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RESUMEN

La suavizacidn térmica del frijol se debe a que durante la
coccidn del grano su lamela media se fractura y solubiliza.

Se han propuesto cuando menos dos mecanismos, los cuales no
son excluyentes.lUno propone que dicho procesoc podria efectuarse
por la perdida de los iones calcio y magnesio presentes en =1
polimero de Acido galactourdnico, principal componente de la
lamela media, por efecto de algun quelante gque podria ser el Acido

fitico, una accidn semejante podria ser realizada por las
proteinas citoplasmiticas,esta posibilidad no ha sido estudiada, y
un segundo mecanlismo que considera que las pectinas soh

susceptibles a despolimerizarse por efecto de la temperatura y que
debidoc al calor aplicado durante la coccidn estas pilerden
estructura y permiten la relajacidén de la malla de pectina que da
estructura al grano.

En ecste trabajo se estudid si en la suavizacidn del grano el
Acido fitico actua comc quelarnte vy si la velocidad de coccidn de
diferentes lotes de frijol estaba relacionada con la
termosensibilidad de sus pectinas y/é proteinas solubilizadas
durante la coccidn.

FPara evaluar la participacidén del Acido fitico comc quelante
se cuantificd la formacidn del complejo acido fitico-i1on tanto en
caldo de coccidn como en el granc, |@n ningdn caso se encontrd la
presencia de tal complejo, ésto sugiere que el 4cido fiticoe no
esti actuando comc quelante en el procesca de coccidn.

Los niveles de proteina solubilizada =n el agua de coccidn no
correlacionaron con las velocidades de coccidn de los lotes aqui
estudiados.

La termosensibilidad de las pectirnas presentes en los
diversos lotes de frijol se determind cuantificando el contenido
de pectinas sclubilizadas cuando el frijoel se ha suavizado en un
S0 X (tso).Se encontré que hay wuna correlacidn inversa entre el
porcentaje de pectinas del cotileddn solubilizadas al tso y la
velocidad de coccidn.Estos resultados fueron interpretados en el
sentido de que a mayor contenido de pectinas solubles en agua
caliente ., presumiblemente pectinas metiladas y Acidos pécticos,
rresentes en la lamela media, mayor seri su termosensibilidad.



INTRODUCCION

El frijocl es una de las principales fuentes de proteina en la
mayoria de los paises de América Latina, aportando del 20 al S50 %
del total que consume la poblacidén (Varriano y Omana 1979).

El proceso de preparacidn del frijol para su consumo consiste
en un periodo de remojo seguido de la ebullicidén del granc hasta
adgquirir una textura y sabor adecuados (Quast v Da Silva 1977).E1l
tiempo de coccidén depende de la variedad y el lote de frijol de
que se trate (Morenc v Ramirez 1986,Quiroz 1990).

Durante el remcjo v la coccidn se llevan a cabo varios
cambios estructurales y quimicos en el granc de frijol.En la
primer fase de preparacidén del frijol,la cual corresponde al
remojo del grano a t!mperatura ambiente,se 1lleva a cabo la
hidratacién de los granulos de almiddén con el consecuente aumento
en su volumen, iniciandose su gelatinizacidn (Sefa-Dedeh y Stanley
1979).La toma de agua por los polisacaridos del cotileddén reduce
la adhesidén intercelular, lo que resulta en una disminucién de la
firmeza del grano (Rao vy Lund 1986).

En la segunda parte de la coccidén del frijol (tratamiento
térmico), el calor aplicado induce en el grano los cambios
estructurales que conducen a la suavizacidn de la testa y el
cotileddn (Stanley vy Aguilera 1985).Entre estos cambios se pueden
mencionar la gelatinizacidn total de los granulos de almiddn (Hang
et al. 1977), que <se realiza paulatinamente a medida que se

incrementa la temperatura (Rocklarnd et al. 1977): la destruccidn



de antimetabolitos, comc el inhibidor de 1la tripsina vy las
lectinas: la remocidén parcial de los polifencles lo que incrementa
la disponibilidad de las protefnas; y la fractura y solubilizacidn
de la lamela media (Bressani et al. 1983, Sefa-Dedeh y Stanley
1979) .

La lamela media representa el material cementante que
mantiene unidas las células del cotileddén y de la testa.por lo que
se considara ampliamente relacionada con la firmeza del grano (Van
Buren 1986).Estructuralmente la lamela media es una extensidén de
la matriz de la pared celular, formada por sustancias pécticas,
hemicelulosa, compuestos de bajo pesoc molecular y iones (Rao vy
Lund 1986).

Existen tres tipos principales de sustancias pécticas: las
propectinas, polimeros de alto peso molecular insolubles en agua
(Robertson 1979): los Acidos pectinicos o pectinas altamente
metiladas, solubles en agua (McFeeters y Armstrong 1984)3;y por
altimo los Acidos pécticos o pectinas poco metiladas (pectatos),
que pueden interaccionar con iones, y cuya solubilidad depende de
la cantidad de cationes a ellos asociados (Haruyoshi et al. ,
Hudson y Buescher 1986).

Los polimeros de la lamela media se encuentran unidos por
enlaces o 1,4 D-galactourénico, con algunas uniones « 1,2
L-ramnosa a partir de la cadena principal,ademis de presentar
fragmentos de galactosa y arabinosa (Gonda et al. 1988).

El modelo de coccidn mas aceptado en la actualidad propone,en
base & los estudios de microscopia (Hanh et al. 1977, Rockland et

al. 1977), que para que €l frijol u otras leguminosas se suavicen,



=2 debe llevar a cabo la fractura y sclubilizacidn de la lamela
media, lo cual permitiria la separacidn de- la célulaz del
cotiledén v por ende la pérdida de rigidez del granoc.

El modeloc anterior no explica la forma y/é los factores que
permiten la fractura lamelar y solubilizacidn de sus pectinas.Se
ha propuesto que dicha solubilizacidén se lleva a cabo por la
accidn de quelantes citoplasmaticos (Kon y Sanshuck 1981, Moscosa
et al. 1984), y/é por un recambio de los iones divalentes por
monovalentes (Van Buren 1986), y/6é por l1la termosensibilidad que
presenten las pectinas (Loh et al. 1932).

El mecanismo basado en los quelantes citoplasmaticos propone
al A4Acido fitico (AF) como principal responsable de 1a
solubilizacidén de las pectinas.

El Acido fitico (AF, hexametafosfatc de micinositol), es la
principal reserva de fésforo en muchos granos y semillas (Chang
1977, Kon y Sanshuck 1981, khokhar y Chauhan 1986).En el frijol
representa el 70 X del fésforo total, y se encuentra en forma
soluble casi en su totalidad (Lolas y Markakis 1977, Chang et al.
1979) .

