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RESUMEN.

El frijol en México es un alimento bésico para la poblacion que lo consume,
constituye una fuente importante de proteinas, vitaminas y minerales.

Para su consumo, el frijol, al igual que otras leguminosas debe ser cocido.
En nuestro pafs este proceso térmico se efectua después de someter la semilla
a un remojo previo. Durante estas etapas las pectinas se solubilizan, el
almidén se gelatiniza y las proteinas se desnaluralizan. Los cambios
estructurales y fisicoquimicos sufridos por estas biomoléculas se reflejan en la
suavizacién de la semilla, 1a pérdida de toxicidad, fa adquisicion de sabor
agradable y un aumento en [a digestibilidad.

Diferentes cultivares de frijol presentan diferentes tlempos de caccidn, lo que
sugiere que el grado de estructuracién de estas biomoléculas podria estar
asociado a la sensibilidad térmica mostrada por los diversos cultivares.

La semilla de frijol almacenada presenta un fenémeno de endurecimiento
que se hace notar cuando el frijo! es sometido a el proceso de coccién, en el
que el tiempo de dicho proceso, es significativamente mayor que el tiempo de
coccion de un frijol fresco.

Durante este fendmeno de endurecimiento la composicién quimica de la
semilla se modifica. Eslas diferencias en composicion podrfan modificar las
interacciones  intramoleculares o  establecer nuevas interacciones
intermoleculares. Estas nuevas interacciones podrian a su vez conducir a
cambios en fas propiedades de estructuracién y por tanto de sensibilidad
térmica, lo cual afectaria negativamente la capacidad de la semilla para
suavizarse durante el procesamiento térmico (coccidn).

En este trabajo se estudié si el grado de estructuracién del almidén y de las
protelnas contribufa al tiempo de coccidn del frijol. Lo anterior se realizé a
través de determinar las propiedades térmicas de la semilla control y
deteriorada en dos cultivares de frijol, Michigan y Ojo de Cabra. Se encontré
que en frijol fresco, el grado de estructuracién del almidén y protelnas fué
menor en Michigan, el cultivar que presentd un menor tiempo de coccién, que
an Ojo de Cabra, el cultivar con un mayor tiempo de coccién.

El efecto del almacenamiento de la semilla en la estructuraciéon de estas
biomoléculas dependié de si 1a evaluacion se hacia en semilla con o sin remojo.
En el primer caso, el almacenamiento aumentd la sensibilidad térmica del
almidén y de las protelnas respecto a su control también remojado. En cambio

1



en semilla seca el almacenamiento disminuyé la sensibilidad térmica pero solo
del almidén en Michigan. Los resultados anteriores se interpretaron como que
en frijol fresco, el grado de estructuracion del almidén y de las proteinas esta
asociado af tiempo de coccién.

En algunos cultivares como el Michigan, el almacenamiento, aparentemente,
incrementa la estructuracion de las biomoléculas aqui estudiadas. Sin
embargo, en semillas almacenadas pero no en frescas, el remojo induce una
disminucién muy importante en el grado de estrucluracion de estas
biomoléculas.



I. INTRODUCCION.

Uno de los principales alimentos en América Latina es sin duda el Frijol
(Phaseolus vulgaris). En México se consume por todos los estratos sociales.
Esta leguminosa provee cerca del 30% de la proteina de la dieta de
poblaciones rurales,  También constituye una fuente importante de
carbohidratos complejos, fibra y algunos minerales como el hierro. Sus
proteinas presentan un alto contenido de lisina, sin embargo, tienen pocos
aminodcidos azufrados, por lo que se complementa cuando se consume con
cereales (arroz, maiz, cebada y ajonjoli); de esta forma el frijol aporta Ia lisina y
los cereales aportan los aminodcidos azufrados como son la metionina y la
cisteina (30, 48, 56).

No obstante todas las ventajas que presentan, las leguminosas contienen
factores téxicos y antinutricionales que limitan su aprovechamiento, entre estos
se encuentran los inhibidores de fripsina, fitohemagluininas, factores
bociogénicos, glucdsidos clanogénicos, factores de flatulencia, etc. (50).

Para su consumo el frijol al igual que ofras leguminosas debe ser cocido.
Durante este tratamiento térmico ocurren cambios estructurales y fisicoquimicos
como la gelatinizacién del almiddn, fa desnaturalizacién de las protelnas y la
solubilizacién y despolimerizacién de las pectinas. Estos cambios se reflejan
en la suavizacin de la semilla, la pérdida de toxicidad, la adguisicién da sabor
agradable y un aumento en su digestibilidad. Lo anterior sugiere que cualquier
factor que modifique la facilidad de estas biomoléculas para realizar su
transicion térmica afectara en forma importante el proceso de coccién.

Bajo ciertas condiciones de almacenamiento (T 221° C y HR > 60 %) el frijol
se ve afectado por cambios indeseables que alteran negativamente su calidad
(12, 31, 33). Estos granos requieren de un mayor tiempo de coccién para lograr
la suavidad deseada por el consumidor y se dice que el frijol se ha endurecido.
Esta pérdida en la calidad culinaria va acompafiada de una disminucién del
valor nutritivo de la semilla (2, 57).

La pérdida de la calidad del frijol durante el almacenamiento disminuye la
cantidad del grano disponible para la alimentacién y ademas representa
pérdidas econémicas para el distribuidor ya que el valor comercial del grano
disminuye; para el industrial, el endurecimiento del frijol dificulta tanto la
estandarizacidn del proceso como la del producto terminado. Por su parte el



ama de casa rechaza el frijol endurecido porque requiere un mayor gasto de
energfa para su coccion.

En los Ultimos cinco afios México ha sido el mayor productor de América
Central y América del Norte, sin embargo el 10 % de esta produccién se pierde
en almacén debido al fenémeno de endurecimiento (42).

Los trabajos de investigacion sobre el mecanismo por medio del cual el frijol
se endurece en almacén se han enfocado principalmente en las alteraciones
que sufre la pared celular y sus componentes (pectinas, iones divalentes,
lignificacién). Sin embargo, el mecanismo de endurecimiento del frijol no ha
sido claramante establecido.

