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La ciencia es un cerillo que el hombre acaba de encender. Pensaba hallarse en
un cuarto -un templo en momentos de devocion- y que esa luz, al reflejarse, le
mostraria secretos maravillosos inscritos en las paredes y sistemas filoséficos,
plenos de armonia esculpidos en las columnas. Qué curiosa sensacion, ahora que
el chisporroteo se ha desvanecido y Ia flama brilla nitidamente, ver sus manos
iluminadas, sélo un vislumbre de si mismo y la mancha de luz que lo sostiene, y
en tormo suyo, en lugar de todo ese bienestar y belleza que presentia la
obscuridad persistente.

H. G. Wells. The rediscovery of the unique.



Summary:

When beans are stored at high temperatures and high relative humidity, the
phenomenon of hardening develops. This condition increases the cooking time of the
beans and diminishes their nutriional qualiies. During the process of hardening,
physical, biochemical and structural changes in the seed occur. Diverse hypotheses
to explain the causes of this hardening have been explored, but to date, there is no
integral understanding of the process which intervene in this phenomenon. Recently
the possibility has been proposed of reverting the hardening by submitting the
hardened seeds to a low temperature and high humidity. In spite of the importance of
the beans as food, until now the structural components which are modified during the
phenomenon of hardening and its reversion have not been identified. This
investigation studied the structural changes which were presented in the tissues (
testa, hilio and cotytedon) of the dry and moistened seeds of Phaseoclus vulgaris,
both “Flor de Mayo” , “Flor de Junio” varieties, treated at 1.5, 3 and 6 months of
accelerated hardening (29° C and 75 % RH) and subsequently submitted to
reversion conditions (8° C and 75% RH), for six months.

To explain the obtained structural resuits, the participation of the testa in the
hardening of the bean is proposed, along with the intervention of the modifications
which were made at the leve! of the cotyledons. The structures which are specifically
suggested to influence cooking times are the inclusions of tannins of the stratum of
palisade. The changes observed during the hardening of the proteic bodies and cell
wall of the cotyledon cells with what has been observed by various authors.

The partial reversion o the hardening phenomenon was obtained. Microstructural
changes to the testa after reversion were not evident, suggesting that this does not
contribute in an important way to the phenomenon of reversion. In the cotyledon
cells, the fundamental modifications were seen in the cell wall. Finally it is proposed

that there are two components in the phenomencn of hardening, one which is
reversible and one which is irreversible.
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RESUMEN:
Cuando se aimacena la semilla de frijol a altas temperatura y humedad

relativa se desarrolia el fenémeno de endurecimiento. Esta condicién aumenta el
tiempo de coccién de la semilla y disminuye sus cualidades nutritivas. Durante el
endurecimiento se presentan cambios fisicos, bioquimicos y estructurales en la
semilla. Se han explorado diversas hipitesis ‘para explicar las causas dei
endurecimisnto, pero hasta la fecha no existe wuna comprensién integral de los
procesos que intervienen en este fendmeno. Recientemente se ha planteado la
posibilidad de revertir el endurecimiento, sometiendo a las semillas endurecidas a
baja temperatura y aita humedad. A pesar de la importancia alimentaria del frijol, a
la fecha no se han identificado cudies son los componentes estructurales que se
modifican durante e! fendémeno de endurecimiento y su reversién. En la presente
investigacion se estudiaron los cambios estructurales que presentaron los tejidos
(testa, hilo y cotiledones) de la semilla seca y remojada de Phaseolus vulgaris,
cultivares Flor de Mayo y Flor de Junio, tratadas a 1.5, 3 y 6 meses de
endurecimiento acelerado (29 °C y 75% de HR) y posteriormente sometidas a
condiciones de reversion {(B°C y 75% de HR), por 6 meses.

se propone la participacién de

Por los resuitados estructurales obtenidos,
la testa en el endurecimiento de la semilla de frijol, ademas de la intervencién de

las modificaciones que se efectuan a nivel de los cotiledones. Las estructuras que
especificamente se sugiere influyen en los tiempos de coccion, son las
inclusiones de taninos de los estratos del esclorénquima en empalizada y
parénquima de la testa e hilo. Los cambios observados durante el endurecimiento
en los cuerpos proteicos y pared celular de las células cotiledonarias coinciden
con jo sefalado por diversos autores.