Los grupos fosfato del AF le confieren carga negativa.,lo que
favorece su interaccidén con minerales como €l zinc v el fierro,asi
como con los iones calcic v magnesic (Lolas y Markakis 1977) que
se encuentran formando parte de los pectatos insolubles de la
lamela media. siendo éstos pectatos los que le confieren parte de
=u ri1igi1dez e insolubilidad.fs{ al actuar el AF  como wuwn agente
quelante durante la coccidn, removiendo ios iones divalentes de

las pectinas, puede provocar un cambic en las caracteristicas de



solubilidad de ellas, permitiendo que la estructura de la lamela
media sea ahora mas laxa y que el granoc se suavice (Moscoso =t al.
1984) .5e supone que cuando el AF lleva a cabo su  accidn guslante
sobre los yva mencionados cationes de la lamela media, da lugar a
fitato de calcic o de magnesio, el cual serfa inscluble (Chervan
19280), v al mismo tiempo se formarian pectatos de sodio vy potasio
solubles (Moscoso =t al. 19384).

Las observaciones de que los niveles de AF disminuyen
durante periodos prolongados de almacenamiento de los grancs bajo
condiciones adversas (humedad relativa alta vy temperatura elevada)
y de que éstos requieran de un mayor tiempo de coccidn para su
ablandamiento, han llevado a concluir que existe una relacidn
inversa entre el nivel de AF vy el tiempo de coccidn del frijol
(Jones y Boulter 1983, Moscoso et al. 1984).

Er base a lo antericmente expuesto, se ha sugerido que el
contenide de AF en el granc puede utilizarse como un fndice de la
capacidad de ablandamiento del grano, asumiendo Qque a mayor
contenido de AF la velocidad de coccidn serd més rapida (Kon vy
Sanshuck 1981, Moscoso et al. 1984).

Con el fin de encontrar evidencia mis directa sobre el papel
de éste quelante natural en la pérdida de rigidez de los grancs de
frijol, otros autores realizaron trabajos en los cuales se
remojaban frijoles en soluciones de quelantes como el EDTA o el
mismo AF; los resultados de dichos experimentos mostraron que el
tiempo de coccidn de los frijoles tratados as{ disminuia en
comparaclon con el tiempo de 1los granos que solo se hablan

remcjado en agua, demostrando que los quelantes podian contribuir
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a que =21 procesa de coccidén se llevara a cabo de manera mas
eficiente (Kon y Sanshuck 1981).

No cbstante en otros estudios se ha encontrado que no hay una
correlacidén directa entre el contenido de AF vy el tiempo de
coccidn de variaz legumbres (Kon y Sanshuck 1931).

Otra de las moléculas que podrian actuar como quelantes
celulares, pero cuya participacidn en el procesoc de coccidn noc ha
sido explorada. son las proteinas, éstas moléculas presentan carga
negativa por lo que poadrian actuar en forma similar al AF.

A pesar de todas las evidencias obtenidas en forma indirecta
sobre el posible parel que desempefia e1 AF en el proceso de
coccidn, no se ha determinado en forma directa =i contribuye o no
al proceso.Una forma de estudiar esto serfa a través de determinar
la formacién del complejc AF-1on divalente durante el proceso de
coccidn.

En lo que respecta al mecanismo que considera que para que
se solubilicen las pectinas de la lamela media se requiere el
recambio de iones divalentes (calcio y magnesioc) de los pectatos
por 1ones monovalentes (sodio y potasio) se han realizado estudios
en los cuales s= remojan frijoles en soluciones salinas, teniendo
comc  principal componente al sodio, demostrandase que este
tratamiento disminuye el tiempo de coccidn de los frijoles lo cual
apovaria la teoria antericr.

Una vez abordadas las dos propuestas anteriores se menciona
ahora la que considera que la estructuracidn y composicidn de las
sustancias pécticas de la lamela media, determinan las

caracteristicas de ablandamiento, fracturabilidad vy resistencia



que el granc de frijol pressnte durante la coccidn.

Este modelo suglere gque el ablandamiento efectuado durante la
cocclon del frijol s debe a la despalimerizacidn de las pectinas
{zalubilizacidn par accidn del calor mas que por &l intercambico o
desplazamiento de las 1ones de la lamela media), induciendo el
fracturamienta del polimerc de Acido aslactourdmico (Lo vy Breesns
1322) .

S1 esto ultimo fuera aplicabkle al grarmc de frijol tendriamos
que, dependienda del grado de termosensibilidad que preserntaran sus
pectinas, lo cual estaria dado por el arreglo que hublisra sntre
ellas vy los demids componentes de la pered celular, seria la
facilidad gque dicho granc tuviera para sSuavizarse, reflejandose
ésto en el tiempo de coccidn gque los frijoles reguirieran para
llegar a ser comestibles.

La propuesta anterior se apova en el hecho de que frijoles
que presentarn una menor velocidad de coccidn que sus  respectivos
controles, tambien presentan wuna separacion deficiente e =sus
células (Jores y Boulter 1923) vy en las caracteri{sticas de
csolubilidad de las pectinas las cuales varian de acuerdo con  su
composicidn (Fuchigami 1977).

Lo antes propuesto sugierse que el procesc de coccidn requisre
de un quelante , funcidén Que se ha propuesto realiza =1 AF,
formandc un complejo AF-metal que tedricamnete podria ser
detectado a lo largo del proceso de coccién. El1 AF =se encuentra
localizado en los cusrpos protéicos del citoplasma, mientras  que
los iornes con los cuales debe interaccionar (calcio vy maanesia)! se
ercuentran en wn  compartimiento celular diferente: la lamesla

media, por lo gue &l establecimiento de dicha interaccicr requilers
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que durante la coccién el calcio y el magnesio difundan hacia el
interior del citoplasma o bien que el AF difunda hacia el extzrior
del grano vy en su pasc por la lamela media interaccione con dichos
1ones.En este trabajo se estudié esta dltima posibilidad as{ como
la formacidén del complejo AF-metal. Por otro ladc tambien se
estudiéd la contribucidn de las pectinas v las protef{nas

citoplasmiticasa la velocidad de coccidn del grano de frijol.



OBJETIVOS

Fara poder realizar el trabajo antes propussto == plantearon

lc= sigulentes objetivos,

Ob jetivo General:

El objetiva generai de éste trabajo fué determinar si en la
fractura v soclubilizacidn de la lamela media que se cbserva en la
coccidn del granc de frijol, era a través de remover por quelacidhn
los i1ones calcio y magnesio de las pectinas y/0o la

termosensibilizacidén de las pectinas de las mismas.