Estudios en nuestro y otros laboratorios han demostrado que los contenidos
de fitina (8, 44), cuerpos proteicos (8), solubilidad de proteinas (7) y taninos
(12) disminuyen en el frijol dificil de cocer. Estos cambios en la composicién de
la semilla endurecida durante el almacenamiento podrfan modificar o establecer
interacciones entre proteina-proteina o entre proteina-y almidén o entre estas
macromoléculas y otros componentes que se generaran durante el
almacenamiento. Estas nuevas interacciones podrién conducir a cambios en
las propiedades funcionales de las proteinas y el almidén de la semilla, lo cual
a su vez afectaria negativamente la capacidad de la semilla para suavizarse
durante la coccidn.,

1.1, ANTECEDENTES.

1.1.1. Estructura de la semilla y componentes quimicos.

Las caracteristicas fisicas de el frijol como son tamafio y color son muy
variadas. La semilla de frijol presenta una cubierta externa o Testa que protege
a los cotiledones que a su vez, protegen al eje embrionario. Este consta de el
Epicotilo que es la parte terminal de la plantula. La parte inmediata al eje es el
Hipocotilo, que se pralonga hacia la Radicula convirtiéndose en la raiz primaria
ds la planta. En la superficie del grano se localiza el Hilio que es la parte
donde el Svulo se encuentra unido al Funiculo, y el Micropilo que es una
diminuta apertura de la testa (Fig. 1; 17).



Figura 1. Estructura de la semilia de Frijol. (17)



Los cambios quimicos y estructurales inducidos por el tratamiento térmico y
el endurecimiento se realizan en los coliledones, por lo que a continuacion se
describen las estructuras y componsantes de este tejido.

El citoplasma de las células del cotiledén contienen proteinas distribuidas en
el citoplasma en forma amorfa; y granos elipticos de almidon, embebidos en
una matriz que consiste de cuerpos proteicos. Los cuerpos proteicos poseen
inclusiones cristalinas o globoides las cuales son ricas en 4cido fitico. Las
proteinas de reserva también se encuentran localizadas en el interior de estos
organélos.

Et Acido fitico o hexafosfato de micinositol, es la forma en que las semillas
almacenan fosfato organico. Los contenidos de dcido fitica en el grano de frijol
varian de 0.2 a 2.5 % con base en peso seco {52). La estructura polar de esta
molécula ie proporciona un fuerte potencial quelante, por lo que interacciona
con cationes mono y divalentes que incluyen a ciertos minerales esenciales en
la dieta, como el Zn, al que hace bioldgicamente inaccesible para su absorcién
(52). En el grano de frijol el 90 % de écido fitico se encuentra soluble (6, 74),
en forma quizé de un complejo proteina-ion divalente-fitico. El resto se
encuentra en forma insoluble depositado en globoides cristalinos del cuerpo
proleico (fitato [52]).

La pared celular es la estructura que rodea al protoplasto y consiste de
microfibrillas de celulosa, hemicelulosa y lignina. Las paredes celulares de dos
células contiguas estan unidas por la lamela media formada principalmente por
sustancias pécticas (35). Este cemento infracelular es una mezcla de
pelisacaridos constiluidos por peclinas, polimeros del 4cido galacturénico
esterificado parcialmente con grupos metilo, los grupos carboxilo libres
interaccionan con iones inorgénicos, para formar pectatos. La pared celular
también contiene de § a 10 % de compuestos polifendlicos en la forma de
complejos polisacdridos-proteina-polifenol, ademés de ciertos polisacéridos
neutros (25).

La testa de la semilla de frijol, al igual que la de otras leguminosas es rica en
taninos y ligninas {4, 25). Los taninos son compuestos fendlicos solubles en
agua, de peso molecular entre 500 y 3000 daltones y que poseen la capacidad
de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas (25). Los dos componentes
monoméricos mads abundantes son los compuestos isoméricos catequina y



epicatequina, los cuales se condensan para formar polimeros hexaméricos y
heptaméricos.

La lignina es un polimero tipo malla compuesto de alcoholes arométicos
sustituidos, La estructura tridimensional consiste de cadenas lineales
entrecruzadas por una variedad de enlaces covalentes intercadena. Es un
compuesto no cargado, insoluble y ampliamente distribuido en tejidos vegetalas
donde se encuentra unido en forma covalente a los componentes de la
hemicelulosa de la pared celular y de la lamela media (25).

|_a funcién de la lignina es disminuir la permeabilidad del agua a través de la
pared celular, impartir rigidez y unir células que crean una estructura resistente
al impacto, compresién y deformacién.

1.1.2. Proceso de coccidn,

La forma mas comdn de preparar el frijol para el consumo humano es el
proceso de coccidn de las semillas secas. Durante la coccién ocurren cambios
estructurales en la semilla fos cuales se traducen en la suavizacién de la
semilla y la adquisicién de sabor y aroma agradables al consumidor (54).

Usualmente antes de la coccidn, los frijoles son remojados de 12 a 18 horas
a temperatura ambiente, o que origina que su coccién sea mas répida. E! Hilio
juega un papel muy importante en la absorcién de agua. A través de esta
estructura el agua entra al frijol y se esparce hacia la periferia, con lo cual la
cubierta se arruga. Estas arrugas desaparecen cuando los cotiledones se
hinchan subsecuentemente y llenan la cubierta de la semilla (15).

Durante el remojo los granulos de almidén se hidratan con el consecuente
aumento en el volumen, iniciandose su gelatinizacion. La toma de agua por los
polisacéridos del cotiledén reduce la adhesién intracelutar lo que resulta en una
disminucion de la firmeza del grano (51)

En el tratamiento térmico (coccidn), el almidén sufre su gelatinizacion total y
las proteinas se desnaturalizan (21), hay destruccion de antimetabolitos como
el inhibidor de tripsina y las lecitinas, la remocién parcial de los polifenoles lo
que incrementa fa disponibilidad de las proteinas y la solubilizacion de la matriz
intracelular de la lamela media causando la separacién de las células del
cotileddn (31, 54, 55).

De lo anterior se concluye que cualquier factor que modifique cualitativa o
cuantitativamente los componentes de la pared celular y/o fa susceptibilidad de




los grénulos de almidén a la gelatinizacién o la estabilidad térmica de las
protelnas afectara en forma importante el proceso de coccién.