Se obtuvo la reversion parcial del fenédmeno de endurecimiento. Por io que

se refiere a los cambios microestructurales de la testa . después de la reversion
no fueron evidentes, sugiriéndose que ésta no contribuye de manera importante
al fenémeno de reversion. En las células cotiledonarias las modificaciones

la pared celular. Finalmente se propone la

fundamentales se dieron en
participacién de dos componentes en e! fendmeno de endurecimiento, uno

reversible y otro irreversibie.



NTRODUCCION: -

El crecimiento de a poblacion humana y su impacto sobre los recursos
naturales se ha acsierado fuertemente, desde fines de la segunda Guerra
Mundial; entre 1850 y 1986 Ia poblacién mundial se duplicd y el consumo
mundial de granos se incremento 2.6 veces (75).

E! esfuerzo agricola de todas las naciones esta encaminado a incrementar
la produccién de alimentos. Sin embargo, una quinta parnte de la poblacidon
mundial, distribuida en diversos paises en vias de desarrolio, no consume
suficientes calorias para llevar una vida activa de trabajo. Por lo que el reto
actual de ios paises es satisfacer la creciente demanda de alimentos ante una
aguda problemditica de deterioro ambiental y una pauperizacién del sector

agricola.

La agricultura mexicana se orienta principalmente a la produccién de
granos basicos, y el cultivo del frijol constituye un factor estratégico tanto dentro
de la perspectiva econdmica como de la social (71). El frijol, dentro de las
leguminosas comestibles, es una de las especies mas importantes tanto por su
amplia distribucidon en diferentes zonas ecolégicas, como por ser complemento
nutricional indispensable en la dieta alimenticia de la mayoria de la poblacion.

L a produccion de frijol en México presenta el problema de bajo rendimiento,
el cual esta influido por factores como los siguientes: el 81.4 % de las tierras
donde se siembra son de temporal, y de éstas mas de un millén de hectareas se
siembran en la zona semidrida del pais, la que comprende principaimente los

ol de Z Durango y Chihuahua con 700 mil, 275 mil y 210 mil
hectireas respectivamente; ia incertidumbre de la cosechas; la lenta maduraciéon
de la planta; la sensibilidad del frijol a las condiciones de crecimiento en todos los
periodos de desartolic y las graves pérdidas cal por p Por o
anterior, la investigacion sobre el frijol se ha enfocado principalmente a la
produccion de cultivares de alto rendimiento (6, 71). En nuestro pais, at igual
que en otros paises tropicales, el frijol cosechado se almacena en condiciones




por demdés inadecuacias, por lo que el grano sufre pérdidas cualitativas y

cuantitatives. Las pérdidas que se producen durante esta etapa de |a cadena
alimentaria son dificiles de calcular, aunque se que en México van del 30
al 50% y a nivel mundial liegan al 10% de las cosechas (65).

La pérdida cusntitstiva durante e! aimacenamiento. se ocasiona por ia

merma en el peso del grano aimacenado (que por consecuencia provoca una
pérdida econdmica directa),

y el dafo cualitativo esta representado por el
fendmeno de endurecimiento. Este fendmenc se manifiesta como un aumento en
el tiempo necesario para @ suavizacion de la semilla durante el procesc de

coccion, y como una disminucion de las cualidad organolépti ¥y nutritivas
(22).

E! endurecimiento del frijol estd asociado a condiciones deficientes de
almacenamiento, tales como el

alto contenido de humedad del grano,
temperatura, humedad relativa del almacén y tiempo que permanece en éste.
Como resultado del trabajo realizado por varios equipos de investigacion se
reconoce que el proceso de endurecimiento involucra cambios estructurales,
fisicos y bioguimicos en la semilla ocasionados por causas multiples (43). Sin
embargo, e! mecanismo por el cual el frijol se endurece es muy complejo y
todavia no esta bien entendido.