Los objetivos particulares planteados =& describen a

continuacidn:

A. Cuantificar el contenido total de Acido fitico en grancos de
cuatro lotes de frijcl con velocidades de coccidn diferentes,ast

como la cantidad solubilizada durante la coccidn.

B. UObtener la cantidad sclubilizada de protefina durante la

coccidn de estos frijoles.

C. Determinar la cantidad total de pectinas en la testa v en el
cotiledédn de los frijoles, asi coma las caracteristicas de

solubilidad de éstas,en los mismos cuatro lotes.



METODOLOGIA

REACTIVOS

Para el dasorrollo del presente trabajo se utilizaron

reactivos de grado analitico.

EQUIPO.
Enseguida se enlistan el modelo vy la marca del equipo

utilizado para el desarrocllo del presente trabajo.

Centrifuga refrigerada MSE LR-6,Centrifuga Beckman J2-21,rotor JA
20,Balanza analfitica E. Mettler H6,Balarza analftica Sartorius
Handy H51, Medidor de dureza Schleuninger Mod.2E/106,
Espectrofotémetro Sequoia-Turner 340,Multi-block heater Lab-Line

No, 2090,Parrilla térmica Corning PC-351.

MATERIAL BIOLOGICO

Para llevar a cabo el presente trabajo se utilizé frijol
Phaseolus vulgaris de las variedades Michigan 800 y 0jo de
cabra, cosecha 1988 que se obtuvo del laboratorio de Fitopatologia
del Instituto de Biologia de la UNAM. Los granos se almacenaron a
4°C en frascos cerrados hasta su utilizacidén. Antes de utilizar
los granos se verificaba en forma visual que no presentaran dafo

aparente,
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CONDICIONES DE DETERIORO

El deterioro del granc se realizd de acuerdo con lo reportado
por Diaz de Ledn (1939).E1 grano se almacend a 75 % de humedad

relativa v a 42°C por &0 dias.
CONDICIONES DE COCCION

Lotes de 1 g de frijol remcjados por 18 horas a temperatura
ambiente fueron adicionados a matraces erlernmeyer que contenian 17
ml de agua hirviendo (92°C) . La coccidn se realizé por diferentes
perlodos de tiempo hasta 120 mwin.Durante todo éste tiempoa el
valumen de agua == mantuve constante por la adicidén de agua
hirviendo.

Una vez transcurrido el tiempo de coccidnm correspondiente a
cada muestra los frijoles se retirabam del agua y se les secd el

agua excedente, para después determinarles su dureza.

DETERMINACION DE LA DUREZA.

La dureza de los granos de frijol antes y durante la coccién
fué determinada ern un medidor de dureza Schleuninger.lLa dureza se
asocid con la fuerza necesaria para romper o comprimir los
frijoles y fué expresada en Kg/grarno de frijol.Para cada
determinacidn se utilizaron 40 graros de frijol v =e reportsd el

promedic con el error estandar.
EXTRACCION DEL ACIDO FITICO.

Ur gramo de frijol se cocld par el tiempo deseado, s2 separd

la testa de los cotileddénes y éstos dltimos se homogenizaron en un



morterc con 20 ml de agua & en 20 ml de TCA al 3 Z.El homogenizado
se centrifugd a 4°c por 30 min a 18500 g .En el =sobrenadante
resultante se cuantificd el AF.

Para la determinacién de AF en el caldc de coccidén a éste se
le adiciond la décima parte (v/v) de TCA al 30 %, se agitd por 30
min a temperatura ambiente y se centrifugé a 4°C durante 30 min a

18500 g ,en el sobrenadante se cuantificé el AF.

DETERMINACION DEL ACIDO FITICO.

El AF se cuantificé de acuerdo con el método de Haug vy
Lantzsch (1983).A un ml de solucidn férrica (apéndice I) se le
adiciond 0.5 ml de la muestra,se hirvié por 30 min, se incubdé a
temperatura ambiente por 15 min y se centrifugé a 4°C por 15 min a
2000 g.Un ml del sobrenadante se transfirié a un tubo de ensaye
(12 % 130 mm ) vy se le adiciond 1.5 ml de wna solucidn de
bipiridina (apéndice 1), se leyd a los 30 seg de adiciochada la
solucién de bipiridina, previa agitacidén.

La lectura se hizé contra un blancoe de agua a 519 nm.

La curva patrén se realizd dentro del rango de 0.015 mg/ml a

0.2 mg/ml de Acido fitico.

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS SOLUBILIZADAS DURANTE LA COCCION.

Durante la coccidén se tomaron alicuctas del caldo de coccidn
a diferentes intervalos de tiempo.La detarminacidn de las
protefinas se realizé de acuerdoc con el método de Lowry modificado
por Peterson (1377) el cual se describe brevemente a continuacidn.

En un tubo de ensaye (12 x 130 mm ) se colocaron de 50 a 150

12



pl de muestra,0.1 pul de desoxicolato de =sodico al 0.15 X vy la
cantidad recesaria de agua para un volumen final de 1.0 ml.Esti
mezcla se incubd por 10 min a temperatura ambiente.Fosteriormente
se agread 0.1 ml de TCA al SO0 % se agitd y se mantuvo en bafic de
hieloc por S min.La mezcla =se centrifugd a 2000 g. v el
sobrenadante se descartd, la pastilla se resuspendid =n 1.0 ml de
agua y te la adiciond 1.0 ml del reactivo A (apéndice II).Se
incubd por 10 min a temperatura ambiente y se le affadié 0.5 ml
del reactivo B (apéndice II),se agitd y se reincubd por 30 min a
temperatura ambiente,después de los cuales se leyd a 750 nm contra
un blanco de reactivos.

La curva patrén se realizdé utilizando albimina de bovino vy

dentro de un rango de 10 a 60 pg/ml de proteina.

EXTRACCION DE PECTINAS.

La extraccidn de las pectina=s se realizd homogenizando 0.30
=1 de cotiledédrnn vy 0.10 g de testa en 4.0 y 1.0 ml de
hexametafosfato de sodio respectivamente.El homogenizado se incubd
a reflujo por 24 horas a 92°C.Después de diche periodo de
axtraccidn,se realizé una centrifugacidn a 4°C a 13500 g por 15
min.La determinacidn se realizd en una alicucta del sobrenadante.

Para caracterizar el tipo de pectinas presentes en el agranc
éstas se extrajeron con diversos solventes de acuerdo con el

diagrama 1.
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EXTRACCION DE PECTINAS

GRAND DE FRIJOL ENTERO

REMOJO

{18 horas =n Hzo, a 20°C)

Determinacidn de
pectinas metiladas
en el agua de
remojo.