1.1.3. Fenémeno de endurecimiento.

~ Los factores que se han relacionado con el endurecimiento del frijol durante
el almacenamiento son: humedad, temperatura y tiempo de almacenamiento
(12). El frijol con un contenido de humedad de entre 13-18% requiere de
-tiempos de almacenamiento mayores de 6 meses para endurecerce, siempre y
cuando la temperatura de almacenamiento sea menor de 30°C (12), pero si se
almacena a 4°C, no se endurece ni en 2 aflos (19), expuesto a 100% de
~ humedad retativa y a 14°C solo requiere de 14 dias de almacenamiento para
aumentar su tiempo de coccién (29). La velocidad del incremento en el grado
de endurecimiento se debe principalmente a las condiciones de temperatura y
humedad bajo las cuales se almacena el grano.

Las regiones donde se produce, almacena y consume el frijol son por lo
general de tipo tropical donde la humedad relativa promedio es de 85% y la
iemperalura de 30°C; semitropical con 65% de humedad relativa en el ambiente
y 24°C; y en las zonas templadas con una humedad relativa del 35% y
temperalturas entre 15 y 20°C. Cuando el frijol se almacend en el laboratorio en
condiciones similares a las anteriores, se encontré que en alta humedad
relativa y temperatura (75% HR y 30°C) el frijol inicia su proceso de deterioro a
los 7 dias de estar almacenado (17).

La informacion existente en la literatura respecto al fendmeno de
endurecimiento se pueden resumir en dos mecanismos:

A) Mecanismo bienzimatico. En el que se postula que en las condiciones de
almacenamiento que conducen al endurecimiento del frijol, el &cido fitico es
hidrolizado por la fitasa con lo cual se generan iones fosfato, Ca2* y Mg2* en el
citoplasma de las células del cotiledén. Concomitante, en la lamela media la
pectina metil esterasa hidroliza a la pectina a acido péctinico y metanol. De
alguna manera los iones Ca2* y Mg2* viajan del citoplasma hacia la lamela
media para producir pectatos de Ca2* y Mg?* los cuales son insolubles y
restringen la separacién de la lamela media durante el tratamiento térmico.

B) Mecanismo de lignificacion de la lamela media. En este modelo se
postula que durante el endurecimiento se producen pequefos peptidos que
contienen amino4cidos aromaticos, estos Ultimos son utilizados para la sintesis
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de polifenoles. Las sustancias fendlicas viajan hacia la pared celular donds
son lignificados por la peroxidasa.

Ambos modelos han sido apoyados por los resultados de diversos
investigadores y rechazados por los de otros (6, 14, 16, 17, 19, 26, 29, 31), y el
consenso del drea es que el mecanismo bienzimético parece dominar durante
las primeras etapas del endurecimiento, mientras que el mecanismo de
lignificacidn de ia lamela media parece prevalecer durante los tltimos periodos.

1.1.4. Efecto del almacenamiento en la composicién de la semilla del
frijol.

En estos estudios se cuanlificaron los niveles de los compuestos cuya
degradacién o. modificacion estructural pudieran modificar las propiedades de
las estructuras y macromoléculas que participan en el proceso de la coccién.

El contenido de acido fitico (8), la cantidad de pectinas extraibles y la
termosensibilidad de las mismas es menor en frijol endurecido que en frijol
control (7, 14).

El contenido de taninos solubles en metanal disminuye con el tiempo de
almacenamienio (7), mientras que el contenido de dcidos fendlicos libres
(ferulico, sinapico y p-cumarico) aumenta tanto en la cubierta de la semilla

~como en el cotiledén (60). La cantidad de cuerpos proteicos y de proteina
soluble en NaCli disminuye a medida que el frijol se endurece (7), mientras que
la cantidad de monosacéridos aumenta (22).

Los cambios de composicién inducidos en el frijol durante el endurecimiento
del grano se realizan tanto en pared celular como en citoplasma, lo que sugiere
que en el fendmeno de endurecimiento participan tanto la pared celular como
los componentes del citoplasma. Como antes se menciond, el mecanismo de
endurecimiento de frijol hasta ahora propuesto contempla la participacidn de la
pared celular en el fenémeno y existe una amplia evidencia experimental
apoyando esta participacién. En contraste, la evidencia experimental que
apoya la espectativa de que los componentes mayaritarios de las células del
cotileddn, proteinas y almidén, también participan en el endurecimiento de frijol,
es circunstancial y a continuacion se describe:

1) semillas endurecidas presentan gelatinizacién limitada del almidén
cuando estas se observan al microscopio (13, 64). 2) Al romperse los cuerpos
protefcos y disminuir los contenidos de fitina, los niveles de fosfato y iones
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. inorganicas aumentan en el citoplasma. En sistemas in vitro se ha demostrado
que la temperatura de gelatinizacién del almidén y la temperatura de
desnaturalizacién de proteinas varia con la composicién ionica del medio (23,
32). 3) La digestibilidad de! aimiddn y de las protefnas disminuye conforme
aumenta el tiempo de almacenamiento (57, 62), lo que indica que la estructura
de estas macromoléculas se ha modificado. 4) En frijo! fresco {cuttivar Ojo de
Cabra) se ha demostrado que los granulos de almidén estan asociados a
vesiculas que conlienen fenoles (18) y si durante el almacenamiento estas
vesiculas se rompen, su contenido quedaria libre a el citoplasma y disponible
para interaccionar con las macromoléculas presentes en este compartimento
celular, Este tipo de modificacidn quimica podria explicar la disminucién en la
digestibilidad det aimidén y de las proteinas observada en la semilla.
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Il. OBJETIVOS.

El propésito de los experimentos realizados en este trabajo fué determinar:

1) La contribucién del grado de estructuracién e interaccién del almrdén y de
las proteinas al tiempo de coccién de fa semilla,

2) Las posibles modificaciones del grado de estructuracidn de estas
macromoléculas durante el almacenamiento de semillas de frijol en condiciones
adversas.

Ambos objetivas fueron explorades en dos cultivares de frijol, Michigan y Ojo
de Cabra, con tismpos de coccién diferentes y cuantificados por Calorimetria
Diferencial de Barrido. Esta metodologla  mide en forma precisa las
propiedades térmicas de la semilla a través de registrar la temperatura de
gelatinizacién del almidén y la desnaturalizacién de proteinas, asi como la
energla necesaria para realizar estos procesos.

