenamiento, 

asl como de la temperatura y humedad relativa de la atmósfe1~a en 

que se encuentra almacenado. De tal forma que cuando el frijol se 

a 1 rnacena et"1 CC•t"1d i e i one 5 de a 1 ta humedad relativa y al ta. 

temperatL~ra se detei-ioi-a o endurece. muy t"aPidamente. (Stanley y 

Aguilera 1985; H1nks y Stanley 1986; Aguilera y Ballivian 1987> 

Siendo mayor y en menor tiempo el deterioro cuando act.uan eri 

forma conjunta ambos factores que cuando actua cada uno por 

separado, <Janes Y Boulter 1983~ Aguilera y Ballivian 19871. Un 

frijol deteriorado es considerado duro. cuando el tiempo que tarda 

en suavizarse es significat.ivamente mayor comparado con el de un 

grano fresco o bien cuando no llega a cocerse. 

11 



Existen dos catetaorias en que se han clasificado los granos 

duros: t•"friJol de cA.scara dUra" • 11 hard shell" y 2) 11 frijol de 

dificil cocción" , "Hard to cook". (Stanlev y A9uilera 1985> 

Un "frijol de c•scara dura" as aquel que debido a sus caracte

risticas estructurales <ta••fto y estructura del hilio, Micrópilo y 

testa>, <DeshPande y Cheryan 1986), no alcanza a hidratarse lo 

suficiente para ablandarse durante la cocción. Mientras que uno 

que entra en la cate9or1a de "frijol de dificil cocción" a pesar 

de que s• hidn11ta convenientemente su tiempo de cocción •s largo. 

El endurecimiento acelerado del frijol esta acQMF>aftado de 

callbios tanto en su composición qu1mica como en su estructura. 

(Stanlev y Aguilera 1985>. Entre algunos de los constituyentes 

qui•icos que se ha planteado que se Modifican durante el 

almacen&11ianto del grano en condiciones adversas se encuentran 

lipidos, protelnas, almidón, pectina, fitina, iones divalentes y 

polifenoles etc. 

Algunos autores han propuesto que las protelnas <Sefa-Dedeh y 

Stanley 1979b; Stanley y Hohlberg 1987), llpidos (Muneta 1964; 

Priesttey y Leopold 1979; Stewa.-t y Bewley 1980) y almidon 

(Aguilera y Steinsapir 1985: Stanley y Hohlberg 1987), sufren 

modificaciones f1sicas o qu111icas en un frijol endurecido. Sin 

embargo las evidencias que aportan no son concluyentes en 

dentostrar que los cambios sugeridos realmente ocurren durante el 

almacenamiento del grano en tales condiciones, o bien si son 

producto de la presencia de hongos que se desarrollan durante el 

tiempo de almacenamiento o durante el progreso de la metodologia 

de cuantificación empleada. Por otro lado si en verdad se 
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pres.ntan ••ta5 modificaciones no s• ha encontrado su r•l•ci6n COt"l 

el fan61Mno del endur..:i•iento. 

Jor-..s v Boulter, (1983) usando tnicroscopia de luz observaron 

qua durante la cocción las c•lulas del cotiledón de un frijol duro 

no se separaban co.o en un frijol fresco sino que par~anecian 

J...-.tas l.Mlidas por la l~~ina media, la cual permanecla intacta. 

Tales resultados se han interpretado como que el Problema del 

endureci•ianto del frijol podrla estar .uy relacionado con tal 

falla en la s~aracion celular. (Aguilera •t at 1986; Hincks v 

Stanl•Y 19861 

Debido a lo anterior las modificaciones que se presentan ª?' 

molkulas que es.tan relacionadas dir•ctalMl"'te con la separación 

celular c0tno son la fitina, Pectina, iones divalentes y polifeno

les. han servido de base para la elaboración de varias hipótesis 

que tratan de explicar el fenomer10. 

Algunas de las Noléculas que se ha planteado que pueden est~r 

involucradas en la dis•inución de la separación celular en un 

frijol endurecido son los polifenoles. Tales compuestos en la 

actualidad han recibido una gran atención debido a Sl~ influencia 

adversa sobre el color, sabor y calidad nutritiva. del grano. 

Los polifenoles mt\s co111unes en las leguminosas son los taninos 

v los flavonoides. Los taninos que parecen ser los 

importantes, son productos metab6licos normales, consistiendo de 

cOlftpuestos fen6licos solubles en agua que tienen pesos moleculares 

entra 500 y 3,000 daltones v presentan capacidad de precipitar 

gelatinas v otras protelnas CGrupta y Haslam 1980>. Por su parte 

los f lavonoidas ~ son cQMPuestos que presentan color, se 
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enc..-ntran Pr•sentes C09Ul"VIM!nte en 2 forllftas ltOn~ricas la 

catequina Y la epicatequina. 

Al9'M'OS autor•s propo,....,. que los comPUestos fenólicos p0drlan 

influir •n el endureci•iento del frijol por 2 vlas. !Elias 19821 

Por una parte. proponen qua la oxidación de polifenoles de la 

t•sta causada por la actividad de la enzi~a polifenolasa 

provocarla un obscureci•iento y una •ayor intPermeabilidad de tal 

estructura. Se ha proputtsto que esta mayor resistencia de la testa 

al paso del agua podria estar relacionada con la dureza que 

alcanza el grano durant• el al ... cena•iento. 

Por otro lado, se ha propuesto que los polifenoles estarlan 

involucr~dos en...-. aecanisnM> de lignificacici6n que posiblemente 

seria contribuyente en el proceso da endurecimiento del grano. 

!Varriano-Marston •t aL 19811 

La. lignina. es una raol6cula de estructura variable que en 

general presenta una estructura tridimensional que consiste de 

cadenas cortas 1 ineales entrecruzadas por ur1a gran cantidad de 

cadenas unidas covalentemente. No posee carga~ es insoluble y esta 

ampl iame11te distribuida en tejidos de plantas. 

La. función de la 1 ignina es la de disminuit- la permeación a 

través de las paredes celulares. impartir rigidez a los enlaces 

entre las células v crear una estructura resistente a impacto. 

compresión y doblamiento CSorkanen y Ludwing 1971>. 

Se ha Planteado que los polifenoles por acción de la enzima 

peroxidasa, pierden un A.tomo de hidrógeno 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 



los radical•s libras pueden interactuar covalentemente con los 

polisac6ridos y proteinas presentes en las paredes c•lula~as Y la 

li•ina media <Blouin •t al 1982>. en un proceso denominado 

l i~i ficación. 

Algunos estudios previos aptA'ltan o sugieren a la lignificación 

como un posible participante en el mecanismo de endurecimiento del 

grano de frijol. IMuller 1967; Molina •t al 1976; Whit~ore 1978; 

Hink y Stanley 19871. 

Sin e•bargo, debido a que es relativamente reciente requiere 

de: •ayor experimentación principal.ente en el ii.rea bioqulraica ya 

que la Mayorla de los resultados obtenidos a la fecha, se basan en 

observaciones al microscopio electrónico de aspectos estructurales 

del grano. 

Otra hipótesis. quiza la •~s apoyada es la que propone que el 

~cido fitico lfitina> juega un papel primario en el fenómeno de 

endurecimiento del gril.no de frijol, <Stanley y A;;uilera 1985>.La 

·~ 
fitina, hexofosfato de mioinositol, e:s una moléct..1la PC•t" medio de 

la cual se almacer1a fósforo en todas las semillas de leguminosas 

CCheryan 1980; Reddy tH al 1982 y Obet·leas 1983). SLI estrltctura 

altament.e polar le confiere la capacidad de ser lm poderoso 

quelante natural de cationes mono y divalentes. (Lolas y Markal~is 

1975 v l<.on v Sanshuck 19s'l>. Esta hipótesis que tiene sus Primeros 

antecendentes en los trabajos de, Mattson., < 1946> plantea q1..1e al 

ser la fitina un quelante natural de cationes divalentes,. atrapa 

iónicament.e al Ca++ y de la lámina media. evitando que 

int•raccionen con la pectinas que ah1 se encuentran, durante el 

almacenamiento del grano en condiciones adversas, la fitina es 
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diainuida enzi•aticament~ por la fitasa lo que reduce su potencial 

quelant• ct.jando libres a los cationes divalentes y en posibilidad 

deinteraccionar con la pectiria provocando que su solubilidad sea 

menor que en el grano no al~acenado. 

Esta Menor s.olubilización de la pectina durante la cocción del 

grano al•ac•nado se ha planteado que es la responsable de la 

restricción en la separación celular del frijol duro y por lo 

tanto de su falla para suavizarse. 

Esta hipótesis cuenta con IMAY convincentes evidencias a su 

favor ya que algtM'los autores han delltostrado que en un frijol duro 

hay una di•inuci6n significativa en el contenido de fitina del 

orden del 35 r., IJones v Boulter 1983) respecto a un friJol 

control. Bernal et al (1987> encontraror1 que la disminución es muy 

r~ida y ocurre tempranamente durante el almacenamiento. Ta~bién 

observaron que la fitasa una fosfohidrolasa que lleva a cabo la 

hidrólisis de la 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 cocci6Í1, Ya que si a un 

frijol control Ee le an:ade: EDTA o fitina su t.iempo de cocción se 

puede reducir. De igual forma <Moscoso et al 1984; Hincks y 

Stanley 1986> encuentrat1 correlación significativa entre el 

contenido de fitina de frijol y su tasa de ablandamiento. 