TESTA COTILEDOMN
(0.10 g) (0.30 9)
v

HOMOGENIZAR E INCUBAR HOMOGENIZAR E INCUBAR
ten 3 ml de H20 a 92°C,90 min) (en 8 ml de Hz0 a 92°C,90 min)

CENTRIFUGAR CENTRIFUGAR
(15 min a 18500 a , 4°0) (15 min a 13500 3 , 4°C)

Determinacidén de
Acidos pécticos en
SOBRENADANTE
v

PASTILLA PASTILLA

REEXTRACCION REEXTRACCION
tern 3 ml de HMP a 20°C, 24 h) {en 8 ml de HMP a 90°C, 24 h)

CENTRIFUGAR . CENTRIFUGAR _
(15 min a 18500¢ g ., 4°C) (1Smin a 18500 g, 4°C)

‘;;;E?minaciénfﬂa;ﬂ*ﬂ
propectina en el
SOBRENADANTE
PASTILLA PASTILLA
(desechar) (desechar)

DIAGRAMA 1.Metodoloala para la extraccidn de diferentes tipos
de pectinaz en el frijel

14



OBTENCION DE LAS PECTINAS SOLUBLES EN EL CALDO DE COCCION.

A partir del caldo de coccidn se tomé una alicuota de éste a
distintos perfodos de tiempo v en esta muestra se realizd la

determinacidén de las pectinas.

DETERMINACION DE PECTINAS.

La determinacién de pectinas se realizdé de acuerdo con el
métode de Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973):en el cual,a 2.4 ml
de HzS0s4/tetraborato (Apendice III) se le agregaron 40 ul de
muestra o la que fuera necesaria completando siempre uwun volumen
final de 2.80 ml con agua bidestilada.Posteriormente se agité e
inmediatamente se colocd en un bafo de agua hielo.Cuandc se hubo
enfriado se colocd en agua hirviendo por exactamente 5 min después
de los cuales se enfridé nuevamente.Cada tubo problema tuve su
duplicado y su propio blanco,de tal manera que a los dos primeros

se les agregd 40 ul de wna scolucidn de orto-hidroxidifenil
{Apendice III), mientras que al tercer tubc el cual correspondid
al blanco se le agregaron 40 ul de una solucidén de hidroxido de
sodio al 0.5 %, los tubos se agitaron vy después de 20 min se
registraba su absorbancia a 520 rnm.

La curva patrén se realizdéd con un stock de Acido
galactourdnico y dentro de un rango de 0.03 & 0.24 mg/ml.

Los estadisticos utilizados fueron:prueba de t de student
para el caso de dos muestras independientes y anilisis de ANOVA
Fara comparar entre mis de dos conjuntos de datos con tratamientos

diferentes (Cochran 1987).
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ResuLTADOS

FPara estudiar =i la solubilizacidn v fractura de la lamela
media durante la coccidén del grano de frijol se realiza a través
de la remocidn de i1ones divalentes por Acido fiticoe (AF), v/o
proteinas o a través de una termodespolimerizacidn de las pectinas
se requiere de lotes de.frijol que presenten diferentes tiempos de
coccion de diversas varisdades.

Esto permite el poder correlacionar la velocidad de coccidn
de los difersntes lotes con la maghnitud de la variable estudiada,
por ejemplo =1 la velocidad de coccidn depende de la cantidad de
pectinas presentes en la lamela media entonces deberi encontrarse
una relacidén entre el tiempo de coccidn de cada lote vy el
contenido de pectinas en el granc y ésto deberi mantenerse vy ser
validao para lotes de diferente variedad.

Por antecedentes delllabaratario ze sabla gque la variedad Ojo
de cabra preserntaba un tiempo de coccidn mayor (120 min.) que la
variedad Michigan (60 min), v que las dos variedades irncremertaban
=us tiempos de coccidn después de un periodo de almacenamiento
bajo condiciones adversas (Diaz de Ledn 198%9).Por lo que en este
trabajo se uti1lizé aranos de frijol variedad Michigan y 0Ojo de
cabra almacenados a 4°C y se tomarcon como granos control.Granos de
éstas mismas variedades se almacenaron a 42°C y 75 % de humedad

relativa por 60 dias y se les denomind deteriorados o endurecidos.
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Determinacién de la velocidad de coccién del frijol control %
deteriorado.

Las graficas que describen el comportamiento de la textura
del granc de frijol en funcidn del tiempo de coccidn s muestra en
las figuras 1 vy 2 .Dicho comportamiento pusde ser descrito por una
funcidr semiloaaritmica silmilar a la reportada por Sefa-Dedeh vy
colaboradores (1973).

La constante de velocidad del proceso de coccidn para cada
lote se calculd linealizando dichas graficas de acuerdo con la

sigulente ecuacidn:

T = be"*

donde :

T ,es el % de la textura inicial

b ,ordenada al origen

m .pendiente de la curva (constante de velocidad de coccidn)

t ,tiempoc dado de coccidn

e ,Ln_’

Al agraficar el logaritmo natural de 1la textura contra el
tiempo de coccidén se obtuvo una recta,la pendiente de tal curva
representd la constante de velocidad (Tabkla 1).Esta constante se
utilizé para calcular el tiempo de coccidn que cada lote de frijol
requirid para alcanzar el 50 % de su textura i1nicial, (tso) »
dicho valor se tomé como medida indirecta de la velocidad de
coccidén de los frijoles (tabla 1).Estos cuatro lotes que
presentaron cuatro diferentes velocidades de coccidn fueron
utilizados en el desarrollo de este trabajo.Los lotes de frijol
generados por almacenamiento se les 1lams deteriorados o

almacenados.
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DUREZA (% de la dureza inicial)

0 20 40 60 8 100 120 140 160

TEMPO (mn)

FIGURA 1. Efecto de la cocclién sobre la dureza del grano de
la variedad Michigan, control ¢ # ) almacenados a 4°C y
deteriorados ¢ x > almacenados a 42°C y 75 %X de humedad
relativa por 60 dias. Para la coccidén se remojaron lotes de
un gramo de frijol por 18 horas a temperatura ambiente, los
cuales posteriormente se adicionaron a matraces erlenmeyer
que contenian 17 ml de agua hirviendo.Una vez concluido el
tiempo de coccidén indicado los fri joles se retiraron del agua
y se les determiné la dureza con un aparato que registraba
los Kg necesarios para romper un frijol. Se utilizaron 40
frijoles para cada tiempo de coccidn.
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FIRMEZA (% ia firmeza iniciol)

0 20 40 60 8 100 120 140 160

TEMPO (min)

FIGURA 2. Efecto de la coccidn sobre la dureza del grano
de la variedad Ojo de cabra, control ¢ % ) almacenado
a 4°C y deteriorado ¢ x ) almecenado a 42°C con un 75%°
de humedad relativa por 60 dias.