La preparacion de los frijoles para consumo humano incluye dos etapas;
primero los frijoles son remojados y posteriormente se calientan para inducir la
suavizacidn. La imbibicion en los frijoles frescos disminuye el tiempo de coccidn,
sin embargo se ha ocbservado que en ios frijoles endurecidos lo anterior no
sucede, esto ha llamado 1a atencién de algunos investigadores quienes se han
abocado a estudiar la reiscion entre el endurecimiento y la absorcion de agua, ia
salida de electrolitos y la pérdida de sdiidos, y pocos han contemplado las
modificaciones estructurales que acompafian a estos cambios fisicoquimicos.(85,
48, 94).

Recientemente, se descubrid que el endurecimiento que presentan los
frijoles almacenados sn condiciones desfavorables puede ser revertido (76, 41).



Hasta la fecha, son los tr ' que estudian |a reversién del
endurecimiento, y éstos se han centrado en el uso de sales durante et remojo y
su efecto sobre la desmineralizacion de a lémina media. En dichos estudios se
registraron observaciones de la |émina media y pared de las células
cotiledonarias (3).

Para disminuir las pérdidas econdmicas ocasionadas por el endurecimiento
del grano de frijol y aumentar la aceptacion de éste por parte de los
consumidores, es necesario entender ios cambios estructurales, fisioldgicos y
bioquimicos que se presentan durante el endurecimiento, remojo y reversion,
con la finalidad de disefiar estrategias que disminuyan y/o eviten el fenémeno de

endurecimiento

Una forma de resolver el problema anterior, seria el mejorar las condiciones de
almacenamiento, |0 que resuita poco practico dadas las condiciones climaticas de
nuestro pais. Otra alternativa es la de contar con materiales que presenten
menos susceptibilidad al endurecimiento. Esto se puede lograr por seleccién o
por el disefio de plantas transgénicas. Pero para el desarrollo de cualquiera de
estas altermativas se requiere conocer el mecanisme de endurecimiento del frijol.
En la presente investigacion se contribuye al conocimiento de los cambios
estructurales que se presentan en la testa, hilo y cotiledones de la semilta de frijol
endurecida, remojada y revertida, y se integran con la informacion que se tiene
hasta el momento sobre las alteraciones en algunas biomoléculas.



1. ANTECEDENTES

1.7 imp ie de Pi vuigaris en el mundo.

En la actualidad, tanto los paises desarrollados como los que estan en vias
de desarrolio emplean las semillas de frijol como alimento. Los paises en vias de
desarrollo utilizan el frijo! al igual que otros productos e porque p ]
aminoacidos esenciales y tienen mas bajo costo que los de origen animal.

Los frijoles secos contienen ailrededor de un 20% de proteinas (con el
doble de lisina que los cereales) y cerca del 65% de carbohidratos, ademas de
varios minerales esenciales y vitaminas. Por lo que junto con los cereales, las
raices y tubérculos, constituyen los alimentos mas importantes para
Latinoamérica (5).

Las semillas de frijol, asi como las de otras legumbres secas, producen un
bajo y moderado incremento de glucosa en sangre, las causas que determinan
esta caracteristica todavia no se conocen pero pueden ser debidas a: la rigidez
de las paredes de las células cotiledonarias, a ia baja susceptibilidad enzimatica
de los almidones, al entrampamiento de los granos de aimidén dentro de las
paredes celulares, a efectos de la dieta con fibra, y a la presencia de polifenoles
y otros inhibidores de la a-amilasa. Estas cualidades de bajo contenido de
carbohidratos hace interesantes a las legumbres para ser utilizadas como
alimento para diabéticos (97).

1.2. Produccién del Frijol en México.

México es el principal productor de frijol de América del Norte y Central, en
los dltimos S aflos se han producido un promedio de 1.045 millones de toneladas
al afo (4).