Sin ellbargo, existen otros autores <Crean v Haisman 1963J 

Rosenbeaum y Baker 1969; Varriano-Marston •t al 1981) que afirman 

que la fitina at.r1que dis•inuye en cantidad en un frijol duro no es 

deter•inante en el endurecimiento. Ac:tewtá.s se ha observado que en 
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un •stado de endureci•iento avanzado la relación entre la textura 

y el contenido de fitina en el grano ya no se presenta. <Bernal 9L 

a! 1987) 

Las divergencias· er1 los resultados en cuanto al papel de la 

fitina dentro del endurecimiento del frijol nos derauestran que es 

l6' error tratar de explicar de una Manera simplista en base a una 

sola t•orla este proceso biológico tan complejo 

De tal forma que aunque muchos investigadores hayan encontrado 

corr•lación significativa entre Ja disMinución de la fitina y el 

endurecimiento, este parA.etro quiz~ explica solo una parte del 

proceso del endureci•iento. 

Una tercera hipótesis que esta IMJY ligada a las anteriores es 

la que se basa en las modificaciones de la pectina, la cual es un 

constituyente importante de la }~mina media. 

Jones Y Boulter, (1'383) reportaron que en un friJol que ha 

sido al•acenado durant.e algún tiempo en condiciones de alta 

hu11e:dad v olta temperatura la pectina presenta un meno1· numero de 

grupos me.ti lo y una solubi 1 idad mucho mas baja respecto a lH""! 

frijol fresco. 

Estos resultados se han interpretado como que d1..ffante el 

almacena111iento ocurre una desmeti lación de la pectina provocada 

por "'ª hidr6l is is qtJe puede ser alcalina, acida o en:zirnd.tica., 

siendo las dos primeras poco probables ya que en la célula 

normalmente el pH es constante. 

Existe ...-.a enzi~a llamada pectinmetilesterasa que lleva a cabo 

la des•etilación de la pectina liberando como productos metanol y 

prot.on.s. Podria ser que en tales condiciones de almacenamiento la 
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enzi•a se activara provoc~ndo que en la pectina aumente el numero 

de grupos carboxilos libres. los cuales a su vez pueden 90dificar 

el nc:.tero de cationes divalent.es <calcio y magr~sio> en la la.miria 

ltedia o bien la fuerza de la interacción con los que ya estan 

l.W'lidos proveocando COf'l ello que sea a.is dificil su salida de la 

pectina. Lo anterior resultarla en una disminución de la 

solubilidad de la pectina y un a....-ento en el tierapo de cocción. 

Esta hipótesis resulta interesante para explicar la 

restricción de la separación celular. Sin etK>argo esta basada en 

..,y pocos datos experi....-.t.ales,. los CU111les no establecen si existe 

correlaci6n real entre el grado de metilacion y el tiempo de 

coccion de grano, ya que podrla ocurrir que la distainución del 

nú•ero de grupos ntetilos 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 

fen6-eno del endurecimiento. Debido a ello, co.o ...-.a cont.ribuci6n 

al conocimie11to de este fenomeno 7 se investigo s1 el proceso de 

desmetilaci6n de la pectina interviene en el deterioro (dureza)· 

del grano. Para ello existe la necesidad de seguir la cinética de 

endurecimiento del frijol almacenado en condiciones de alta 

humedad relativa y alta teniperatura y al •ismo t.ietnpo analizar la 

pectina, en. cuanto a su COllPOsicion de grupos .-etilos, y la 

actividad de la enzi~a pectirwetilesterasa a medida que el frijol 

se va haciendo •.1.s duro. Esper.indose que si exist.e relación enti·e 

ellos, entonces a medida que sea •ayor el endurecimiento, 

dis•inuirii. Pr:oporcional1nente el grado de ~tilaci6n de la pectina 

Y consecUente9ent.e la enzi•a pectirwetilesterasa estar~ activa. 
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Al •ismo tieMPO los resultados que: se obtengan con una 

variedad de frijol ser~ necesario ca.pararlos con los de otras 

variedades para ver si es o no un mecanismo comün el que se 

pres•nta durante el et1durecimiento. 



11. oumvos 

Para probar la hiF>c!>tesis anterior. se sugiere la realización 

de los siguientes objetivos: 

1.-0btener frijol de distintos tiempos de almacenamiento en 

condiciones de deterioro acelerado y determinar su cin6tica de 

hidratación en el almac•n. 

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 enzi•a pectinmetilesterasa 

en frijol control y a los diferentes tiempos de almacenamiento. 

4.-0btener pared celular de frijol con diferente grado de 

dureza y cuantificar st1 grado de met i 1 ación. 
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m. llATlllAL T ISTODOI 

3. 1 Reac li vos 

Para el desarrollo de esta trabajo se utilizaron reactivos de 

grado analitico. 

3.2 Equipo 

A continuación se enlista el •odelo y marca del equipo 

utilizado en el desarrollo del presente. trabajo. 

Centr1fuga refrigerada MSE LR-6, Centrifuga cllnica IEC HN-5, 

Centr 1 fuga Bec~rnan J2-21, rotor JA20, Espect.t·ofotómetro UV /V1 s Py·e: 

Unicam SP6-550, Homogeneizador Pol itron Kit1ametica GMUH, Homogene.!_ 

zador Ultraturrax !ka Werk, Estufas con circulación de aire: for:::a

do Felisa, Balanza analitica E .. Mettler H6, Balanza 9ranataria, 

Incubadora agitadora de temperatura cor1trolada, son1cador, 

Potenciometro Conductronic digital, Plato giratorio Thermoly11e 

tipo 1000, Molino de café Coffret de Moul1r1ex, Cromat69rafo de 

Gases Varian Modelos 1400 y 2700,. Textur6metro Universal In.:ttron 

11odelo A-1022. 



3. 3 Material Biol&gico 

En la realización de este trabajo, se utiliZÓ frijol Phos<00lus 

vutirar!s de las variedades: Michigan 800,. Bayo 400. Cacahuate 

.JaliscoJ> Pinto ~cional,. Ojo de Cabra,. Negro J;uaapa7 Negro 

Huast.co y Negro Veracru:z, cosecha 1986 que se obtuvo del 

Laboratorio de Fitopatologta del Xnstituto de Biol<>91a de la ..-. 

El grano se guardó en el laboratorio a tet1Peratura illlbiente. 

en frascos de vidrio cerrados Msta su util izaci6n. 

Para el desarrollo del triibajo se utilizaron únic:a19&1'lte granos 

que por inSF>ftCCión visual no presentaban darto aparente. 

3.3.t caracterrslica~ del ioateriai bJ.olcSgico. 

En el presente trabajo era conveniente utilizar material 

biolOgico homogéneo en cuanto a su carga genética e historial 

agronómico. Debido a ello se utilizaron variedades de ~rijol que 

fueron cultivadas especialmente para el proyecto que desarrollan 

en colaboración el Laboratorio de Fitopatolog1a del Instituto de 

Biolog!a y el Departa..ento de 9ioqu.1Mica de la Facultad de 

~•ica,, ambos de la U.N.A.M. 

El grano fue cultivado en terrenos del estado de Guerrero en 

un misl90 cl1Ma~ suelo,, con los 111is"'os fertilizant.es y regado con 

la •is•a cantidad de agua etc. por lo que las variaciones que se 

pudieran presentar entre las variedades deberan ser producto de 

las caracterlsticas g.enéoticas de cada una de ellas y no de 

variaciones a nivel aabiental. 



3.• Deterioro del grano. 

Para deteriorar el frijol se colocaron 5 gramos de cada 

variedad en cajas Petri de plAstico de 8.7 cna de di~metro, con 

perforaciones, las cuales se metieron en una cámara de deterioro. 

La d•ara consiste en una caja de pl.i.stico transparente: de 35 

X 25.5 X 13.5 e• en la cual se pone litro de una solución 

~turada de cloruro de sodio <comercial), para mantener en su 

interior tria ...._..edad relativa del 754. Dentro de la c~mara se 

coloca una base de plAstico con perforaciones sobre la cual se 

colocan las cajas de Petri, esto con el fin de evitar que el grano 

se e.pape con la solución salina. 

La cuara perfectatnente cerrada se coloc6 en un horno a 

circulación forzada de aire a te.peratura constante de 41 ~e 

Estas condiciones de te,.peratura y humedad relativa se ut.1l1zat·c·n 

porque no permiten el desarrollo de hongos y co1·1 ellos-= .::vit¡,; l& 

existencia de variables ajenas a nuestro sistema de t1·abaj(I. 

Los granos se dejaron en la c~mara durante 7, 14, 21 y 33 

dlas. A los tiempos indicados se sacaron las muestras y se 

guardaron en frascos perfectamente cerrados en una temperatura d.-: 

-2oºc 

3.5 Deteralnación del tiempo de cocc16n del grano. 

Para deter•inar el tiempo de cocción de las diferentes 

variedades de frijol a los distintos d!as de deterioro se siguió 

la siguiente -todologl.a. 



Para el frijol control, se colocaron 240 gramos en una olla de 

peltre con 2 litros de ~gua b1destilada hirviendo; durante el 

tiempo que dura la prueba el volumen se mantiene const.ante 

a~adiendo agua hirviendo. 

El frijol fue dividido en 12 grupos de 20 gramos cada uno y 

metido en bolsas de gasa. A los 45 minutos de cocción se sacaron 3 

bolsas (60 grantos> de frijol y se empaquetaron herméticamente en 

bolsas de pla.stico. Lo anterior se repitió Para SS, 65 y 90 minutos 

de cocción. 

Esta cinOtica de cocción se realizó para conocer cuales 

tiempos de cocción eran los apropiados para observar cambios 

estructurales aparentes en el grano. Adem~s de cuantificar las 

velocidades de cocción del grano fresco de 

variedades. 

las distintas 

Para los granos con 7, 14, 21 y 33 dlas de almacenamiento se 

colocaron sólo 6 bolsas con 20 gramos de frijol cada una (120 

gramos> pues se hicieron unica~ente 2 tiempos de cocción 45 y 90 

minL~tos. repitiendose exactamente lo que se hizo con el grano 

control. 