Para la coccidén y la determinacién de la dureza se
sigueron los pasos especificados en la figura 1.
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TaBLA 1. VALORES DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD DE COCCION ¥ LOS

T,oPARA FRIJOLES CONTROL Y DETERIORADOS DE AMBAS VARIEDADES.

CONTROL DETERIORADO
a b a b
K Tso K Tso
VAREDAD
MicHicaN 0.049 20 .in 0.006 120 nin
Ouo DE C. 0.024 40 . .n 0.009 80 ,in

*La costante de velocidad se cbtuvo calculando la pendiente de
grafica de Ln del porciento de dureza contra el tiempo de coccidn.

bEl tso representa el tiempo al cual el frijol alcanza el S0 X de

dureza original y se calculd a partir de la ecuacidn

resultante con los datos= graficados
velocidad.

20
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Determinacién de los niveles de Acido Fitico.

Los niveles de AF (tabla 2) de 1los granos control fueron
mavores en la variedad 0jo de cabra que en la Michigan,éstas

diferencias fueron estadisticamente significativas (o 0.01,

tobservado= 7.83, tiablas=2.51).

Los granos almacenados de la variedad 0jo de cabra presenta
un menor contenido de AF que sus controles,mientras que los grancs
almacenados de la variedad Michigan los niveles de éste compuesto
fueron sclo ligeramente menores a los granos control {tabla
3) .Este resultado sugiere que la susceptibilidad del AF a ser
hidrolizado durante el almacenamiento es variedad dependiente.

Lo anterior, aunado a los resultados de la tabla 1, sugieren
que el tiempo de coccidén del grano de frijol de una variedad dada
no esti en funcién del contenido de AF.Los resultados antes
mencionados v la interpretacidn de ellos es contrari{a a la mavoria
de los resultados descritos en la literatura (Kon y Sanshuck
1981, Moscoso et al 1984).Para determinar cual de las anteriores
propuestas era la correcta se procedid a comprobar en forma

directa la participacidén del AF en el proceso.



TaBLA 2. CONTENIDO DE ACIDO FITICO EN FRIJOLES DE LAS VARIEDADES

MicHican ¥ OJ0O DE CABRA. CONTROL Y DETERIORADOS.

CONTROL DETERIORADO
ACIDO FITICO "'ngRIJOL*
VARIEDAD
MICHIGAN 2237015 ° 1887025 °©
0JO DE CABRA 3647020 ° 2577023 ¢

*La extraccidn de AF se realizd en el cotileddn de los frijoles
=1n ningun tratamiento previo, tomando 1 g y homogenizando en 20
ml de TCA v a partir de éste se hizo la determinacidn segdan el
método de Haug-Lanzsch (1983).

Se reporta el contenidoc de AF  (ma/frijol) ¥ su desviacidn
estandar; rn=E&. '
Entre o v v , como entre b Yy d se encontraron di ferencias
significativas (F<0.01) vy entre a v ¢ no hay diferencias
significativas (F<0.01).



TaBLA 3. EFECTO DEL TIEMPO DE COCCION EN LOS CONTENIDOS DE ACIDO

FITICO EN LAS VARIEDADES MicHiGaAN Y OQJO DE CABRA.

MiICHIGAN QJO DE CABRA

ACIDO FITICO

mg/FRIJOL
TIEMPO DE COCCION
M)

(o] 1703 2542
5] 1793 2626
30 1886 2613
45 1975 2772
60 1.9N 2820
90 2025 2862

La extraccién de AF se realizé de acuerdo con lo establecido en la
tabla 2 al igual que la determinacidén de éste.

Las diferencias entre los valores a loz diferentes tiempos de
coccidn de wna misma variedad no fueron significativamente
diferentes (P< 0.01); n=3.
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Participacidén del Acido F{tico en el proceso de coccidn.

Se ha sugerido (Moscoso et el 1984), gue durante la coccidn
del frijol el AF sale del cuerpc protéico gque 1o contiene v
difunde hacia el aexterior de la célula. de tal manera gue & 3su
Fpaso por la pared celular se acompleja con los iones de calcio vy
magnesio presentes en ésta estructura, permitiendo que las
pectiras se solubilicen v por lo tantoc 21 grano se suavice (Kon vy
Sanshuck 1921,Moscoso et al 1924).Fara validar el modelo se
requiere determinar que el AF difunde al exterior del grano o
cuando menos al exterior de la célula.La capacidad del AF para
difundir a la parte externa de cualquiera de lazs dos estructuras
se determind por cuantificacidédn del AF en el caldo de coccidn .A
ningun tiempo previa al cual el granc fuera comestible (=31 min
para Michigan vy de 120 min para 0jo de cabra) se encontrd AF en el
calda de coccidn, para demostrar gue £ste resultado o era debido
a la interferencia de alaunos de los compuestos prezentes en el
agua de ebullicidn, se cuantificaron los contenidos de AF
presentes en el grano después de diferentes tiempos de ebullicidn
(Tabla 3).Los niveles de AF en grancos control de ambas varieda&es
fué similar al que presentd el grano antes de 1la coccidn,
indicando que durante el procesc de coccidn el AF no difundid del
ararnc, o que si lo hizo, pero  al interaccionar con laos  1ones
divalentes formd un compleio insaluble gque precipitd en la misma
pared celular.La formacidn y presencia de éste complejo pueds
detectarse a través de los cambios de sclubilidad que el AF  sufre
durante =21 proceso de coccidn.El complejo AF-i1on divalente no

serfia soluble en agua pero =i en TCA (Cheryan 1980) de forma tal



que si a diferentes tiempos de coccidn se determina el AF del
grano soluble en agua y en TCA v luego se obtiene la diferencia,
ésta representarfia el AF que interacciond con los iones
divalentes.

El resultado de tal experimento. para ambas variedades, sa
muestra en la tablas 4 y 5.Puede observarse que el AF no cambia
sus propiedades de solubilidad durante la coccidén.La difusidén del
AF v la formacidn del complejo AF-idn no se determind en los lotes

deteriorados.

Participacidén de las protefinas en el proceso de coccidn.

Debido a que el AF parecia no ser el quelante citoplamatico
se buscd determinar si la protefnas estaban desempefando dicha
funcidn.Para ello se determind la cantidad de proteina
solubilizada v difundida al medio durante la coccién (Tabla 6).

El porcentaje de proteinas solubilizadas al momento en que el
frijol es comestible para el caso de la variedad Michigan (60
min) corresponde solo al 3.27 7% de las protefnas totales; para la
variedad 0jo de cabra tenemos que a los 120 min las proteinas
solubilizadas corresponden al 3.7 7 de las sus proteinas totales.