El valor de estos parédmetros reflejara si el grado de estructuracion de estas
biomotéculas contribuyen a la coceidn y/o el endurecimiento de !a semilla.

1



1ll. MATERIAL Y METODOS.

1l.1.Material.

Material biolégico.- El material biolégico que se empled fué Frijol (Phaseolus
vulgaris L.) de las variedades Michigan (M) y Ojo de Cabra (OC). El frijol
endurecido se obtuvo de la siguiente forma: Los frijoles Michigan y Gjo de
Cabra se colocaron por separado en cadmaras conteniendo una solucién
saturada de NaCl la cual proporciona una humedad relativa de 75%, las
cémaras se incubaron a 30°C durante 30 dfas.

Las muestras control (Frescas) y las deterioradas (Endurecidas) se
guardaron en frascos a 4°C hasta el momento de su utilizacién.

lIl.2. EQUIPO.

Calorimetro Diferencial de Barrido DSC7 Perkin Elmer. Encapsulador
Hermético Dupont. Balanza Analitica Sartorius GMBH Géttingen. Estufa
Precision Scientific Group. Termobalanza Digital Ohaus Modelo Brainweigh
M301. Matzo.

1il.3. METODOLOGIA.

1iL.3.1. Determinacién de Tiempos de Cocclén para las variedades
Michigan y Ojo de Cabra .
Para la determinacién de los Tiempos de coccién se utilizé un Matzo (Figura 2)
que consiste de tres platos planos metélicos redondos sobrepuestos. Cada
plato tiene 25 perforaciones, el plato "base" en sus perforaciones cuenta con
compartimentos convexos en los que se colocan los frijoles ayudando a que los
granos permanezcan en un lugar fijo durante la coccién. Una vez colocados los
frijoles, se hacen pasar unas varillas metélicas a través de cada perforacién
quedando estas encima de cada uno de los granos, a cada una de las varillas
se les coloca una pesa cilindrica en la parte superior aproximadamente de 195
gramos cada una, en el centro de uno de los extremos de estas pesas se
encuentra una ranura que se sujeta a la varilla.
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Figura 2. Matzo. a) Componentes del Matzo. b} Sistema montado en el Matzo.



Una vez montado el sistema, se introduce en agua en ebullicién que cubre &}
sistema hasta el plato del centro. E! tiempo de coccidn de la semilla se cuenta
a partir de este momento y hasta que cada una de las varilias cae y alraviesa el
grano, el tiempo de coccidn reportado es cuando todos los granos se han
cocido. Con este equipo se determind el tiempo de coccion para frijol fresco y
deteriorado de dos variedades de frijol Michigan y Ojo de Cabra .

Ht.3.2. Anéiisis Térmico.

En la década pasada, las técnicas de Termoandlisis han tenido un adelanto
répido y prominente en la investigacidn de alimentos (9). Estudios recientes
destacan las aplicaciones del Andlisis Térmico en el fenomenc de la energia
relacionada en alimentos y sus constituyentes.

La ICTA (international Confederation for Thermal analysis) define al
Termoandlisis {TA) como el grupo de técnicas que determinan los cambios en
las propiedades fisicas de una sustancia en funcién de la temperatura, bajo un
programa de control de Temperatura.

Dentro de este grupo de técnicas se encuentra la Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC- Differencial Scanning Calorimetry) la cual se define (de acuerdo
a la ICTA) como una técnica que mide la diferencia de energla que se le
suministra a una muestra con respecto a un material de referencia, en funcion
de la temperatura, sujetos a un programa de temperatura controlada (37, 41).

E! DSC ha sido empleado para estudiar los ires biopalimeros mayores en
alimentos: Proteinas, Almidén y Grasas, a los cuales se les determinan
temperaturas de fusion, cambios de fase, temperaturas de deshidratacién, etc.
En investigacion de alimentos, las transiciones como son la desnaturalizacion
de proteinas, gelatinizacidn del almidén y fusidn de cristales de grasa pueden
ser estudiadas por esta técnica asi como estudios de estabilidad oxidativa de
Lipidos y Pureza de Harinas (9, 41, 65). )

En el presente trabajo se determinaron por DSC los pardmetros
termodindmicos de gelatinizacién del almidén (Tg), la desnaturalizacién de
proteinas (Td) y ta entalpia en estos procesos se obtuvo integrando el 4rea bajo
la curva (la computadora lo calcula directamente en J/g), en frijol fresco, asf
como, los cambios de estas propiedades inducidos por el aimacenamiento del
frijol.
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1I.3.3.Preparacién de las muestras para e! Anélisis Térmico.

Sturry (3). El significado literal de Slurry en espariol no se encuentra como
tal, pero como tratamiento su significado es mas comprensible y es Suspension
Acuosa Espesa. Mas adelante se menciona la forma de preparacién, sin
embargo para fines précticos seguiremos haciendo referencia a este término.

Slurry para cotiledones secos.- A las semillas secas contral y deterioradas
de ambos cultivares, se les separé manualmente la testa y e! eje embrionario,
Los cotiledones se molieron en mortero manualmente con nitrégeno liquido.
Con la harina obtenida se prepard una solucidn al 50 % {p/p) en agua destilada.
Se pesd de 6 a 10 mg en paneles de aluminio por triplicado y se sellaron
herméticamente. Se equilibraron a temperatura ambiente por dos horas y se
determinaron sus curvas calorimétricas.

Slurry para cofiledones remojados.- Se remojaron frijoles control y
deteriorado de ambos cuilivares en agua destilada a 25°C durante 18 horas.
Transcurrido este tiempo se desechd el agua y a los frijples se les quitd el
exceso de agua. Se separ6 manualmente la testa y el eje embrionario. Los
cotiledones se molieron en mortero manualmente con nitrégeno liquido. Con ia
harina obtenida se prepard una solucién al 50% (p/p) en agua destilada. Se
pesd de 6 a 10 mg en pdneles de aluminio por triplicado y se sellaron
herméticamente. Se determinaron sus curvas calorimétricas.

Harina de Frijol Remojado (semil!a).- A semillas de frijol se colocaron en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml con aproximadamente 100 ml de agua destilada,
se taparon y se colocaron en una estufa a 25°C durante 18 horas. Transcurrido
este tiempo se cortaron transversalmente, se extrajeron los ejes embrionarios y
las testas y se desecharon. Los cotiledones se colocaron en un mortero, se
agreg® nitrégeno liquido y se molieron manualmente hasta la obtencicn de una
harina muy fina. Se pes6 entre 6 y 10 mg de muestra dentro de los paneles de
aluminio, se taparon herméticamente y se procedié a determinar las curvas
calorimétricas. Cada muestra se prepard por triplicado.