En todos los casos. la dureza al corte <cuant.i ficación de 

textura> fue determinada en un Texturómetro Uni vet~sal Instron 

modelo A-1022 equipado con un transductor de compresión de 500 l:g 

y como accesorios la celda •~ramer cuyo rar190 era de 5 a 500 Kg de 

fuerza, la cual era calibrada en la escala má.s pequeNa con una 

pesa de 5 Kg • 

Para cada cuantificación se utilizaron 20 g de frijol cocido, 

tal cantidad de muestra fue la que mostró •enor Variación 
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experimental en un estudio previo en el que se fue variando la 

cantidad de frijol. 

En todos los casos el tie.po transcurrido entre las cocciones 

y la cuantificacicn de la textura no excedió las 2 horas. 

3.6 O.ler.t.naci6n del contenido de hu...dad durante el 

.al&iticena.tenlo. 

El contenido de humedad del grano de frijol se determir16 por 

el método de secado en estufa de circulación de aire forzada 

propuesto por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos 

U.S.D.A 11979>. 

El cual consiste en secar muestras por duplicado de 5 a 10 

gramos de frijol en una estufa con c1rculaci6n forzada.de aire a 

t03°C por 72 horas. El porcentaje de humedad se expresa con base 

al peso hamedo del grar10. 

3. 6.1 Delermlnaci$n del contenido de humedad en equi

librio con la humedad relativa de 75 ~ • 

Para este método se requiere contar con cajas de metal con 

tapa de 5 cm de di Ame treo cot'l peso cons tar1te cor1oc ido. Par a 

determinar el peso constante de estas, las cajas se metieror1 a la 

estufa a 1ooºc durat1te 3 dlas al término de los cuales se sacaron 

y se enfr.iaron durante 25 mir1utos en un df!secador para que no se 

hidrataran. Ya frias se pesaron tontAndose lectura hasta milésimas 



de 9ra1110. 

Posteriormente se volvieron a meter a la estufa y a los 2 dlas 

se volvieron a pesar, este proceso se repitió 3 veces, consi-

der.indose que las cajas estaban a peso constante cuando las 

lecturas se repetlan • 

En cada una de estas cajas, se colocaron 5 gramos de frijol 

fresco de cada variedad anotándose su peso en conjur1to y 

considerár1dose como el tiempo cero de hidratación. Las cajas 

destapadas se metieron a la cámara que se usó en el deterioro. Las 

cajas y su contenido se pesaron a los 1,2,3,5,7,9 y 14 dias, para 

ello en cada ocac16n las cajas se cerraban y se metlan a enfriar 

en un desecador por 25 minutos, esto era con el fin de evitar que 

el grano tomara hllmedad en condiciones diferentes a las que se 

encontraba en la cámara. 

Después de la lectura de los 14 d1as se determinó el peso seco 

del grano de frijol, las cajas con los granos se pusieron en la 

est1.~fa a 1ooºc dLffante 72 horas, al término de las cuales se 

pesaron de la misma manera que se menciona at-i-iba. 

Enseguida se volvieron a meter otras 4$ horas a la estufa y se 

pesarc•n. Esta operaciót1 se real izó tantas. veces como fue necesario 

para que la lectura fuera constante, considerandose que esto 

ocurr!a cuar1do el frijol se encontraba a peso seco constante. 

A part.ir de estos datos y con la siguiente relación se obtuvo 

la velocidad de hidratación para cada una de las variedades. 

Y. de Hidratación A - B 
e - 8 
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donde: A Peso de caja + Frijol hú111edo a Jos distit"1tos 

distintos dlais de almacenamiento. 

B = Peso de caja 

C = Peso de caJa + frijol a peso seco. 

Los datos reporta.dos en este trabajo son el promedio de 2 

repeticiones ir1depend1entes hechas por triplicado. 

3.7 Oblonci6n de Harina de Frijol. 

Para obtener la harina de frijol. S gramos de cotiledona::a 

provenientes de grano control ó de deterior-ado» se molieron deis 

veces en un molino de café durant.e 15 se9undos con intermedios de 

5 segundos. La harina obterdda se guardó en el refr1-;~rodor ·c,, 

-2oºc en frascos viales perfectamente cerrados h~st.a su 

uti 1 ización. 

3.9 Actividad de la Enzint.a Peclinm&tilesterasa. 

La actividad de la Pectinmeti lestera.sa. se determino pc·t· 

potenciometr1a CKertez,1937; Lee y Mcmillati,19€·8>. La cual e"E.ta 

fundame1itada en la cuantificación de la dismin1..1c1ón de PH de ut1a 

solución de pectina provocada por la actividad de let enzima pe.ctin 

•etilesterasa. 
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3.8.1 Oblenc16n del extracto enz11Mílico 

Para obtener el e>!tracto enzim~tico, 0.5 g de harina de fri

jol fueron colocado!:: en un vaso de precipitados de 25 mi, se le 

al'ladió 20 mi del buffer de extracción ltris O.I M pH 9.0 NaCI 1.5 

"' y CaClz o.os f'I >. Se a91t6 por 1 hora en un plato giratorio a 

4°C y posteriormente se centrifugó a 12,100 x 9 durante 10 minutos 

a una temperatura de 4°C El precipitado se desechó y el 

sobrenadante después de medir su volumen se conservó en hielo 

hasta la cuantificación de la actividad enzim~tica. 

En ocasiones la medición de la enzima no se hizó 

inlt&diata1ne11te sino hasta 24 horas después, en ese caso el 

extracto enzimático se congeló a -20°C 

3.0.2 Actividad Enzi.álica 

Para determinar la actividad enzim~tica sobre un plato 

giratorio se colocó un refractario de 21 X 20.5 X 5 cm con agua a 

temperatura constante de 39°C Dentt·o del refractario y sostenido 

po1· pinzas para bw·eta se colocó 1..111 vaso de precipitados de 30 ml 

q1.1e contenla 25 ml de Uti& solución de pectina al o.5 Y. con NaCl 

0.15 "' • 

Tanto en el refractat·io como en el vaso de precipit.ados se 

colocaron agitadores ma·;néticos de tamaf'ios apropiados para que e:l 

agua homogeneizara su temperatura y que la mezcla de reacció11 

tuvie:ra una agitación constante y uniforme • 

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

zaba al aftadirle t.7 ml del extracto enzim~tico, este ~lti~o pH 
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casi siempre fUé de 7.4 que esta dentro del rango de pH óptimo 

(7.2-7.81 ~la pectin.etilesterasa CPMEICHa!><!rman y Austin, 19861. 

Se tomó como pH del tiempo cero, el que alcanzaba la pectina 

al af"iadir la enzi•a v posterior1aente se siguió la variaci6r1 de pH 

cada 5 minutos durante 30 minutos. 

Una buena agitación fue muy i"'Portante para que fueran 

rapida.ente evidentes los cambios de pH que se generaban. 

La ca~acidad amortiguadora del ensayo enzimático fué 

deter•inada ~ediante una curva de disminución de pH provocada por 

la adición de cantidades conocidas de H•. 

Una ...,idad de PME se definió COMO: 

U. de P ME= 1 µllOl de H•generados/mg de Prot./60 minutos. 

3.B.2.1 DeteraJ..-..ci6n de Proteína 

Para determinar la cantidad de prote1na en el extracto en:;:1-

mático se ut.iliz6 el método de Lowry et a.t. 1951. 

Los datos reportados son el producto del promedio de ~ 

repeticiones independientes hechas por triplicado. 

3.9 Oblención de Pared Celular. 

Par·a obtener la pared celular se colocaron 1.5 g de hat"'ir1a de: 

frijol en un tubo de pl..\.stico de 2. 7 c111 de diA.metro, se i'e añadió 

12 •l de buffer de fosfatos 0.1 M PH 7.4 con NaCI 2 M y 9 mM de 

Mercaptoetanol este ülti.ao se adiciona en el momento de usarse. Se 

hollo~izó por 60 segundos en el Ultraturra>c a mAxima , velocidad. 
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centrifugAndose poster1or•ente a 3,000 r.P.• durante JO minutos. 

El sobrenadante se desechó y la pastilla se resuspendió en un 

volu.en si1ailar de buffer. Nuevamente se centrifugó y se desechó 

el sobrenadante. 

La pastilla asl obtenida se lavó 2 veces con 5 ml de acetona 

cada vez y 1 vez con eter, las lavadas fueron con el fin de 

elilninar el exceso de material intracelular. Después de cada 

lavada se centrifugó de la mis•a manera arriba mencionada. 

La pared celular obtenida 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 dlas de deterioro. 

3.JO Cuantificaci6n del Grado de Metilacl6n de la Pectina. 

Para cuat1t1 ficar el contenido de grupos rnetilos de la pectina 

de la pared celular de las distintas variedades de frijol SE: 

siguió 1 a técnica de McFeeters y Armstrong ( 1984). 

3.JO.t Hidrolisis alcalina de la pared celular. 

Debido a que el metanol 110 se encuentra libre Cen forma 

vol~til) sino ester1ficando a la pectina, para poder cuantifi

carlo,. fu~ necesario liberarlo de esta asociación por ello se 

arectuó Ja hidrólisis alcalina de los grupos metilos _de este 

C09f>Uesto de la pared celular. 
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Se pesaron 200 mg de pared celular y se colocaron en un frasco 

vial al que se le a~adieron 1.7 •l de t-120 y 0.3 ml de NaOH lM, se 

tapó perfectamente, se sonic6 por 4 minutos y se dejo agitando 

toda la noche 116 horas> a 25°C El ultrasonido se uti 1 izó con el 

objeto de romper estructuras y facilitar la exposición de lc•s 

grupos carboxilos esterificados con 

des.etilante de la sosa. 

metano! a la acción 

Al dla siguiente se precipitaron las proteínas del hidroli-

zado af'radiéndole O. 4 ml de una •ezcla fosfórico-fórmico ql~e 

estaban en proporción 3 a t y se centrifugó a 12,100 x 9 por 10 

minutos a 4°C • 

La centrifugación a 4°C fué para evitar que el metano! 

producido en la hidrólisis alcalina se escapara. 