Serfia dificil pensar que éstas cantidades de proteina
pudieran contribuir en forma importante a la sclubilizacidn de la
lamela media, aunque no podamos establecer si éstas poseen un
numero de sitios gque sean suficientes para quelar los iones
nececsarios para la solubilizacidén de las pectinas.lLos porcentajes

de la proteina solubilizada por los frijoles deteriorados son atn



TaBLA 4. EFECTO DE LA COCCION EN LA SOLUBILIDAD DEL ACIDO FITICO

EN GRANOS DE LA VARIEDAD MICHIGAN.

AGUA® TCA®
ACIDO FITICO  pa/cor o
TIEMPO DE COCCION
(MINUTOS)
(6] 2.160+0.160 210470015
45 2.162+0.178 248670206
60 2.35170.054 2.146+0.052

MLa extraccidn del AF se realizd homogenizando 1 g de cotileddn en
20 ml de agua y la determinacidn por el método de Haua-Lantzsch
(1983) .

bLa extraccidn y determinacidn del AF se realizd de acuerdo con lo
especificadeo en la tabla Z.

Se reporta el contenido de AF (ma/frijol) F su desviacidn
. estandar; n=3.

Las diferencias entre los contenidos totales de AF no son
significativamente diferentes (FI{0.01).
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TasLA 5. EFECTO DE LA COCCION EN LA SOLUBILIDAD DEL ACIDO FITICO

EN GRANOS DE LA VARIEDAD OJO DE CABRA,

AGcua® TCA®
ACIDO FITICO pg o o
TIEMPO DE COCCION
(MiNUTOS)
0 3.730+0.180 3604+0.020
45 3.82270.020 3.766+1.060
60 3.289+0.100 3.602+0.610

“La extraccién del AF se realizé homogenizando 1 g de cotileddn en

20 ml de agua v la determinacidén por el método de Haua-Lantzsch
(1983) .

b . . . .
La extraccion y determinacidn del AF se realizé de acuerdo con lo
especificado en la tabla 2.

Se reporta el contenido de AF (mg/frijol) *+ su desviacidn
estandar; n=3.

Las diferencias entre los contenidos totales de AF ro

son
sigriificativamente diferentes (P<0.01).
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mas bajos. por lo que ya i son considerados.

Las resultadas anteriores no permiten definie =1 las
proteirnas se acomplejan con iones divalentes presantez 2n la
lamela media, por lo que no se pudo  establecer s1 éstaz proteinas

que difunden participan en la solubilizacidén vy fractura de la

lamela media.

[
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TaBLa 6. CANTIDAD DE PROTEINA SOLUBILIZADA A LOS 120 MINUTOS DE

COCCION DE CADA UNO DE LOS LOTES DE FRIJOL.

CONTROL DETERIORADO

PROTEINA o /FRIJOL

VARIEDAD
MiCHIGAN 2.095+0.09 0.613¥0.16

QJo DE CABRA 2.076+0.82 1166+0.28

partir de una

La proteina socluble de la coccidn se determind a
por el método de

alicuota del medio donde los frijoles ebulleron,
Lowry modificado por Peterson (1977).

Se reporta el valor correspondiente al contenideo de protefina

tmg/frijol) ¥ la desviacidn estandar; n=3.



Contenido y distribucién de las pectinas.

La cantidad total de pectinas es mayotr en la varisdad 030 Jde
cabra que en la variedad Michigan,radicando é&sta diferencia
principalmente en la cantidad de pectina presente en la tasta
frakla 7).

For lo que respecta a las caracteristicas estructurales de
las pectinas de granos control de ambas variedades se puede decir
que la variedad Michigan presenta una mayor proporcidn de pectinas
soalubles en agua calisnte (33%) que la variedad 0jo de cabra (26
Z) (tablas 3 y 9).

El contenido de propectinas es mayor en la varisdad 0jo de
cabra y se encuentran principalmente localizadas en la testa.

A peczar de estas diferencias el contenido total de pectinas vy
el porcentaje de Acidos pécticos y propectinas en los cotiledornes
de los granos control de las dos variedades son similares (tablas
ey F).

Los datos anteriores muestran que el contenido de pectinas
extraibles con hexametafosfato no se relacionan con la velocidad

de coccidn comoc tampoco la extraida de la testa.Sin embargo existe

. una relacidén inversa entre la cantidad de pectinas extraibles con

hexametafosfato del cotileddn v los respectivos tiempos de coccidn
(r?= 0.97).

En la tabla 10 se muestran las pectinas liberadas del
cotileddén cuandc =21 frijol alcanza su tso.La cantidad de pectinas
liberadas por cada lote es diferente, siendo mayvor entre menor fué

el tiempo de coccidn con excepcidn de los frijoles de la variedad

Michigan.
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TaBLA 7. NI'VELES DE PECTINAS EN  TESTA Y COTILEDON DE FRIJOLES

CONTROL Y DETERIORADOS DE LAS VARIEDADES MiCHIGAN v Ouo

DE CABRA.
TESTA COTILEDON TOTAL
PECTINA g/ rRIdOL

VARIEDAD
MICHIGAN CONTROL 120+0.33 6.28+0.90 748
MicHIGAN DETERIORADO 168055 3.08+0.04 476
Quo CABRA CONTROL 6.78+141 576118 1254
QJo CaBRA DETERIORADO 2137043 482+0.14 6.94

La extraccidén de las pectinas se realizd homogenizando .10 3 de
testa v 0.30 9 de cotileddn enn 3 vy & ml de hexametafosfato de
sodic e incubandc la mezcla a 0°C por 24 horas.Del sobrenadante
resultado de centrifugar la muestra,se tomd wuna alfcucta y la
determinacidn =2 realizd de acuerdo con 21 método de Blumenkrantz
¥ Asboe-Hansen (1973).

bl

Los valores se reportan como la cantidad de pectina (ma/frijol) =
la desviacion estandar; n=3.
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TaBLA 8. NIVELES DE PECTINAS CON DFERENTE SOLUBILIDAD PRESENTES

EN LA VARIEDAD MICHIGAN.

CONTROL DETERIORADO
TESTA COTILEDON TESTA COTILEDOCHN
PECTINAS ma/ FRIJOL
SOLVENTE
H,0 FRIA® 0.029+0.020 0.249%0.29
H,0 caL” 0.1270.1 2107023 0.2370.03 0.7070.01
HMP DE N_° 107702 4177062 12070.34 2397003

*La determinacién de pectinas solubles en agua fria se
partir del agua donde los frijoles enteros se hablan remojado

12 horas.

realizéd a
POr

bLa extraccidn con agua caliente se hizo homogenizando la testa vy

el cotileddn enn forma
minutos,

“La ultima extraccidn se realizé con hexametafosfato de
la pastilla restante de la extraccidn con agua caliente.

la mezcla a 90°C por 24 horas.