Harina de Coliledones Remojados (cotiledén).- Los frijoles se cortaron
transversalmente y se separd el cotiledén de la testa y el eje embrionario, los
cotiledones se colocaron en un matraz erlenmeyer de 250 ml con
aproximadamente 100 ml de agua destilada y se colocaron en una estufa a
25°C durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se sacaron y se molieron en
un mortero con nitrégeno liquido. Se pesaron las muestras por triplicado en
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péneles de aluminio, se taparon heméticamente y se determinaron sus curvas
calorimétricas.

11.3.4. Condiciones para la obtencién de curvas calorimétricas.

Cada pénel se colocé en las celdas del DSC7, en la celda de referencia
se colocd un panel vacio y se inicio el programa de temperatura, . Las
condiciones utilizadas en cada caso fueron las siguientes:

H ( Velocidad de calentamiento ) = 20°C/ min.
Atmésfera = Nitrégeno.

Panel de Aluminio.

Sensibilidad empleada : 0.5 mcal/min, 6 0.000119 J/min.
m (Tamario de muestra) = 6-10mg. '

Temperalura inicial = 25°C.

Temperatura final = 150°C.

{i.3.5. Determinacién de Humedad.

El % de Humedad se determiné con la termobalanza a 102°C durante 15
minutos,
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IV.RESULTADOS

El tiempo de coccién para los dos cultivares estudiados se reportan en la
Tabla 1. Las semillas del cultivar Michigan control y deteriorado presentaron un
menor tiempo de coccidn que las del cultivar Ojo de Cabra. Durante la coccién
del frijof 1a dispersién de la poblacién de semillas respecto al tiempo de coccion,
fué mayor para Ojo de Cabra deteriorado que para Michigan deteriorado (Fig
3).

El comportamiento térmico de la semilla control y endurecida se estudié en
los cotiledones de frijol sin remojo y con remojo, en exceso de agua y en
condiciones de disponibilidad de agua restringida.

Para efectos de claridad, en la presentacion de los resultados y la discusion
las muestras preparadas con -exceso de agua se denominarén "Slurry”. En
estas muestras se utilizaron semillas remojadas y secas.

Las figuras 4 y 5 muestran el tipo de gréfica que se obtuvo cuando la
determinacion calarimétrica fué realizada en “slurry” con harina de cotiledones
sin remojar. En todas las curvas calorimétricas se observaron cuando menos
dos transiciones aunque diferentes en intensidad (Figs. 4 y 5). De acuerdo a lo
reportado por ofros autores, la fransicion a baja temperatura corresponde a la
temperatura de gelatinizacién del almidén (Tg) y la de mayor temperatura a la
desnaturalizacién de proteinas (Td) (3, 65). El trazo de la curva fué similar para
todas las condiciones que se utilizaron en este trabajo, aunque la amplitud de
los picos vari6 y por tanto el de la entalpia (AH) de la transicién.

Ef valor de ambos parametros, Td y Tg, fué menor en exceso de agua que en
condiciones de disponibilidad restringida (Tabla 2 y 3). En exceso de agua y
utilizando semilla sin remojar, la desnaturalizacién de las proteinas en los
materiales control se realizd a mayor temperatura en Ojo de Cabra que en
Michigan (Fig. 4A, Fig. 5A y Tabla 2). En este UGitimo cultivar el deterioro
incrementd significativamente la Td pero no tuvo efecto sobre la de Ojo de
Cabra. En ambos casos, aparece un hombro en |a sefial de desnaturalizacién
de proteinas (Fig. 4B y Fig. 5B). Cuando esta determinacién se realiz6 con
semilla remojada, y en exceso de agua fa Td fué similar para los dos cultivares
contral, y el deterioro no modificé este pardmetro {Tabla 2). Sin embargo, en
0Ojo de Cabra el remojo disminuyé en forma significativa fa Td tanto para el lote
control como para el deteriorado, mientras que en Michigan solo disminuyd ia
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TABLA1

TIEMPOS DE COCCION DE FRIJOL CONTROL Y DETERIORADO,

MUESTRA CONTROL DETERIORADO
CULTIVAR Tiempo en minutos
Michigan 80 115
Ojo de Cabra 156 270
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Figura 4. Curva Calorimétrica de Siurry de Harina seca de Frijol Michigan.
La ralacién de frijolfagua fué de 1:1 (p/p). La velocidad de barrido fué 20°
Cimin.  A) Control. -B) Deteriorado. Tg = Temperatura de Gelatinizacion.
Td = Temperatura de Desnaturalizacién.
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Figura 5. Curva Calorimétrica de Sturry de Harina seca de Frijol Ojo de
Cabra. La relacion de frijol/agua fué de 1:1 (plp). La velocidad de barrido fué
20°C/min. A) Control. B) Deteriorado. La identidad de cada pico se mueslira
enlafigura 4.
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Tabla 2.

Temperaturas y entalpias de desnaturalizacién de proteinas en frijol remojado.

Temperatura de Entalpia de

Cultivar Condicién Relacion Desnaturalizacién Desnaturalizacién
agua/muestra (°C) /g)
Control Deteriorado Control D

Michigan Slurry (seco) 1.0 94.752 100.17¢ 1.28 1.86

Slurry (remojado) 1.0 96.82a 95,882 0.78 0.80

Semilla 0.64 104.784 103.49d 1.95 3.17

Cotiledén 043 102.794 105.82d 1.84 2.37

QOjo de Cabra Siurry (seco) 1.0 98.460 99,180 1.14 1.52

Slurry (remojado) 1.0 95,254 96.612 0.49 1.05

Semilla 0.64 103.209 102.39 1.15 1.30

Cotiledén 0.43 103.169 102.659 0.83 2,65

Ntmeros seguldos da la misma letra no soa significativamente diferentes a o= 0.05.
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Tabla 3.

Temperaturas y entalpias de gelatinizacién del almidén en frijol remojado.