En América Latina, los paises con mayor consumo de frijol son México,
Paraguay, Nicaragua y Brasil. En México, todas las clases sociales consumen



frijol, la que, junto con el maiz, son la base de la alimentacién de la mayoria de la
poblacion.

En Meéxico, uno de los aspectos de !a problemdtica del frijol es Ia
produccién erratica, que enfrenta un consumo per capita de 15 k al afio, lo cual
representa una demanda de 1.2 millones de toneladas. Existe por lo tanto la
necesidad de equilibrar !a produccién ya que en el caso de haber excedentes, el
mercado internacional es muy reducido y de presentarse un déficit, la oferta
mundial practicamente es inexistente (84).

Las siembras de frijol se practican en todos los estados del pais, éste se
produce en los dos ciclos agricolas, primavera-verano, que aporta el 80% y el de
otofo-invierno, que aporta el 20%. Los principales estados productores son en
orden de importancia: para el ciclo primavera-verano:. Zacatecas, Durango,
Chihuahua, Guanajuato, y para el otofio-invierno, Nayarit, Sinaloa y Veracruz
(84).

1.3. Los Cultivares de Frijol en México.

t.os cultivares comerciales que se producen en México se catalogan como
preferentes y no preferentes. El concepto de preferencia se relaciona con el
precio de garantia, el preferente para el ciclo otofio invierno 1993/ 1894 contd
con un precio de $ 1,800.00 y 1,600.00 para el ciclo primavera verano 1994, con
$1,600.00 por tonelada, para los ciclos otofio inviermo y el no preferente tuvo tos
precios de garantia de $ 1,500.00 y $ 1,.300.00 para los mismos ciclos.

Dentro de los cultivares preferentes se encuentran: el Canario, Flor de
Mayo, Pinto Nacional, Negro Jamapa, Fior de Junio y Mayocoba y dentro de los
no preferentes se hayan: Garbancillo, Azufrado, Bayo Blanco, Alubia Blanca, Ojo
de Cabra, Negro Arriaga. Veracruz, Querétaro y San Luis, Bayo Rio Grande,
Negro Zacatecas, Pastilla, Satevo, Pinto Mexicano, Pinto Delicias y Bayo Rata.



1.4. C b de ak

Actualmente uno de los principales pr de Méxi es el de asegurar
una alimentacion adecuada y suficiente para la poblacion. Para garantizar lo
anterior se ha tenido que aumentar la produccién agricola de los diferentes
granos bdsicos, produccién que es imposible consumir y utilizar en forma
inmediata, por lo que gran parte de ella debe ser almacenada en forma segura

. i&n,

para que se utilice y se consuma de acuerdo a lasr i de la p
esto depende de la infraestructura de almacenamiento, de la capacidad técnica
de los almacenes, del transporte y de |a red de comunicaciones (75).

Conforme la produccion de granos en una region llega a la autosuficiencia,
los excedentes deben ser almacenados durante aproximadamente 7 meses,
dentro del ciclo natural de la produccion y el consumo (71)

Los sitios de acopio y almacenamiento del frijol en el pais van desde patios
encementados que se destinan a asolear y acondicionar el grano para su
almacenamiento, hasta las bodegas manejadas por BORUCONSA (Bodegas
Rurales CONASUPO), que fundamentalmente tiene edificios planos con techos
de dos aguas y muros de mamposteria o piedra. En elios los granos se manejan
encostalados. Otra forma de almacenamiento son los silos metalicos, dispuestos
en formacidén circular para e/ manejo mecanizado del producto; también es
frecuente el uso de cuartos de haciendas, viejos molinos de trigo, las bodegas
tipo *“Pantaco™, que son bodegas planas con piso de cemento, muros de
mamposteria y techos de dos aguas © techos parabdlicos formados con lamina
de asbesto.