Se debe seNalar que con la precipitación se logró que el 

hidrol izado se aclarara un poco ya que origir1alment.e se encontrabc.. 

muy turbio. 

La pastilla se desechó y el sobrenadante: se inyecto cc:i.~1 

inmediatamente al cromatógrafo de gases. 

3.10.2 Afl:¡lisls Cro..alográfico 

La cuanti ficaci6n de los productos obtenidos durar1te la 

hidrólisis alcalína de la pared celular se hizo por crc•mato·::wafJ.a 

de gases. 

Para ello se utilizó una columna de acero inoxidable de 6 pies 

de largo X 1/9 pies de dU.metro con Carbowax 20M al 10 r. sob.-e 

ChrOOK>sorb W H P 90-100. 



Pri•ero se buscaron l•s condicior.es en las cuales en nuestra 

coltnna se separaran aproPiadamente, el metanol de los demá.s 

compon•ntas que se pensaba podr!an estar pres•ntes 

hidrolizado col90 el etanol y otros cQltPuestos vol~tiles. 

en el 

Se encontró qua con teMperaturas del detector a 200°C, el 

inY•ctor a l~OºC y la colu•na a 60°C, se podrla separar en for•a 

aceptabla. 

Es decir en esas condiciones cada uno de los compuestos tiene 

un ti•MPo de retencion caracteristico que no se sobrepone con 

ningCm otro y que es reproducible si se •antienen las condiciones 

constantes. De esta manera se determi116 el tiempo de retenci6t"I del 

metanol el cual es muy importante para su reconocimiento entre los 

picos que resultan en un cr0111at09rama de la muestra. <McNair 1981> 

En cromatografia de gases es recomendable inyectar volumenes 

pequenos de muestra de 1 a 3 µl 

patrón de metanol inyectando de 

De esa forma se hizo la cur\ta 

a 3 µl de u11a soluci6t1 de 

metanol al 0.1 %. Sin embargo se tuvieron que inyectar hasta 5µ1 

de nuest1~0 hidrol izado debido a las concentraciones tar, b~j&s de 

metanol que se tenlan. 

Hay que aclarar que debido a esto y a que en r1uestro sistema 

existe una gran cantidad de compuestos orgánicos como grasas, 

carbohidratos. etc. se tuvieron muchos problemas con la coh.1mna la 

cual se ensuciaba muy rapidamente y se tapaba por lo que era 

preciso catnbiarla pot~ una nueva. 

Fue por ello que se penso en agregarle una precolumna de 12.5 

e• de lar90 con OV 101 al 3 X en la parte del inyector que era 

9afleralaente la que mayor problema presentaba. La precolumna 
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aunque no es usada para este tipo de columnas tuvo aparentemente 

un buen resultado ya que por una parte la columa no se ··•olvió a 

tapar <aur1que segula ensuciandose) y por otra t10 se afectó la 

eficiencia de la columna. 

Las muestras inmediatamente obtenidas se inyectaban, haciendo 

previamente en cada ocasión la curva patrón de metanol, de esta 

manera se calculaba la concentración de este alcohol de acuerdo 

las condiciones de la columna en ese momento 

·' a ...... 

La cuantificación del metanol de la muestra se hacia en base a 

la curva patrón de metanol comercial en la cual se relaciot1a la 

cantidad de metano! inyectada con el área bajo la curva obterüda. 

En el cromatograma de la muestra el metanol era reconc4cidc• 

entre los dem~s picos en base a su tiempo de retenci6ri. 

En el diagrama 3.1 se muestra en forma esquemát l·=a las 

diversas determinaciones p1·acticadas al grano de f1·1Jol ~~r·a el 

logro de los objet.ivos plat1~eados. en este trabaje•. 
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IV.RESULTADOS 

Los resultados de este trabajo se plantear~n en dos partes: la 

primera de las cuales abarcará. el efecto del almacenamiento en la 

textura del 9ra110 y la siguiente los experimentos bioqu1mico

fisiol69icos lleva.dos a cabo en el grano almacenado. 

4.1 Efecto del almacenaaiento sobre la textura del frijol. 

El frijol cuando es almacenado en condiciones adversas se 

deteriora CHincks y Stanley 1986; Aguilar y Ballívian 1987; 

Stanley y Hohlbe1·9 1987). El 9radeo de d~ter1oro .:¡ue alcanza 

depende del ti.:rnpo de almace1-.amient.o a.si como de la temperatura y· 

de la humedad relativa en el almacén. 

Esta pérdida de calidad del frijol se manifiesta durante el 

prc•ceso de cocción. El ·3rano altnacenado reqi.liere de mayor tiempo 

de cocciór1 para si.~avizarse que el requerido Por Lm frijol que no 

ha sido almacenado. I10: tal suerte que un par~rneti-o para estimar el 

deterioro que sufre el grano durante su almacenamiento es 

detet·minar la te>~t1.ira del 9rar10 durante la cocción la cr.ml refleja 

su grado dé dt.~reza. 

Er1 el desar·t-ollo d.a este trabajo e:--~perirnental se utilizó 

frijol con diversos grados de deteri-;:iro .. el cual se obtuvo alrnace

nar1do el -;rano durar.te 7, 14 .. 21 y 33 dLas a 41°C y 75 Y. 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 almacer1a11iento se 

determinó la textura del grano a 2 tiempos de cocción 45 Y 90 

minutos. Tales tiempos fueron e5cogidos porque en un experimento 

previo de cinética de cc:•cción, se encontró que a lo largo de 1:20 

•inutos de cocc16n el ablandamiento del grano era monotónico. 

(Qu1roz. R. !989l 

La textura del grano o grado de ablandamiento a los dos 

tiempos de cocci6n utilizados fue cuantificada como la fuerza en 

Kilogramos requerida para romper una cantidad conocida de grano y 

los resultados report.ados como el grado relativo de dureza <GRD>. 

Este es el cociente resultante de dividir la te~tura ~ue presenta 

el frijol cocido durante un tíe1Rpo dado a cualquier periodo de 

almacenamiento et1tre la textura que presenta el grano cocid·:i al 

iniciarse el tratamiento es decir al tiempo cero de 

almacenam1e11to. 

La textw·a del grano al tiem¡:.o cero de cocción no se pudo 

cua11t 1 ficar debido a que la fuerza 1·equerida para romperlo era 

mayor a la capacidad de la celda dispon1ble 7 su valor fue 

calculado poi· ext.rapolación en las grd.ficas dE textura contra 

ti empo de e o ce i 611. 

Las 9rá.f1cas que se obtienen en el lnstt·ori. ut1 l izando la 

celda l<ramer representan la fuerza que hay que aplicar al g.rano 

para reimpe1·Jo. Qb5erva11do estas gt·áfics.s se puede ap1·eciai- G'.ie en 

algunas de las curvas7 la minor1a, se dibujan clarame11te 2 picos 

ntientras que en la JRayorla se presenta un solo pico bien definido 

Y posteriormente un gran abultamiento al final, lo anterior se 
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ejemplifica para algunas variedades en la fi9. 3.1 <a y b>. 

Este tipo de compot·tamiento también se ha observado cuando la 

textura del grano se detertnina en el frijol uti 1 izando un 

penetr6metro y se ha interpretado como que el primer pico 

corresponde a la resistencia a la penetrac1on de la estructura del 

grano dada principalmente por la test.a y la pared celular mier1tras 

el segundo Pico, corresponde a las propiedades reológicas del 

frijol como serla la viscosidad del almidén y otros constituyentes 

intracelulares. <Hincks y StanleY 1986> 

Otros autores proponen que el primer pico corresponde a la 

oposición de la testa a la penetración y el siguiente pico a la 

opos1c1ón del cotiledón y del resto de la testa. <Hincks y Stanley 

1986) 

En este trabajo se dec1di6 analizar los valores de textura en 

relac16n con el almacenamiento considerando unicatnente el primer 

pico de la grAfica (fig. 3.1> 9er1erada en el Instron~ debido a ql~e 

Vo1 sey y Larmond ( 1971 > encontraron que existe una gran 

correlación entre el primer Pico y el .:..rea bajo Ja ci.wva de la; 

grAficas genet·adas en tal instt"l1mento de: cuanti ficaci6n de 

textllra. 

El carnbio en el grado relativo de dureza CGRD> de las 

diferentes variedades a los distintos d!as de almacenamiento 

aparece en las· figuras 3.2 y 3.3 .. Los resultados representan la 

textura alcanzada por el grano a los tiempos de cocción de 45 

(fig. 3.2) y 90 !fig. 3.3> minutos y son el resultado del promedio 

• de una cuantificación hecha por triplicado. 
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FJ.g. 3. 2 a Efeclo del almacenamiento en la dureza 
relaliva de diversas variedades de frijol. 
El almitcenamiento del grano se hizo hasta 33 
dias a 40°C y 75 r. de humedad relativa. El 
grado relativo de dureza <GRD> se obtuvo 
dividier1do la te>~tura del grano con 45 
minutos de cocci6n a cualquier t.1empo do;,_ 
almacet1amier1to entre la textura del grane• 
fresco al mismo tiempo de cocci~n. En todos 
los casos la t.axtura se registró t::n un 
lnst1"c•r1. 