Relacion Temperatura de Entalpia de
Cultivar Condicién agua/muestra Gelatinizacion (°C) Gelatinizacion (J/g)
Control Deteriorado Control Deterit
Michigan Slurry (seco) 1.0 77.692 80.75¢ 2.20 2.60
Slurry (remojado) 1.0 79.073 74.444 1.23 0.71
Semilla 0.64 83,500 84.15 2.04 0.92
Cotileddn 0.43 88.66¢ 88.83¢ 0.78 0.50
Ojo de Cabra Slurry (seco) 1.0 83.36% 79.33a.c 1.58 1.62
Slurry (remojado) 1.0 81.44b.c 73.68¢ 0.87 0.91
Semilla 0.64 86.171 86.891 107 . 025
Cotiledén 0.43 86.46¢ 86.33f 0.70 0.50

Nameros seguidos de la migma letra no son significativamente diferentes a a= 0.05.




la Td de 1a semilla deteriorada {Tabla 2 y 3}. Por su parte, el valor de Tg fué
mayor en Ojo de Cabra control que en Michigan (Fig. 4A y Fig. 5A) y ef remajo
no modificd este pardmetro (Tabla 3). E! efecto del almacenamiento en fa Tg
dependid de si la semilla se remojo o no, previo a la preparacion del siurry. En
ta semilla remojada de ambos cultivares, el almacenamiento produjo una
disminucidn significativa en fa temperatura de gelatinizacién con respecto a la
semilla remojada y no almacenada, mientras que si ef slurry se prepard con
semilla seca, el almacenamiento aumento la g para Michigan y la disminuyo
para Ojo de Cabra. En frijol deteriorado la Tg fué mayor para la semilia seca
que para la remojada independientemente del cultivar analizado,

Cuando el slurry se prepard con semilla seca, la entalpfa de
desnaturalizacion fué similar para ambos cuitivares confrof (Tabla 2), y menor
que la obtenida con semilia deteriorada. Ojo de Cabra deteriorado mostré un
meanor valor en este paramelro que Michigan en las mismas condiciones (Tabla
2).

La entalpia de gelatinizacion en semilla control y deteriorada remojada ono y
determinada en exceso de agua fué mayor que fa obtenida para la
desnaturalizacién de las proteinas (comparar Tablas 2 y 3). La AHg fué mayor
para Michigan deteriorado que para su respectivo controf y que Ojo de Cabra
control o deteriorada. En estos dos Gltimos lotes la AHg fué similar. El remojo
de la semilla previo a la preparacién de! slurry disminuye notablemente ja AHg.
En estas condiciones e} almacenamiento de la semilla disminuyS notablemente
la entalpia de gelatinizacién (AHg) respeclo a su contraparte y no luvo ningdn
efacto en Ojo de Cabra.

En condiciones de disponibifidad de agua restringida los valores de Tdy Tg
se incrementaron respeclo a fas registradas en exceso de esfe liquido (Tablas 2
y 3), las curvas calorimélricas de fas semiflas del cultivar Michigan control,
muestran dos sefales en la region de gelatinizacion del almidén cuya definicion
fué ligeramente mayor cuando el remojo se realizé en presencia que en
ausencia de tesfa (Fig. 6A y 7A). En cambio, en la semifla aimacenada y
disponibilidad restringida de agua se observd solo una sefial pequefia y mal
definida cuya Tg se registr dentro del rango de la del control, La Td de este
cultivar se modificd ligeramente con el almacenamiento de la semilla (Tabla 3}y
su sefial muestra un hombro hacia la regidén de menor temperatura (Fig. 6B),
mientras que en aussncia la seflal se desplaza ligeramente hacia mayores
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Figura 6. Curva Calorimétrica de Cotiledén aislado de Semilla Michigan
Remojada. La relacin de frijol/agua fué de 1:0.64 (p/p). La velocidad de
barrido fué 20°C/min. A) Conlrol.  B) Deteriorado. La identidad de cada pico
se muestra en la figura 4.
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Figura 7. Curva Calorimétrica de Cotiledén Remojado sin Testa de Frijol
Michigan. La relacién de Harina de frijol/agua fué de 1:0.43 (p/p). La velocidad
de batrido fué 20°C/min. A) Control. B) Deteriorado. La identidad de cada
pico se muestra en la figura 4.
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temperaturas que su respectivo control (Fig. 7). Las curvas calorimétricas
obtenidas con Ojo de Cabra control también muestran dos seales y los trazos
de las curvas aunque de menor definicion fueron similares cuando el remojo de
la semilla se realizé en presencia o ausencia de testa (Fig. 8A y 9A). Cuando la
semilla almacenada se embebio en presencia de [a testa [a fraccidn de almidén
gelatinizado disminuyé notablemente, como lo indica el hecho de que
practicamente no haya sefial en la region de gelatinizacién del almidén,
mieniras que en ausencia de esta cubierta, la gelatinizacién del almidén se
realizé en un amplio rango de lemperaturas, lo cual se evidencia como
discretos picos en la regidn de gelatinizacion (Fig. 9B).

La desnaturalizacién de proteinas se realizé a la misma temperatura
independientemente del cultivar, de si [a testa estaba presente ¢ no, o de si se
determind en lote control o deteriorado (Tabla 2). Por su parte, la gelatinizacién
del almidén se realizé a menor temperatura en Michigan control que en Ojo de
Cabra control y la. presencia de testa incrementa este parameltro en el primer
cultivar pero no en el (limo. El deterioro no modificd en forma significativa las
Tg para ninguno de los casos estudiados (Tabla 3).

En semilla, el valor de AHg fué mayor en Michigan que en Ojo de Cabra y
para cada cultivar el valor de este parametro fué mayor en control que en
deteriorado. En el caso de! cotileddn Ia entalpia de gelatinizacién fué muy
pequefia y similar para todos los tratamientos y cultivares(Tabla 3).