En los dltimos afios la CONASUPO se ha ido retirando de ia compra y
abasto de granos, por lo que éstos han quedado en manos de particulares que
carecen de la infraestructura adecuada y adolecen de una preparacion apropiada
para enfrentar acciones orier a la pc 1a (35).




El dafto de los granos en el alimacén depends de factores como el
contenido inicial de humedad del mismo, su susceptibilidad genética al
endurecimiento, caracteristicas y condiciones de la bodega, e! ciima del lugar

donde se ubica el almacén y la atencidbn que recibe el granoc durante su
almacenamiento.

1.5. Imp ia Socii ica del Endurecimie;

La calidad de la semilla de frijol esta determinada por diversos factores
como: sSus caracteristicas en el remojo, coccidén, calidad proteinica y
aceptabilidad por parte de los consumidores. En la aceptabilidad del granc
influyen el tamafno, forma, color, apariencia, estabilidad en el almacenamiento,
comportamiento en el remojo, facilidad para la coccidn, calidad de! producto
obtenido y sabor (77).

El frijol endurecido presenta cambios como: el color, que es diferente al de
una semilia recién cosechada; su comportamiento ante e! remojo se modifica,
requiere largos tiempos de coccidn y presenta sabor y olor desagradables.

La coccién del frijol generalmente inactiva varios compuestos
antinutricionales termolabiles como los inhibidores de enzimas, algunos de los
componentes que ocasionan los sabores desagradables, reduce el nivel de
taninos e inactiva a las lectinas (77).

Fundamentalmente el endurecimiento disminuye el valor nutritivo dei frijol,
porque modifica la calidad de las proteinas. Esto se refleja en una disminucion de
la eficiencia proteica, de su digestibilidad y disponibilidad de aminoacidos como
ia lisina y la metionina (5, 77).

Para aumentar la aceptabilidad del frijol tanto para su preparacién, como
para su almacenamiento y procesamiento, es necesario entender los cambios
funcionales y de calidad de la semilla durante el proceso de la coccion, asi como
cuando se presenta el fendmeno de endurecimiento y la reversion del mismo.



1.8 Proceso de coccidn.

Durante la coccidn del frijol y otras leguminosas ocurren cambios

estructurales en la semilla. El tratamiento térmico fractura y solubiliza a la lamina
media (92), con lo cual las céiulas se separan, disminuyendo la rigidez de Ia
semilla. En el citoplasma las proteinas se desnaturalizan y/o gelifican (34), 15 que
facilita {a gelatinizacion de los granulos de almiddn. Estos cambios fisicoquimicos
inducidos por el calor se reflejan en la suavizacion de ia semilla, la pérdida de la
toxicidad, ia adquisicién de sabor agradable y un aumento en ia digestibilidad.

La solubilidad del material intercelular depende tanto de la cantidad de
calcio y magnesio asi como, de la interaccién de éstos con las substancias
pépticas (56, 49), como del tamano de éstos polisacaridos (56), por lo que el
cambio en la solubilidad de las pectinas, observado durante la coccién, debe
estar relacionado con una disminucidn en el contenido de cationes divalentes de
la Idmina media y/o con una disminucion en el grado de polimerizacidn de las
substancias que la forman.

La disminucién de iones divalentes podria realizarse a través de un
procesc que involucra su quelacidn por el acido fitico, moidécula con alta densidad
de carga negativa, o bien por un proceso de intercambio iSnico (ion divalente por
monovalente). Si la primera sugerencia estd contribuyendo a la suavizacion
térmica del frijol, el contenido de fitato de calcio y magnesio (compuesto
insoluble) debe ser mayor en el frijol cocido que en el frijol] crudo. Se ha
observado que el contenido de fitato insoluble no se modifica durante la coccion
(20, 10); sin embargo !la cantidad de sodio y potasio encontrada en el granc
cocido disminuye notablemente (Bernal-Lugo, datos no publicados). Asi mismo la
cantidad de pectina presente en el grano cocido fue menor que en e! grano no
cocido (20). Los datos antes mencionados apoyan la propuesta de que durante la
coccidtn del frijol, la solubilizacién de la lamina media se realiza a través de la
despolimerizacidon térmica de las pectinas y por un intercambio de iones
divalentes por monovaientes. De o anterior se concluye que cualquier factor que



modifica cualitativa o cuantitativamente los componentes de la pared celular y/o
la susceptibilidad de los granulos de aimidén a la gelatinizacion o la estabilidad
térmica de las proteinas afectara en forma importante el proceso de coccion.