A N. Ja.mapa 
o o. de Cabra 
+ N. Veracruz 
e Michi9an 
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Flg. 3. 2 b Efecto del alaacenaaú.enlo en la dureza 
relativa d• diversas variedades de frijol. 
El alnt&cenamiento del grano se hizo hasta 33 
dias a 40ºc y 75 r. de humedad relativa. El 
grado relativo de dureza (GRDI se obtuvo 
dividiendo la textura del grano con 45 
minutos de cocción a cualquier t.iempo de 
almacenamiento entre la textura del grano 
fresco al mismo t.iempo de cocción. En todos 
los casos la te>ctura se registró en un 
Instron. 

A P. Nacional 
Bayo 400 
N. Huasteco 
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Fig. 3.3 Efeclo del Al...acenamienlo en la dureza relativa 
de diversas variedades de frijol. 
El almace11am1ento del grano se hizo hasta 33 dias a 
40ºc y 75 :1: de humedad relativa. El grado relativo 
de dureza <GRD) se obt1..1vo dividiendo la textura del 
9ra110 con 90 miriutos de cocción a cualq1.,ier 
tiempo de almacenamie11to entre la textura del 9ra110 
ft~esco al mismo tiempo de cocción. En todos los 
casos la texti..u-a se re9istr-6 en un lnstron. 

Las variedades estan agrupadas por color: 

A> bayos Michigan e Bayo 400 

B> negros N. Huasteco e N. Veracruz G:. N. Jamapa 

CI pintos P. Nacional e O dQ Cabra o C. Jalisco 

41 



~ 

5 

Fig. 3.3 continuación 

.... ,..,. 
" 
21 

a 
.... 
UI 

17 

IB 

•• 
u 
L3 

u 
u 

na 

"" tL7 
o 

"" 17 

as ... 
•A 
2.3 ,..,. 
21 

.... 
LO 

l7 

u; 

L5 ... . 
L3 

t.:I 

u 
1 

o 

a 

Almacenamiento (dlas> 

e .• 

/ 

.. ··// .... 

//.' /./ 

_../~_.// 
,/· .,..·· _.a 

---~ ..,,A'/I / ------ ,,,.-~· .. 
~ ....... - / 

............ ___ -~---- ~··/' 
~.,.......... ~ 

a .. 16 

Almacenamiento <dlas> 



En las gr~ficas, en general, se puede apreciar que en las 

condiciones de deterioro utilizadas las variedades estudiadas 

tienden a au111entar su dureza, es decir9 requieren de un mayot" 

t~empo para su suavización a medida que transcurre el tiempo de 

al•acenamiento, lo anterior se observa a ambos tiempos de cocción 

utilizados, también puede notarse ·~1..~e el grado de endl~recimiento 

alcanzado por cada variedad no es el mismo • 

Tratando de agrupar las variedades de acuerdo a su tendencia 

al deterioro, con los datos de textura se realizó un análisis de 

varianza v cotaparación de Medias <Prueba de Schéfe. Winer, 1971> .. 

Los resultados a los 45 minutos de cocción (fig. 3.2> muestrar1 

que durante los 7 pri.eros dias de al•acenamiento las variedades 

se deterioran lllUY rapida1>ente, al final de tal periodo, en todos 

los casos ya existen diferencias significativas (Q 0.99) respecto 

al control. 

El anA.lisis de las gráficas de la fig. 3.2 permite agrupar a 

las variedades estudiadas en 2 grupos. Aquellas o:iue presentan solo 

2 velocidades de endurecimiento durante todo el periodo estudiado 

y las que preser1tan 3. Etl el primer grupo (fig 3.2 a) estarlan 

Michigan, Negro Veracruz, Negro Jamapa y Ojo de Cabra donde el 

cambio de velocidad de endurecimiento, dado por el cambio de 

i:er1diente, se rea 11 za a los 7 dlas y posteriormente presentan un 

endurecimiento casi nulo, mientras que en el segundo (fig. 3.2 b) 

estartan Pinto Nacior1al, Negro Huasteco y Bayo 400 con 2 periodos 

r~pidos de endurecimiento de O a 7 d!as y de 21 a 33 dias 

separados por un periodo en que el endurecimiento no aumenta con 

el tiempo de almacenamiento. El Cacahuate Jalisco también caerla 



dentro de este segundo grUPo solo que el primer periodo de rápido 

endurecimiento se prolonga hasta los 14 dias. 

Analizando de igual forma los resultados obtenidos a 90 

minutos de cocción en la fig. 3.3 <A, B y C> de las 8 variedades 

estudiadas, unicamente Bayo 400 y Cacahuate Jalisco presentan un 

endurecimiento muy r~pido durante los 7 primeros di as de 

almacenamiento. Las otras variedades muestran un endureci•iento 

m•s lento no presentando durante 

significativas respecto al control. 

tal periodo diferencias 

Posteriormente y a medida que el tiempo de almacenamiento 

transcurre todas las variedades a excepción de Michigan y 

Cacahuate Jalisco presentan en forma sostenida un pequefl'io 

incremento en su endurecimiento. Sin embargo lo que verdaderamente 

llama la atención es el gran caMbio de textura 6 aumento de dureza 

que se presenta en todas las variedades entre los dlas 21 y 33 de 

almacenamiento. Tales aumentos van de un 50 Y. al 100 X dependiendo 

de la variedad. 

En cuanto a las variedades Michigan y Cacahuate Jalisco se 

tiet9te que la primera, se endurece rapidamente a partir del séptimo 

di a mientras que la segunda presenta un comportamie11to incierto 

hasta el dla 21 de almacenamiento. (fig. 3.3) 

El grado de dureza observado en las variedades a los 33 dias 

de almacenamiento depende de si en la determinación del parámetro 

se utilizan los datos genera.dos a los 45 o a. los 90 minutos de 

cocción (Tabla I>, va que por ejemplo Michigan, Negro Veracruz, 

Ojo de Cabra y Pinto Nacional presentan un mayor deterioro si el 

G.R.D. se determina a los 90 minutos de cocción que a los 45 
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TABLA l. GRAl>O RELATIVO DE DUREZA A 45 V 90 MINUTOS DE. COCCION 
DE DIVERSAS VARIEDADES DE FRIJOL ALMACENADAS DURANTE 

33 DIAS 

" Variedad 

45 

o. Cabra • 1.34 

P. Nacional • 1.86 

c. Jalisco • 2.12 

N. Huasteco e 1.82 

N. Veracruz e 1.67 

N. Ja•apa e 1.97 

Michigan • 1.57 

Bayo 400 • 1.81 

G) A9rUPados por color de testa 

• Pintos 
e Negros 
• Bayos 

Tie.,o de Cocción 
!Minutos> 

90 

G.R.D.b 

1.61 

2.73 

2.31 

1.83 

2.35 

1.60 

3.16 

1.90 

b)Variedades comparadas en dureza a los O y a los 33 dias de 
al•acenamiento. Analizando el primer pico de la gráficas 
generadas en el Instron. 

GRD = Grado Relativo de Pureza 

El 9rado relativo de todas. las variedades al tiempo cero de 

al•acena•iento es uno. 



•inutos. •ientras que Cacahuate Jalisco. Bayo 400 y Negro Huasteco 

presentan l.Wl •ismo 9rado de deterioro independientemente del 

tieMPo utilizado para su deter~inación en el proceso de cocción. 

Contrastando con estos dos COlftPOrtamientos se encuentra al 

Negro Jamapa el cual presenta raenor grado de dureza o de deterioro 

a los 90 •inutos de cocción que a los 45 min. 

4.2 Niveles de hidralaci6n del grano de Crijol durante su 

•1-cenaalenlo 

El frijol almacenado en condiciones de alta humedad relativa Y 

alta te1tFeratura tiende a to..ar agua en for•a paulatina hasta qlle 

su contenido de humedad se equilibra con las condiciones externas. 

El a9ua que to.,a el grano mientras esta almacenado es muy 

importante ya que al llegar a un cierto nivel. puede inducir 

cambios fisicoquimicos en las estructuras y/o componentes del 

grano que podrlan participar en el fenómeno del endurecimiento. 

Por ejemplo activación de enzimas: proteasas. pectinmetilesterasa, 

fitasa. peroxidasas etc •• cambios en la estructura de la pared 

celular. entrecruzamiento de proteinas~ 

membrar1as etc. <Hincks y Stat1ley 2936) 

mal ensallltblaje de 

Lo anterior sugiere que la cantidad de agua. tomada por el 

grano as! como la velocidad con que la toma podr!an influir en el 

cot11portarniento del frijol en el almacén. 

Dado que las variedades de frijol aqul. utilizadas presentan 

diferencias en cuanto a su susceptibilidad al endurecimiento se 



deter•inó la velocidad de hidrataci~n de cada variedad en las 

condiciones de t1·abajo 4t0 c y 75 Z de H.R. y se busc6 alguna 

correlación entre ellas. 

La velocidad de hidratación de las 8 variedades se presenta en 

las figuras 3.4, 3.5 y 3.6 co•o el promedio de los resultados de Z 

repeticiones independientes hechas por triplicado. 

La cinética de toma de agua se siguió por espacio de 14 dia.s, 

ya que se observó que los frijoles a partir de los pri•eros dlas 

de almacenaw'liento dependiendo de la variedad alcanzan un porcenta

je de hidratación en que se •antienen constantes. Debido a ello no 

se consideró importante abarcar un periodo de tiempo ml.s amplio. 

En las tres figuras, se puede apreciar que originalmente todas 

las variedades presentan entre un 7 y un 3 Y. de contenido de 

huMedad. Tal contenido de hl.medad se va modificando de diferente 

manera en las distintas variedade$. Dt.wante los 3 p1·imeros d!.as de 

almacenamiento existe11 2 grupos estadisticamente diferentes. 

U110 de los grupos formado por las variedades t'lichigan, Negt·o 

Jamapa, Ojo de Cabra, Pinto Nacional y Bayo 400 que presentan una 

velocidad de toma de agua menor <fi9s. 3.4 y 3.5) que la que 

presentan las variedades Cacahuate Jalisco, Negro Huasteco y Negro 

Veracruz qlte forman el otro grupo Cfi9. 3.6). 