En general, la entalpia de desnaturalizacién de proteinas (AHd) en
condiciones de agua restringida fué mayor en frijol deteriorado que en control
(Tabla 2).
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Figura 8. Curva Calorimétrica de Cotileddn aislado de Semilla de Frijol Ojo
de Cabra Remojada. La relacidn de Harina de frijol/agua fué de 1:0.64 (p/p).
La velocidad de barrido fug 20°C/min. A) Control. B) Deteriorado. La identidad
de cada pico se muestra en la figura 4.
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Figura 9. Curva Calorimétrica de Cotiledén Remojado sin Testa de Frijol Ojo
de Cabra. La relacién de Harina de frijolfagua fué de 1:0.43 (p/p). La velocidad
da barrido fué 20°C/min. A} Control. B) Deteriorado. La identidad de cada
pico se muestra en |a figura 4.
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V. DISCUSION

El proceso de coccién de la semilla de frijol se realiza en dos etapas, el
remojo y el tratamiento térmico. En esta ultima se pueden distinguir tres
eventos de orden-desorden como som: solubllizacién de las pectinas
localizadas en la pared celular, gelatinizacion del almidén y desnaturalizacién
de las proteinas del citoplasma. Estas transiciones de orden-desorden
contribuyen de manera fundamental a que la semila adquiera las
caracteristicas de palatabilidad {textura y sabor) exigidas por el consumidor
(49).

El tiempo de tratamiento térmico que tarda la semilla en adquirir la
palatabilidad adecuada se le denomina tiempo de coccidn el cual es diferente
para diversos cultivares, y es mayor en frijol almacenado que en fresco (43).
Lo anterior podria deberse a diferencias en la facilidad con la que se realizan
las fransiciones térmicas de .las macromoléculas involucradas, durante la
coccién. Esta facilidad podria estar dada por el grado de estructuracion y/o de
composicién de las mismas. Para demostrar esta hipétesis se cuantificé el
grado de estructuracién del almidén y de las proteinas a través de determinar
sus propiedades térmicas (Tg, Td y AH). El estudio se hizo en dos loles, fresco
y almacenado de dos cultivares de frijol que presentan diferencias en sus
tiempos de coccidén. Para mayor facilidad y claridad, los resultados se
discutiran en dos secciones.

1.- Contribucidn de las propiedades térmicas de las semillas al tiempo de
coccién del frijol control.

La temperatura de gelatinizacion esta relacionada con las caracteristicas
moleculares del almiddn y con los constituyentes idnicos y no idnicos presentes
durante la gelatinizacién. Por ejemplo, la Tg se incrementa al aumentar la

" estructuracién del almidén la cual aumenta al aumentar e! contenido de amilosa
del grénulo de almiddn o cuando la gelatinizacion se realiza en presencia de
azUicares y sales tales como HPO4=. ’

La temperatura de gelatinizacion del almidén fué mayor en Ojo de Cabra, el
cultivar con mayor tiempo de coccién, que en Michigan, el cultivar con menor
tiempo de coccién.

Los resultados anteriores pueden explicarse a través de proponer que en la
semilla seca los grdnulos de almiddn del cultivar Ojo de Cabra poseen una
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mayor estructuracién y por tanto presentan una mayor Tg que los de Michigan
y/o a que el contenido de moléculas de bajo peso molecular, que influyen
negativamente en el valor de Tg, es mayor en Ojo de Cabra que en Michigan.

En esta misma condicién de exceso de agua, la energia total del proceso
orden-desorden, expresado como la suma de AHg y AHd, fué mayor en las
semillas control sin remojar de Michigan que en las de Ojo de Cabra. Estas
diferencias se deben principalmente a que el AHg de Michigan es mucho mayor
que el de Ojo de Cabra (Tabla 3).

El tamaiio del grano de almiddn, el grado de gelatinizacién, y la velocidad de
calentamiento influyen en los valores de AHg (40). La mayor entalpia de
gelatinizacién del almidén de! cultivar Michigan podria deberse al hecho de que

“los granos de almidon de este cultivar son mayores que los de Qjo de Cabra
(18) ylo a que el contenido de almidén por gramo de semilla fuese mayor para
Michigan que para Ojo de Cabra. Aparentemente, en ambos cultivares y en
estas condiciones de exceso de agua, se realizé el 100% de gelatinizacién del
almidén, puesto que su valor no se modifica al disminuir la velocidad de
calentamiento de la muestra.

La desnaturalizacidn de las proteinas en exceso de agua, de !a semilla seca
del cultivar Ojo de Cabra se inicia a una temperatura mayor que en el cutivar
Michigan sugiriendo que en la semilla seca del primer cultivar las proteinas, al
igual que el almidén, estan mas estructuradas y requieren mayor temperatura
para iniciar la transicién orden-desorden que en el caso de Michigan. Sin
embargo, otros autores han reportado que !as proteinas aisladas de diferentes
cultivares de frijol presentan propiedades térmicas similares, por lo que las
diferencias en Td de los cultivares reportadas en este trabajo, podrian
explicarse si en el caso de Ojo de Cabra las proteinas estuvieran
interaccionando in situ con algun tipo de biomoléculas que disminuyeran su
sensibilidad térmica, como seria el caso de los fenoles. En el citoplasma de las
células de los cotiledones se encuentran vesiculas que en su interior contienen
material que por sus caracteristicas de tincidn se han identificado como fenoles
(18). La interaccién entre estos fenoles y las proteinas resultaria en una mayor
estabilidad térmica de las macromoléculas y por tanto presentarian una mayor
Td.
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Entalpia Total del Proceso Térmico en Frijol.

Tabla 4.

Relacion Entalpia Total del Proceso
Cultivar Condicién agua/muestra (J/9)
Control Deteriorado
Michigan Slurry {seco) 1.0 3.48 4.46
Slurry (remojado) 1.0 2.01 1.51
Semilla 0.64 3.99 4.09
Cotiled6n 0.43 2.62 2.87
Ojo de Cabra Slurry (seco) 1.0 2.72 3.14
Slurry (remojado) 1.0 1.72 1.96
Semilla 0.64 2.22 1.55
Cotiled6n 043 1.53 3.15