1.7 El! almacenamiento de Ia semilla de frijol y su relacién con el
endurecimiento.

Los factores que se han relacionado con el endurecimiento del frijol
durante el almacenamiento son: humedad, temperatura y tiempo de
almacenamiento (17). El frijol con un contenido de humedad de entre el 13-18%
requiere de tiempos de aimacenamiento mayores de 6 meses para endurecerse,
siempre y cuando la temperatura de almacenamiento sea menor de 30° C (17),
pero si se almacena a 4° C, no se endurece ni en dos anfos (27), expuesto a
100% de humedad relativa y a 14° C, sdlo requiere de 14 dias de
aimacenamiento para aumentar su tiempo de coccidn (48).

Las regiones donde se produce, almacena y consume el frijol son por lo
general de clima tropical, donde la humedad relativa promedio es del 85% y la
temperatura 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
temperaturas entre 15 y 20° C. También se ha sefalado que cuando se almacena
frijol en el laboratorio, en condiciones similares a las anteriores (75% de HR y
30° C), a los 7 dias de estar almacenado el frijol inicia su proceso de deterioro

(24).
1.8 Estructura de la semilia de Phaseoius vuigaris.

El frijol posee un fruto monocarpelar, seco y abierto a lo largo de las

suturas ventrales y dorsales (94).



La semilla madura de Phaseoclus vulgans consta del embrion y la cubierta
de la semilia o testa. En ésta se localiza el hilo, que es una cicatriz ovalada que
aparece en el lugar donde la semilla estaba unida al funiculo (figura 1) (28).

En la testa se distinguen varias regiones. La cuticula formada por las
terminaciornes exteriores de las células en empalizada. El escierénquima en
empalizada constituido de células hexagonales, de paredes celulares gruesas y
lignificadas (15). En el interior de estas céluias algunos autores han observado
taninos (90, 27). Las células de reloj de arena, son céluias que se encuentran

entre las células del esclerénqgquima en empalizada y las del mesdfilo,
son columnares, pero ligeramente adelgazadas y con
y por ultimo el mesdfilo, un tejido que
que on la semilla madura se

generalmente
terminaciones estrelladas expandidas,
consiste de varias capas de células estrelladas,
encuentra colapsado (figura 2) (19).

En el hilo, que como ya se indicd, es la cicatriz formada cuando la semilla
se separa del funiculo, se pueden distinguir dos estratos, el de empalizada y el

del parénquima, las células reloj de arena no se presentan. En las semillas
frescas de Phaseolus vulgans, cuitivar “ojo de cabra®, Esquivel y col. (27),
observaron taninos en el esclerénquima en empalizada de la zona hilar (figura
2).

EL embrién consiste de un eje embrionario con dos cotiledones. El eje
embrionario estd compuesto por el hipocotilo al cual estan unidos los cotiledones,
y la plumula (el apice de! brote con las primeras hojas). Los

la radicula
cotiledones son abultados y constituyen el 30% de la masa de la semilla y en

ellos se Ic i 1 las st ias de reserva como proteinas, lipidos y
carbohidratos, que son llevados hacia el hipdcotilo a medida que este crece
(figuras 1y 2) (12, 94).

Por la desecacién que sufre

parenquimatosas de los cotiledones reducen
solamente contienen granos de almidén diseminados entre los cuerpos proteicos

la semilia al madurar, las células
los organelos celulares y

y/o cuerpos lipidicos (12, 94).

1o



Figura 1. Morfologia externa de la semilla madura de Phaseolus vulgaris L.