A pa1·tir del quinto dia los grupos desaparecen y siete de las 

variedades tienen un comportamiento similar. Todas ellas se 

mantienen a partir de ese momento en el grado de hidratación que 

alcanzaron hasta entonces, el cual, está en equi 1 ibt·io con las 

candiciones de almacenamiento. Tal grado de hidratación es de un 

22 a 24X en cinco de las variedades y de l.rl 18X para las otras 



30 

:111 

~ 

24 
e :.r.i -O ... 
u 

" 
;¡u .. 11 • ~ 
16 -a 

;! H 9 
~ -a l:l 

X JO 

2 

Fig.3.4 

• 

e e 

o 
m 

111 

6 11 

TleJ11PO de almaceruuniento Cdias) 

Velocidad de hidralaci6n du1·ant.e un pel"i od.:1 
de 14 d!as en las condiciones de alma•=ena
mier1to uti 1 izadas < 40°C y 75 /. d~· H. R > d~ 
las variedades <c>Bayo 400 y (+) Pi11to 
Nacional. Estas variedades junto con 
Michi9ar1, OJO de Cabra y Negro .Jarnapa 
forman un sólo 91"'.JPC• estadl st icarnente 
definido en cuanto :.. su velocidad de tc•ma de 
a9ua d1..wante los 3 primeros dlas de 
almacena.miet;to cot'l un 0t 0.9'5 en Lm 
an:..lisis de varianza y una comparación de: 
medias Prueba de Schéfe. 



111 

:19 

:ii; 

l4 

" 
;¡;¡ 

.... 
:ID u .. ,, .. " o ~ e $ 8 .. 

" 16- a n " ,, a 
ii! H o 

a a 
• g a ,, a 
lt IJ a 

8 

6 

2 

u 
a IJ 12 14 

TieMpO de al .. cenaaienlo Cdiasl 

Fig.3.5 Velocidad de hidratación durante un periodo 
de 14 dias en las condiciones de almacena-
miento utilizadas <4oºc y 75 % de H. R.l de 
las variedades (a) Ojo de Cabra, (+) Negro 
Jamapa y (o) Michigan. 



e: 
'<l ... 
u • .. • .. ,, 
ii! 
.: 
IC 

~ 

a 
:16 

a• .. 
~ 

a:a t .. 
11 

¡ g e a 
:ID 

• q 
15 

H 

g 

D 

a 
6 

a 
u 

o a 11 g H 

Ti•JllPO de almacenaaient.o Cdias) 

Fig. 3. 6 Velocidad do h1drat.acl6n dura11te un periodo 
de' 14 dias en las condiciones de almacena
•iento utilizadas ele las variedades (el Negro 
Huasteco, (+) Negro Veracruz y (o) 
Cacahuate .Jalisco las cuales forman un s61o 
grupo estadísticamente definido en cuanto a 
su velocidad de toma de agua durante los 3 
Primeros dias de almacenamiento a 0.95 con 
un •ni.lisis de varianza y una comparación de 
-dias Prueba da Sch4fe. 



dos: "íchigan y Negro Jamapa. 

La variedad Ojo de Cabra par su parte, se comporta de manera 

diferente a las t:femAs, debido a que presenta una menor velocidad 

de hidratación v aumenta gradualmente su contenido de humedad y 

tarda doce dias en equilibrarse a un 18 X con la humedad relativa 

del aJObiente. 

Si se comparan los resultados anteriores, con la textura que 

presentan los diferentes grano después de 33 dlas de 

almacenamiento CT~bla !), se puede ver que a los 45 minutos de 

cocción se presenta en la mayoria de las variedades una gran 

concordancia entre la velocidad con la que toman el a9ua en el 

almacén v su tendencia a endurecerse. De tal manera que las 

variedades que to11tan el agua con mayor rapidez parecen ser más 

susceptibles a endurecerse, con escepción de Negro Jamapa y Negro 

Veracruz. 

Para los 90 miriut.os de cocción. aparentemente no existe 

relación entre aSJ1.bos parAmetros .. 

4.3 Correlaci~n entre la dureza del grana y el grado de 

metilaci6n de la pared celular. 

El ablar>damiento de frijol que ocurre dura11te el proceso de 

cocción es debido según la hipótesis m.A.s aceptada a la separación 

de la$ células del cotiledón; t.al separación es menor o no se 

presenta en el caso d~l grano endurecido que ha sido al•acenado en 

condiciones adversas. Debido a ello se ha planteado que el 
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problema del endurecimiento de frijol guarda estrecha relación con 

tal falla en la separación celular. (Jones y Boulter 1983; Stanley 

v Aguilera 1985; Hincks y Stanlev 1986) 

Las células del cotiled6n se encuentran unidas por la 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 la coccion, favoreciendo el 

separación celular. mientras que, en un grano 

proceso 

duro 

de 

la 

solubilizaci6n de la pectina es menor. En base a lo anterior se ha 

sugerido que el proceso de endurecimiento podr!a ser provocado. 

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 disminución en el conte11ido de 

grypos metilos de la pectina en comparación con un grano recién 

cosechado <Jones and Boulter 1983>; esto se ha interpretado como 

que este f&n6mer10 de desmeti lación puede estar relacionado 

estréochamente con el endurecimiento del grano, sira embt·argo, no se 

puede: concluir que esto sea cierto hasta realizar estudios de la 

cinética de endurecimi&ntc• que comPt"Lteben qL!e efect.ivamet·1te a 

medida que un frijol se va endureciendo, el grado de metilación de 

la Pectina va disminuye11do proporcionalmente. 

A fin de t·espor1der a 'e:;ta pregunta se cuanti fic6 el gi-ado de 

metilacion de la pectina en el frijol fresco o control y a los 

diferentes dlas de almacenamiento e:n nuestras condiciones de 

trabajo, para observar cuál es su comportamiento a medida que el 

frijol se va endure.ciando y posteriormenta correlacionarlo con Ja 

dureza alcanzada por el grano. 



Los resultados que se aprecian en la tabla II muestran el 

pra.edio da los valores obtenidos en dos cuatificaciones hechas 

por duplicado cada una. para cinco variedades que se escogieron 

COMO representativas de las diferentes susceptibilidades al 

endurecimiento. El contenido inicial de grupos metilo cuantiffcado 

ca.o 119 de metanol/g de pared celular es diferente para cada 

variedad presentando menor grado de metilaci6n las variedades más 

susceptibles al --deterioro !Pinto Nacional y Cacahuate 

Jalisco>.Todas las variedades entre cero y 21 d1as de deterioro 

sufren una disminución en el contenido de los grupos metilos de la 

pectina. La disminusc16n observada. no es la misma, sin embargo, 

para todas ellas ya que algunas sufren una desmetilaci6n del orden 

del 30X mientras otras alcanzan sólo un lOX. 

Arreglando las variedades en orden decreciente de desmetila

ci6n de acuerdo con los datos de la tabla II. se encuentra que 

Bayo ~00 y Negro Huastec:o son las variedades con la mayor pérdida 

do grupos metilos 29.6 X y 28.2 Xrespectivamente. Las siguientes 

tres variedades muestran una desmetilaci6n bastante m.1.s peque~a 

que las anteriores, ya que Cacahuate Jalisco, Pi rato Nacional y 

Negro Veracróz apenas alcanzan un 13.1, 10.1 y 

desmetilaci6n respectivamente. 

11. 4:1. de 

Co•parando estos resultados con los de desarrollo de dureza de 

las distintas variedades en el almacén se puede ver que no existe 

correlac16n directa entre la susceptibilidad o resistencia al 

endurecimiento de una variedad y el porcentaje de desmetilación de 

la pectina. Asi Cacahuate Jalisco y Pinto Nacional con una 

des~etilación pequefta aparecen como variedades muy susceptibles. 



TABLA II DESMETILACION DE LA PECTINA MOSTRADA POR DIVERSAS 

VARIEDADES DE FRIJOL DURAJn'E SU ALMACENAMIENTO POR 33 

DIAS A 40° C Y 75 " DE HUMEDAD RELATIVA 

Ti._o de Al ... c•n••i•nt.o % Diminuc16n 
<diasl 

Variedad o 21 -de Metanol/9 de P.C. 

B. 400 • 2.09 1.47 29.66 

P. Nacional o 1.39 1.25 10.07 

c. Jalisco o 1.53 1.33 13.07 

N. Veracruz • 1.04 . 1.63 11.41 

N. Huasteco • l. 70 1.22 20.23 

•>Agrupadas según el color de la testa 

• Bayos 

a Pintos 

• Negros 



4.4 Cambios en los niveles de AcUvidad de la enzi .. 

Peclinmel~lesterasa durante el al .. cenamienlo del grano. 

El fenófleno del endurecimiento es muy complejo. se ha sugerido 

que en el intervienen auchos factores y debido a ello, se han 

planteado diferentes hipótesis para tratar de explicarlo. Una de 

las hipótesis proPuestas. COll'lo ya se ha mencionado, es la que 

s.rt:ala a la des•etilaci6n 

al111acenado co•o uno de 

endurecimiento del grano. 

sufre 

los 

la pectina en un 

factores responsables 

frijol 

del 

La des~etilación de la pectina es producida por hidrólisis que 

J>Uede ser ~cida, alcalina o enzi•~tica, siendo en este caso, la 

tercera la ~nica que tiene condiciones apropiadas para ocurrir in 

~ivo, va que normalntente, el pH celular es constante. La enzima 

que podrla ser responsable de esta desmetilación es la 

Pectinmetilesterasa, la cual, se cree que se encuentra activa 

durante el almacena~iento del grano en condiciones adversas. 