La determinacidén de las pectirnas se
Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973).

Los valores son reportados como la
frijcl) ¥ la desviacidn estandar; n=3.
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TaBLA 9. NIVELES DE PECTINAS CON DIFERENTE SOLUBILIDAD PRESENTES

EN LA VARKEDAD OJO DE CABRA

CONTROL DETERIORADO
TESTA COTILEDON TESTA COTILEDON
PECTINAS 1o/ eriuoL
SOLVENTE
H,0 FRIA® 0.021%0.020 0.308+0.19
H,O caL® 0.05+0.2 150+0.24 0.0470.02 154+0.01
HMP DE Ny° 6.72%14 426+0.93 178+0.32 328+0.13

“La determinacisn de pectinas solubles en agua fria se realizé a
partir del agua donde los frijoles enteros se habian remocjado por
18 horas.

1“La extraccidn con agua caliente se hizo homogenizando la testa vy
el cotileddn en forma independiente y ebullendo éstos por 90
mirnutos.

“La dltima extraccidn se realizé con hexametafosfato de sodic en
la pastilla regtante de la extraccidén con agua caliente, incubando
la mezcla a 20°C por 24 horas.

La determinacidn de las pectinas se realizé por el método de
Blumenkrantz y Asboe-Hansen (1973).

Las valores son reportados como la cantidad de pectinas (mg/
frijcl) % la desviacidn estandar; n=3.
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Las cantidades de pectinas encontradas en el caldo de coccidn
podri{an estar influidas por la capacidad de difusidn que =stas
presenten una vez que se han solubilizado.

Para evitar la influencia de la testa en la difusidén de la
pectina al caldo de coccidn se determind la cantidad de pectina
solubilizada cuandc se hierve harina de cotileddn a 1la cual
previamente se le removid la testa.

La cantidad de pectina solubilizada durante 1la coccidn del
grano o de la harina fueron similares para todos los lotes con
excepcidn del lote de la variedad Michigan control la cual se
incrementa cuandc se elimina la barrera de la testa, lo que podria
indicar que esta misma cantidad se sclubiliza durante la coccidn
pero noc alcanza a difundir al medio de coccidn (tabla 10).

Analizando todos los datos referentes a pectinas, parece ser
que las responsables de la suavizacidn del granc durante la

coccldn son las presentes en el cotileddn.



TaBLa 10. CANTIDAD DE PECTINA LIBERADA AL MEDIO DE COCCION AL
DE CADA UNO DE LOS LOTES DE FRIJOL. UTILIZANDO FRIJOLES

ENTEROS Y HARINA DE COTILEDO

Tsg

CONTROL DETERIORADO

PECTINA SOLUBILIZADA AL Ty

FRIJOL HARINA FRIJOL HARINA
VARIEDAD
MiCHIGAN 0.324+0.01 1835+0.20 0.655+0.08 0.698+01
Quo DE cAaBrRA 1544+0.25 1500+0.45 1131¥0.56 1150+0.3

La pectina soclubilizada al tsoe se determind a partir de uwuna
al{cuota del medio de coccidn al tiempo correspondiente para cada

variedad de acuerdo con =l meéetodo de Blumenkrantz vy Asboe-Hansen
(1973) .

Los valores se repartan como la cantidad de pectina (ma/frijol) F
la desviacidén estandar; rn=3.



Discusion

En este trabajo se explord la posibilidad de que la ruptura vy
solubilizacidn de la lamela media, inducida durante el procesc de
suavizacidn térmica del frijol, se produjera debida a alguna de
las si1guientes PFGPUES£ES o por wuna combinacidn de ambas: al 1a
remoccidn de los iones divalentes de la lamela media vy/c b)) la
termorrelajacidn de las pectimnas que son parte integral de la
lamela media.

Los datos de la literaratura sugieren gue las biomoléculas
involucradas en la suavizacidn del grano son biszicamente dos ;3 el
Aci1do fitico (Kon y Sanshuck 1981, Moscozo et  al. 1984) vy las
pectinas (Loh vy Breene 1982).Por sus caracteri{sticas estructurales
el AF puede actuar como jquelante de loz 1ones calcio y maghnesio de
la lamela media, lo cual provocaria que ésta ze solubilizara
(Moscoso =t al. 19284) y por lo tanto el grano se suavizara.lLas
proteinas jugarian un parel similar al del AF. ya que al presentar
cargas negativas tambien serian susceptibles de interaccionar con
los cationes asocliados al Acido galactaurdnico de las pectinas.

Como segunda opcidn, de acuerdo con la literatura, estarian
las pectinas de la lamela media, las cuales, deperndiendca de sus
caracter{sticas mostrarfian diferentes grados de estructuracidn
(Lol v Breere 1922), lo que a su vez se reflejarfia en la dureza
del tejido y por 1lo tanto en la wvelocidad con la cual se
reblandecerf{a durante la coccidn.

Los diferentes grados de estructuracidn de las pectinas estan



dados por su grado de metilacidn (Hudson v Buescher 1386), su peso
molecular v numero de entrecruzamientos con otros polimeros (Gonda
et al. 1989), asi{ como por la proporcidn de cada uno de los
diferentes tipos de pectinas y otros polisaciridos que formaran
parte de la lamela media (Gotc 1989).Esta composicidn de la lamela
media podria reflejarse en su termosensibilidad durante la
coccidn.

Para que 21 AF o las proteinas actuen como quelantes en el
praocesc de coccidn deben pasar del compartimiento citoplasmica
donde se localizan (Frattley v Stanley 1982, Bewley y Black 1986),
hacia el exterior de la célula y alcanzar la lamela media donde se
encuentran las especies idnicas tCaz’ v Mgz+) que deben quelar o
bien los iones divalentes de 1la lamela media migrar hacia el
interior del citoplasma.De cualquier forma la interaccidn ion—-AF &
ion-protefna puede resultar en un complejo soluble v difusible vy
entonces se encontrarf{a en el caldo de coccidn, & bien soluble vy
no difusible, & inscluble con lo cual precipitaria en su sitio de
accidn.El hecho de que el AF nrno salga del grano durante la
coccidén, ni cambie su solubilidad (tablas 4,5 y 6) a lo largo del
proceso, sugliere que si el AF actua como gquelante el quelato
formado es soluble y no difusible, sin embargo esta posibilidad
tampoco parece probable por que esti demostrado que la solubilidad
del complejo AF-calcioc a pH entre 6 v 7 es del S50 X si la relacidn
metal/AF es 1 & del 10 % si es de 3.75 (Cheryan 1980).Tambien
existe la posibilidad de que durante la coccidn la proporcidn de
AF a i1ones divalentes removidos de la lamela media sea menor de