El remojo de la semilla no modificd la estructuracidn del almidén para
ninguno de los cultivares, puesto que la Tg do ambos cultivares con y sin
remojo no vari6. Este proceso de hidratacién facilité la desnaturalizacidn
térmica de las semillas del cultivar Ojo de Cabra como lo indica el hecho de que
en este cultivar la Td sea mayor en semilla seca (98.46°C) que en semilla
remojada (95.25°C), mientras que en Michigan la Td es similar en ambas
condiciones. Estos efectos se reflejaron en una disminucién del AH total
respecto al observado con la semilla seca (Tabla 4). Este tipo de resultado
podria deberse a que en ambas condiciones, sin remojo y con remojo, las
macromoléculas presentan un grado de hidratacién diferente o bien a que
durante esta fase del proceso de coccién del frijol se realizan eventos quimicos
ylo enzimaticos que modifican la estructura de los granos de almiddn,
(¢disminucién en el contenido de amilosa?), y de las proteinas de reserva
(¢ menor agregacion?, ¢disminucion en el peso molecular?), en forma tal que la
transicion térmica se facilitara. Apoyo adicional a esta interpretacion lo
constituyen los estudios de movilizacién da reservas durante la germinacién de
samillas (7). durante la cual se ha demostrado que tanto el almidén como las
proteinas de reserva se hidrolizan por la accion de amilasas y proteasas,
respectivaments, las cuales son activadas o de novo sintetizadas como
respuesta al aumento en el contenido de humedad de la semilla. )

Cuando [a determinacién se realiz6 en contenido restringido de agua, la
sensibilidad térmica de las macromoléculas disminuyd y esta disminucién se
reflejé en una mayor Tg y Td, sin embargo el contenido de humedad de estas
muestras (semilla y cotileddn) fué suficiente para que se realizara la transicion
térmica tanto del almidén como de las proteinas. Esto o indica el hecho de que
el AH total del proceso en semilla remojada, es similar en exceso o contenido
restringido de agua (Tabla 4, comparar slurry remojado control, semilla y
cotiledén).

Los resultados hasta aqui discutidos muestran claramente que e} tiempo de
coccidn del frijol control esta directamente relacionado a las propiedades
térmicas de la semilla y por tanto al grado de estructuracion del almidén y de
las proteinas.

2.- Efecto del almacenamiento en las propiedades térmicas de la semilla.

El almacenamiento modifica en forma negativa las propiedades térmicas de
la semilla seca de frijol, como Io denota el hecho de que la energia de ia
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transicion orden-desorden (AHd+AHg) en exceso de agua es mayor en estas
muestras que en los respectivos controles (Tabla 4). A este aumento
contribuyen de forma muy importante en ambos cultivares, los cambios
inducidos en la fraccidn de proteinas que resultan en un incremento de su AHd,
Entre los cambios que se pudiesen inducir en |as proteinas durante el deterioro
estan una modificacion en la agregacion de las proteinas ya sea por la
formacidn de enlaces covalentes (puente disulfuro) 6 por una disminucién en et
peso molecular de las mismas lo que permitiria la formacion de estructuras mas
estables, o bien por interaccion con otras moléculas presentes en ef Citoplasma,
por ejemplo carbohidratos.

Durante ef almacenamiento de las semillas, en ambos cultivares, las
propiedades térmicas del almiddn también se ven modificadas. El mayor Tg y
AHg observado en Michigan deteriorado respecto del control, sugiere que en el
primero la gelatinizacién del almidén se realiza en una mayor concentracion de
biomoléculas que disminuyen la sensibilidad térmica del almidén. Entre estas
se encuentran la glucosa y los iones fosfato (40), cuyos niveles se incrementan
durante e! deterioro dsl frijol (22). En el caso de Ojo de Cabra, el deterioro
aparentemente no modifica las propiedades térmicas del almidon.

El efecto negativo de! deterioro en las propiedades térmicas de las
macromoléculas también se observa en la semilla remojada, aunque de forma
un poco distinta.  El remojo de’ la semilla deteriorada, disminuye la
estructuracion de las macromoléculas favoreciendo su transicidon orden-
desorden. Esto se refleja en el hecho de que los pardmetros termodindmicos
fueron menores en semilla deteriorada remojada y exceso de agua que fa
observada en semilla deteriorada seca y exceso de agua.

En semillas deterioradas y remojadas la transicion se realiz6 con disponibilidad
restringida de agua (40). Para el caso de Michigan el aumento de contenido de
humedad de la semilla durante el remojo pareceria ser suficiente para realizar
la transicién total de las macromoléculas ya que el AH global del proceso fué
similar a el registrado en el Slurry (Tabla 4). Esto contrasta con lo observado
en Ojo de Cabra donde la entalpia global de! proceso fué menor que lo
observado en exceso de agua. En estos casos el grado de hidratacion de las
macromoléculas pareceria ser insuficiente para realizar su transicion térmica,
En condiciones de agua restringida y en este cultivar, aparentemente el
deterioro disminuye la sensibiiidad térmica del almidén y de las proteinas ya
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que fa Tg y la Td permanecen constantes, pero solo una fraccién del almidén
gelatinizado en los controles gelatiniza en ef deteriorado. Aparentemente esta
disminucidn en la gelatinizacion del almidén induce una mayor dificuitad en fa
desnaturalizacion de las proteinas fas cuales requieren de una mayor energia
para realizar la transicion,

Da lo expuesto en esta seccién podemos concluir que el almacenamiento de
semilla de frijol en condiciones de alta humedad y temperatura inducen un
cambio en las propiedades térmicas de las semillas especiaimente en proteinas
tas cuales disminuyen su sensibilidad térmica.

Esto trae como consecuencia que la transicién orden-desorden requiera
mayor energia y por tanto el proceso de coccion se realice en un tiempo mayor.
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VI. CONCLUSIONES

1.~ En semillas control el grado de estructuracién del aimiddn y de las
proteinas fué mayor en ef cultivar Ojo de Cabra al igual que un mayor tiempo de
coccidn que el cultivar Michigan.

2.~ El efecto def almacenamiento en las propiedades térmicas de la semilla
depende de si se estudia en semilla seca o remojada. En la primera condicidn
el deterioro incrementé of grado de estructuracion de las macromolécutas. Este
efecto es opuesto al observado en semilla remojada, donde el deterioro no
modifica el grado de estructuracion de las proteinas, ain mas, favorece en
farma importante la sensibilidad térmica del almidon.

3.- En la mayoria de los casos el AH total del proceso fué mayor para
Michigan que para Qjo de Cabra. A este resultado coniribuyd el hecho de que
los granos de almiddén son mayores en Michigan que en Ojo de Cabra.

4.- Las propiedades térmicas de la semilla control estan asociadas
directamente al tiempo de caccion de la misma.

5.- Las propiedades térmicas de la semilla se modificaron negativamente
con el almacenamiento, pero su efecto en el tiempo de coccion 56 rulifica por el
remojo.
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