De ser cierto lo que se senala en el párrafo anterior se 

tendria que observar que existe una correlación entre el grado de 

desmetilación de la pectit1a y los niveles de actividad enzim~tica. 

Sin embargo, hasta ahora no se han reportado datos de la actividad 

de esta enzima y de su relación exacta con el proceso de 

desmetilacion de la pectina en el grano de ~rijol. Por ello se 

decidió cuantificar los niveles de actividad de dicha enzima en el 

frijol control y observar COlto se •odifica esta a .edida que 

transcurre el tiempo de almacenemiento para posteriormente 
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correlacionar tales resultados con la existencia o no de 

dlts .. t1lac16n de la.pectina y el auaento de dureza en el grano. 

Los resultados se presentan en las figuras 3.7 y 3.8 como el 

prOIH!dio de 2 repeticiones independientes hechas por triplicado. 

Ambas ~raficas muestran las 2 tendencias seguidas por las 

variedades, respecto a la actividad de la enzi•a pectinmetil 

esterasa, durante su al.acena•iento en condiciones adversas. 

La primera de las cuales que corresponde a las variedades 

Negro Huasteco. Ne9ro Veracruz y Cachuate Jalisco es que la 

actividad de la enzi•a, se Mantiene constante a lo largo del 

ti&mPo de almacena•iento <Fig 3.7). 

La otra tendencia que auestran las variedades Bayo 400 y Pinto 

Nacional es que la actividad enzilaltica se •antiene constante en 

los pri•eros 7 dlas de almacenamiento, posteriormente entre 7 y 15 

d1as existe una disminuc10n si9nicativa en la actividad (~ 0.99), 

a partir de este momento la actividad ya no varia y se mantiene 

constante (fig. 3.8). 

Sin emt1ar90, a pesar de que se presentan estas 2 tendencias 

bien claras, no es posible agrupar a las variedades de una forma 

bien definida estadlsticamente. 

Es por el lo que al observar los resl1l tados y ver las 

difer·encias en las actividades enzimá.ticas e11tre las distintas 

variedades, unicamente se puede decir que Bayo 400 es la variedad 

que presenta la •ayor actividad seguida por las variedades Pinto 

Nacional. Cacahuate Jalisco, Negro Veracruz y Negro Huasteco en 

orden descendente de actividad. Ocurriendo durante todo el tiempo 

de al•acenamiento 11 que Bayo 400 tenga siempre los niveles mAs 
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altos de actividad enzilú.tica. mientras que Negro Veracruz y Negro 

Huasteco los niveles m.i.s bajos. 

La comparación de los result~dos anteriores con los obtenidos 

del porciento de desmetilacion, nos indica que los niveles de 

des .. tilaci6n no dependen de la actividad de la Pectinme~ilest~

ras~ presente en el grano ya que con solo la mitad de la actividad 

presente en Bayo 400 el Negro Hua.steco sufre el mismo porc:entajE:: 

de des .. tilaci6n. 



V Dl8CU81011 

La cocc16n del friJol es un proceso continuo que comprende 

diversos eventos. remoc16n de iones divalet1tes de la lamela media 

<Mattson 1946; Elias 1982; Janes y Boulter 1983), salida de ~c1do 

fitico y proteinas del protoplasto <Elias 1982; Aguilera y Stanley 

1985 > y solubilizaci6n de pectinas de la lamela media (Sefa-Dedeh 

y Stanley 1979°; Loh et aL 1982; Van Buren 1986>. Estos eventos 

pueden realizarse en forma si~ul~nea a diferentes velocidades o 

bien en forma sucesiva, resultando de cualquier modo en la 

suavización del grano. 

Las condiciones de almacenamiento utilizadas en este trabajo 

permitieron obtener grano con una menor velocidetd de coccion 

(Figs.3.2, 3.3 y Tabla I> lo que sugiere que en friJc·l endurecidc• 

los eventos que participan en el proceso de cocci:tn se realizan et-. 

forma similar al control pero a menor velocidad. Durante el 

almacenamiento las 8 variedades se endurecen con respecto al 

control. sin embargo. el grado de dureza que muest1·a el grano 

al•acenado con respecto al control depende de si la comparación se 

hace en el periodo de almacenamiento cQlllPrendido entre O y 21 dlas 

6 ent.re O \-"' 33 dlas o si el G.R.P. se obtiene a los 45 6 a los 90 

minutos d·::= cocctén para un mismo tiempo de almacenamiento. 

Estos resultados se han interpretado como que durante los 

priMeros 45 minutos de cocción del grano se realizan ciertos 
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ev.nt.os que ser~ lla•ados "eventos A" que per•it.en alcanzar 

cierto grado de suavidad en el grano, ~ientras que a los 90 

ainutos se han realizado los ºeventos A11 ~s otros diferentes que 

llamaremos " B 11 y que aumentan aún más la suavidad del grano. Los 

resultados también indican que en las variedades aqul estudiadas 

estos eventos presentar• diferente susceptibilidad al 

almacenamiento. Durante los primeros 21 dlas de almacenaMiento los 

"eventos A" sufren mayor deterioro que los 11 B "(Tabla III). La 

dureza relativa que presenta el grat"IO durante los pri•eros 21 dias 

de al•acenamiento es ••Yor cuando la determinación se hace a los 

45 •inutos qua a los 90 •inutos de cocción !Tabla IIll. Esto 

Podr1a debers• a que a los 45 minutos de ebullición los "eventos 

AH se efectuan solo parcialntante porque su velocidad ha disminuido 

por el deterioro sufrido en el almacén , sin embargo, 90 •inutos 

de cocción es tiempo suficiente para que se efectuen en su 

totalidad, de tal forma que la suavidad adquirida a los 90 minutos 

dependa sólo de los ºeventos 9" los cuales se han deteriorado en 

menor proporción que los 11 A " como lo indica el menor grado 

re:lativo de dLweza que presentan los granos almacenados cuando la 

determir1&.ción se hace a este tiempo. 

En el periodo de almacenamiento comprendido desde O hasta 33 

dias <Tabla I> las variedades estudiadas se pueden agrupar en 3 

tipos: I> las que presentan mayo.- grado de dureza si la 

comparación se hace a los 90 minutos que si se hace a los ~5 

minutos, tal es el caso de las variedades Negro Veracruz, Ojo de 

Cabra, Pinto Nacional, Cacahuate Jalisco y Michigan J 11> las que 

presentan igual grado de dureza si la comparación se hace • 
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TABLA III. GRADO RELATIVO DE DUREZA A 45 V 90 MINUTOS DE COCCION 

DE DIVERSAS VARIEDADES DE FRIJOL ALMACENADO DURANTE. 

21 DIAS 

" Variedad 

45 

o. Cabra • 1.40 

P. Nacional • 1.36 

c. Jalisco • 1.90 

N. Huasteco e 1.49 

N. Veracruz e 1.56 

N. Ja .. apa e 1.85 

Michigan • 1.49 

Bayo 400 • 1.48 

o> Agrupados por color de testa 

• Pintos 
e Negros 
• Bayos 

Tiempo de Cocción 
<Minutos> 

90 

G.R.D.b 

1.10 

1.49 

1. 41 

1. 00 

1.46 

1.36 

1.98 

1.38 

b) Variedades comparadas eti dureza a los O y a los 21 di as de 
almacenamiento. Atializando el área bajo la, curva de las 
gr.:..f tcas generadas en el Instron. 

GRD = Grado Relativo de Dureza 

El grado relativo de todas las variedades al tiempo cero de 

almacenamiento es uno. 



cualquiera d4t los ti•lllPOS de ebullición ya Meneionados Bayo 400 Y 

Negro Huasteco y por último ; III> las que presentan mayor grado 

relativo de dureza cuando la comparación se hace a. los 45 ntinutos 

que a los 90 minutos de cocción Negro Jamapa. 

Lo anterior sugiere que entre 21 y 33 dlas de almacenamiento 

se presenta modificación en mayor grado en los "eventos B.. que 

ocurren a los 90 minutos de cocc16n. 

Estos resultados sugieren que este tiempo de almacenamiento es 

suficiente para que en algunas variedades los 11 eventos 8 11 se 

deterioren en mayor proporción que los" A " (Tipo I>, ó que se 

deterioren en igual proporción (Tipo II> 6 bien que no se alcancen 

a deteriorar los 11 eventos B" durante este periodo de 

al•ac.na•iento <Tipo III>. 

En lo sucesivo las variedades tipo 1 se deno11inaran 

susceptibles, las tipo II medianamente susceptibles y las tipo III 

resistentes. 

Entre los factores que podrlan estar jugando algún paF·el en la 

susceptibilidad al endurecimiento que muestran las diversas 

variedades de frijol en el almacén se pueden mericionar: A> la 

actividad del agLrn et1 el grano (Jor1es y Boulter 1993; Hincks y 

Stanley 1986); B> cambio en los f"liveles de quelantes citoF'lAsmicos 

presentes en el 9rar10 <Kon 1979; Sievwri9ht y Shipe 1986 Hincks y 

Stanley 1987) y C) modificación de constituye11tes celulares <Essau 

1977; Varriano-Marston st aL 1981; Elias 1982) que repercuten en 

cambios en la. estructura del grano <Varriano Marston et al 1981; 

Elias 1982). A continuación se discutirán cada uno de estos 
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par.,..tros •n relación a l~ datos obtenidos en este trabajo. 

Al Actividad de agua en el grano. Las variedades aqu1 

estudiadas to11an agua a distintas velocidades durante los 3 

primeros dlas de almacenamiento <Fi9s. 3.4. 3.5 y 3.6>. 

Tomando e11 cuenta esta caracteri stica se pueden formar 2 

gruPos que son similares a los que se forman cuando las mismas se 

agrupan de acuerdo a su susceptibilidad al deterioro a los 33 dt.as 

de al•acena•iento <Tabla I) cuando la deter•inaci6n se hace a los 

45 minutos de cocci6n. Esto sugiere que existe una correlaci~n 

entra la velocidad de too.a de agua y la susceptibilidad al 

daterioro de los 11 eventos A". 