unc v el complejo AF-metal formado fuese soluble.
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Ern este trabajo se demuestra que el AF no difunde durante la
coccidn.Estos resultados son contrarios a lo reportado por  Chang
{(1377), en donde se utilizaron frijoles morfaologicamente similares
a los de la variedad Michigarn, y se& registré un decremento del 5SC
» en el contenido de AF en el grano después de haber coacido por 3
horas a 9000; después de un periodo de coccidn de tales magnitudes
el frijol seguramente ha perdido su estructura vy su contenido
citoplasmitico se ha vertido al medico de coccidn, sino en su
totalidad si1 una buena parte de éste, pues s= sabe que el tiempo
de coccidén de dichas frijoles es de 30 min (Sefa-Dedeh y Stanley
1979) .

En otro trabajo se determinaron los niveles de AF durante el
remcjo y varias modalidades de coccidn, encontrandose que los
niveles de AF permanecieron constantes durante la coccidén (Khokhar
y Chauhan 1986).

Los resultados hasta aqui descritos sugieren que el AF no
actua como quelante en &l proceso de ablandamiento del grano de
frijol, v que si acaso participa rno es la biomolécula que
determine la wvelocidad de coccidn, vya que no se encontrd
correlacidn entre el tiempo de coccidn v el contenido de AF.

Dado que &1 AF no parecifia ser el quelante de los iones calcio
y maghesio se estudiaron a las proteinas como posikbles candidatos
a realizar tal funcidn.

Los niveles de protefna solubilizada durante la coccidén del
granc representd un porcentaje muy pequefo del contenido total de
proteinas.A la fecha no se ha establecido el aorigen de éstas

proteinas el cual puede ser diverso, cuerpos proteicos,
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citoplasma, lamela media, etc (Bewley v Black 19386).

En relacidén a los datos obtenidos sobre 1la distribucion vy
caracterizacidn de las pectinas, es evidente que la cantidad de
pectinas presentes en el grano es mayor para la variedad 0jo de
cabra que para la variedad Michigan (tabla 7).En cuanto a su
distribucidn, los niveles de pectina en el cotileddn soh
practicamente los mismos en ambas variedades vy la diferencia
respecto a la cantidad total radica en 1los niveles registrados
para la testa, los cuales son 3 veces mayores en 0jo de cabra que
en Michigan (tabla 7y 8).Los niveles de pectinas metiladas y de
4dcidos pécticos (soclubles en agua) provienen principalmente del
cotileddén, va que la cantidad de pectina solubilizada de la testa
correpondid a aproximadamente el S X del total solubilizade con
los tratamientos de agua fria y de agua caliente (tabla 8 vy 9
).Por 1lo tanto, podemos asumir que las pectinas 9que estin
interviniendo directamente en la suavizacidén del grano durante 1la
coccidn corresponde a las presentes en el cotileddn.Sin embargo
las diferencias en los tso observadas en cada una de las
variliedades aqui estudiadas (tabla 1) no pueden ser explicadas a
través de las diferencias en los contenidos de pectinas en el
cotileddn, va que ambas presentan contenidos similares.Lo anterior
sugiere que las pectinas en cada var itedad v lote son
cualitativamente diferentes, lo que indicaria que las diferencias
en el tso se debe a disimilitudes en las caracteristicas
estructurales de las pectinas.En forma indirecta se demostré que
éste era el caso, va que las cantidades de pectinas metiladas vy

dcidos pécticos que difundieron al medio al tiempo del tso de



frijoles enteros fué diferente
(tabla 10). mas aun se encontrd
entre el porcentaje de pectinas

la velocidad de coccidn de cada

para cada lote
ura relacidn 1nv
solubilizadas en

lote.
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CONCLUSIONES

Del presente trabajo se puede concluir que:

El contenido de Acido fitico es diferente para los lotes agu{

estudiados y no determina el tiempo de coccidn de los frijoles.

El Acido fitico no difunde al medic y no cambia su

solubilidad durante la coccidn.

Las proteinas difunden en baja proporcidn durante la coccidn.

La cantidad de pectina total y sus diferentes fracciones no

son igualezs entre variedades.

El porcerntaje de pectirnas solubles en agua caliente y en
hexametafosfato del cotileddn es proporcional al tiempo de coccidn

de los frijoles.
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L ENDICE I

REACTIVOS FPARA LA DETERMINACION DE ACIDO FITICO.

Solucidn Ferrosa:

Se disuelven 0.2 § de sulfato de amonic ferrvoso
A776) en 100 ml de HZ1 2 N vy todo se afora a 1000

bidestilada.

Solucidn de Bipiridina:z

Se mezclarn 10 3 de 2'-2' bipiridina en 10

{Merck Art.

ml con agua

ml de acido

tioglicalico.una ver disuelta la bipiridina la mezcla se completa

a 1000 ml con agua bidestilada.

Solucidn de Fitato de Sodio:

Solucidn que se prepara disolviendo 0.15 g de fitato de

sadio (Sigma Art. P-5756) en 100 ml de agua bidestilada.



APENDICE II

REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS.

1) Desoxicolato de sodio al 0.15 X (DOC)

2) Acido triclorecacéticoe al S0 % (TCA)

3) Solucidn de carbonato tartrato de co-
bre (CTC)

4) Dodecil sulfato de sodioc al 10 %X (SDS)

S) Hidréxido de sodic 0.8 N (NaOH)

6) Reactivo de Folin-Ciocalteau

Para preparar el CTC a una solucidn de carbonato de sodio al
10 % se la afade sulfato de cobre hasta una concentracidén al 0.1 %

¥y tartrato de potasio hasta una concentracidn del 0.2 .

Rectivo A:

Mezclar partes iguales de las soluciones de CTC,NaOH,SDS v

agua.

Reactivo B:

Un volumen de reactivo de Folin-Ciocalt=au es mezclado con S

volumenes de agua bidestilada.
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APENDICE III

REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE PECTINAS.

Solucidn de orto-hidroxidifenil:

Se mezclan 0.15 3 de orto-hidroxidifenil en 100 ml de una

salucidn de hidréxido de sodio al 0.5%.

Solucidn de Acido sulfdrico/tetraborato:

Una sclucidn (0.0125 M) de tetraborato de sodic en Acido
sulfurico concentrado se prepara,dejando en agitacidn vy 40°C por 2

horas para asegurar que todo el tatraborato de sodio se disuelva.
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