Esta sugerencia se ve apoyada Por el hecho de que a excepcion 

de Ojo de Cabra todas las variedades estudiadas poseen el mismo 

contenido de agua a los 7 dias de almacenamiento <Figs. 3.4. 3.5 y 

3.6J lo que coincide con el cambio mtt..ximo en el G.R.D. en el 

periodo de O - 21 d1as ! Tabla Illl. 

Por su pa.1~te los "eventos B11 que se deterioran a tierapos ús 

largos nci parecen estar coi-relacionados con la velocidad de toma 

de agua sino más bien con el·tiempo que ha transcurrido desde que 

el grano adq1,.üri6 cierta actividad de agua. 

B>cambios en los niveles de quelan.les ciloplásmicos. 

Se ha PropL1esto que durante la suavización del frijol, la 

fitit1a presente en el citoplasma del grano de frijol se 

solubiliza, migrando hacia afuera de las células y a su paso por 

la pared celular quela al Ca2 •y ai Mgª•p~rmitiendo que la lamela 



'"""i• •• solubilic• IStanleY y Agutlera 1985 ). Se ha detnostrado 

que los niveles de fitina disminuyen durant.e el almacena~iento del 

grano y que la velocidad de disminución es variedad dependiente 

(Berna! st aL 1987). Las variedades aqul estudiadas se pueden 

agrupar de acuerdo al contenido inicial de fi tina erl dos grupos 

Michigan y Negro Veracruz con un alto contenido de fitina y un 

se9tM'ldO grupo con un menor contenido que el primero donde estarlan 

agrupadas el resto de las variedades <Berna! et al 1987). También 

15 di as de s. hla demostrado que durante los primeros 

almacenamiento a 41°C y 75 r. de humedad relativa Michigan pierde 

.,.... 8~ da su fitina mientras que Ojo de Cabra tiena una pérdida de 

un 17:>:. 

Sin enlbargo la susceptibilidad a endurecerse es similar 

16.R.D. 1.5> a los 45 ~inutos de cocción IFig. 3.2). Ahora bien si 

el tiempo de cocción es de 90 minutos se puede observar que 

Michigan es mucho más susceptible que Ojo de Cabra con G.R.D. de 

t.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 cocción se 

ret1ueva el Ca2 •removible de la pared celular suponiendo que este 

sea uno de los eventos que se realizan a este tiempo de ebullición 

v que Provoca la solubilización de una cierta cantidad de la 

pectina ah1 presente, por lo que se llega a 

ablii11nda1Diento en ambos granos. 

un similar 

Sin embargo a los 90 111inutos de cocción Ja solubilidad de la 

la .. la mtectia de Ojo de Cabra es •avor que la de Michigan,, esto 

podr!• deberse,, a que la fitina que a~n se encuentra en Mi~higan a 
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est.e tiempo de cocción ya no es suficiente para quelar el Ca
2

• que 

todavía se encuentra en la pared celular y por ello disminuye la 

solubilidad de su pectina. 

Tallbién podr!a deberse a que existen di feret1cias en las 

pectinas de los 2 granos. tanto en sus caracterlsticas fisicas Y 

qulmicas como en la cantidad en la que se presentan, lo que podrla 

sugerir que Michigan 6 tiene mayor cantidad de pectinas que Ojo de 

Cabra o sus pectinas tienen ciertas caracterlsticas que las hacen 

menos solubles que las del otro grano por ello se ablandan en 

mtenor Proporción. Esto podrla adem~s apoyarse en los resultados 

obtenidos en el laboratorio de las cineticas de cocción de los 

vranos frescos, ya que ambos granos a pesar de tener diferente 

cantidad de fitina inicialmente, se cuecen a la misma velocidad, 

lo qua sugiere que en la velocidad de cocción del grano además de 

la ~itina participa otro factor que bien podrla ser la estabilidad 

de la pared celular. 

C>Hodificación de constit.uyentes celulares CFenoles y 

Netllaclón de Pectinas). 

Entre los constituyentes del grano que se modifican durante el 

al•acenamiento se encuentran los fenoles CEiias 1982; Stanley y 

Aguilera 1935 > y las pectinas <Bartolome y Hoff' 1972; Elias 1982; 

Jones y Boulter 1983; Stanley y Aguilera 1985>. 

Se ha propuesto que la •avor paticipación de los polifenoles y 

la lignificación en el periodo de endurecimiento se produce en 

etapas avanzadas del mismo, cuando el grano llega a LW\a dureza tal 

que no es posible suavizarlo a~n sometiéndolo a periodos de 
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cocción prolongados. Los niveles de endurecimiento del grano 

reportados en este trabajo no estan muy por encima de 2.5 de grado 

relativo de dureza. por lo que la contribucion de estos compuestos 

al fen6meno de deterioro no fue considerada. 

Se ha reportado que el grado de metilación de las pectinas es 

menor en un grano almacenado que en uno fresco. Esta desmetilación 

podrl.a real izarse a través de la enzima pectinmeti lesterasa. En 

este trabajo se cuantificó el contenido inicial de metilos en la 

pectina y la actividad de la enzima durante los primeros 21 d1as 

de almacenamiento. El contenido inicial de grupos metilo es 

diferente en las 5 variedades en que se hizo la determinación (y 

Clue se: escogieron como representativas de los diferentes grupos de 

susceptibilidad al deterioro> y correlaciona en forma inversa a la 

velocidad de cocción del frijol control. Asl Bayo 400 se cuece mas 

lentamente que Cacahuate Jalisco sin embargo la cantidad de gt·upos 

Jaetilo es mayor en las pectinas de Bayo 400 que en las de 

Cacahuate J al i seo. 

En cuanto al grado de desmetilac:i6n que sufre el grano se 

pueder1 formar en dos grupos Bayo 400 y Negro Huasteco que pierden 

un porcentaje mayor de metilos que los que pierden las variedades 

Pir1to Nacional, Cacahuate Jalisco y Negro Veracruz tales grupos 

son similares a los formados a 33 días de almacenamiento y 90 

•inutos de cocciónp lo cual sugiere que la desmetilaci6n de las 

pectinas que ocurre en los primeros 21 dlas de deterioro no es 

suficiente para contribuir en el proceso de endurecimiento de los 

•e:ventos A 11
• 

Sin embargo las variedades con una mayor tendencia a perder 
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9r14>QS .. tilos coeo son Bayo 400 y Ne9ro Huasteco. se endurecen 

rM.s lente•ente que las que presentan una menor velocidad de 

~rdida Pinto Nacional. Cacahuate Jalisco y Negro Veracruz. Segun 

esto último. parece que ni la cantidad inicial ni la remanente de 

grupos .etilo es iSIPOrtamte para la susceptibilidad mostrada por 

el grano al deterioro., el h~cho de que la variedad ql'e más pierde 

grupos metilo en tie'9PQs tempranos sea la que se deteriora menos 

en el al•acenamiento prolongado sugiere que no es la cantidad si 

no probablemente el tipo de grupos Metilo que se eli•inan lo que 

rai.s importa y que esto probablemente est.4i determinado por la 

estructura de la pared celular. 



VI CO!fCLU8101'E8 Y PEJlSPEcnVAS 

El frijol durante su ablandamiento pasa por diferentes eventos 

a distintos tie.pos de cocc;ón. tales eventos se ven afectados 

diferencial.ente durante el al•acena•iento del grano. Los eventos 

que ocurren a los 45 •inutos de cocción son los que primero se ven 

afectados durante los primeros 21 d.ias de al111acenamiento. 

Posteriormente se afectan los que ocurren a los 90 111inutos de 

cocción. 

La velocidad de hidratación de las distintas variedades de 

frijol durante los 3 primeros dias de al•acenamiento, está 

relacionada con la susceptibilidad al deterioro qtie presentan Jos 

eventos de ablandamiento que ocurren a los ~5 minutos de cocción. 

No se encontro r1inguna relación entre la velocidad de hidratación 

y los eventos que modifican la textura del grano a los 90 minutos 

de cocción. 

No se preser1ta una relac16n directa entre el endurecimiento 

dE:l fr1.1ol durante los pr1111eros 21 dlas de almacenamiento ni con 

los niveles iniciales de grupos •etilos de la pectina ni con la 

disminución del grado de metilación de la •isma que va adquiriendo 

el grano durante el tiempo de a.lmacena1niento .. 

Tampoco se encontró relación entre la actividad de la enzima 

pectin .. etilesterasa y los niveles de desmetilac:ión que se van 

produciendo en el grano. 



Perspeclivas 

Los resultados encontrados ta.t>ién podrlan ser explicados er1 

base a que el porcentaje de dUreza alcanzado por el frijol es 

relativame11te bajo. Es decir que el grano cor1 33 dias de 

almace11amiento en las condiciones uti 1 izadas se encuer1tra e11 

etapas iniciales de e11durecirniento, donde quiz.1 el proceso de 

desmeti laci6n de la pecti11a aún no está direetame11t.e relacionado 

con el fenómeno de endurecimiento. 

Podr1a ser que cuando el frijol tenga un grado 1t.1.s avanzado de 

endureci•iento la des-.etilai::ión de la pectina podria ocupar un 

l~ar preponderante co1110 causante del deterioro. 

Por ello serla conveniente realizar estudios en los que se 

abarquen periodos de almacenamiento m~s largos quizA hasta 10 

meses, par a poder saber con exactitud si en algún monter1to en ta 1 e5 

niveles de endurecimiento al proceso de desmetilación es 

preponderante o bien para conocer s1 este proceso tiunca ·;t,arda 

relación directa con el fenómeno del endureci•iento. 
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