Figura 2. Amplifi ion esqL
y cotiledones de Phaseolus vuigans L.

al microscopio compuesto de la testa, hilo
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e ias cé cotiledo

1.9 U,

Debido a que el fendmeno estudiado en este trabajo, el endurecimiento del
frijol y su reversion, se realiza en los cotiledones, a continuacidon se describe la
uitraestructura de ias céiuias cotiledonarias.

La pared celular de las células cotiledonarias, es una estructura de gran
compiejidad a nivel molecular, esta constituida por microfibrillas de celulosa,
hemicelulosa y lignine. Los carbohidratos, componentes de (a8 ceilulosa y

hemiceluiosa, estén unidos por enlaces glucosidicos formando polisacéridos, los
cuales en las semillas de leguminosas son galactomanos, Xxiloglucanos y
galactanos, que actuan también como substancias de reserva (14). Parte de la

compiejidad de la pared celular se debe a la presencia de otros compuestos
como el agua, proteinas, lignina, otros fenocles, iones, lipidos etc. Debido a que ia
funcién de los cotiledonas s constituir las primeras hojas durante el desarrolio
de la plantula, éstas células sélo presentan pared calular primaria, las cuales se
unen por medio de la iamina media;, compuesta por substancias pécticas (94).

La membrana plasmatica de las células cotiledonarias es una delgada
bicapa lipoproteica, la cual aparentemente mantiene su estructura durante la
desecacion de la semilla a través de reemplazar las interacciones establecidas
can el agua por interacciones con {os OH de los azucares, que se acumulan
durante el desarrolio de Ia semilla (16)

Otra estructura fdciimente identificable en preparaciones de cotiledones la
constituyen fos plasmodesmos que son canales abiertos que conectan jas células
vegetales, consisten de bandas delgadas cilindricas de citoplasma que penetran
las membranas plasmiticas y las paredes ceiulares de dos células adyacentes.
La funcion de los plasmodesmos es el intercambio selectivo de substancias entre

las células (39, 50).
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Las semililas de las dicotiledoneas no tienen tejidos especiales de
almacenamiento y en ellas los cuerpos proteicos sirven para este fin, se

encuentran rodeados por una membrana simple y contienen empacadas las
~~

proteinas de reserva (66).
Los cuerpos proteicos son organelos pequefios mas o menos esféricos,

cuyo tamafio varia de una planta a otra y de un tejido a otro. En Phaseolus se ha
manifestado un did&metro promedio de 10 um (73).

Los cuerpos proteicos de Phaseo/us contienen globulinas tipo faseoclina y
vicilina, y écido fitico, pero también contienen enzimas hidroliticas (proteasas y
fitasas), cationes y acido ribonucieico, asi como otros componentes menores
incluyendo acido oxdlico, azucares y lipidos (60, 80).

Aunque se reconoce que las leguminosas contienen altas concentraciones
de proteinas, existen en ellas factores que contribuyen a la deficiencia de las
mismas, dentro de los que se encuentran: el bajo contenido de aminoacidos
azufrados, la resistencia parcial de las globulinas a las enzimas digestivas y la
presencia de inhibidores de la tripsina.

En las leguminosas, los granos de almidén son oblongos y de diferentes
tamafos, aproximadamente entre 20-50 um, dependiendo de la especie,
muestran capas concéntricas alrededor de un punto, el hilo, que puede estar en
@l centro del grano © a un lado. En condiciones de deshidrataciéon ios granos
presentan fracturas que a menudo irradian del hilo (29, 94).

La formacién de ias capas en los granos de almidén se atribuye a la
la amiiosa (moléculas lineales) y la
grano se hidrata el
la formacién de

alternancia de dos carbohidratos,
amilopectina (moléculas ramificadas). Cuando el
hinchamiento diferencial de estos dos componentes acentua
capas (29).

El nucleo estd presente como una masa viscosa, amorfa, de material
rodeado por la envoltura nuclear. Dentro del nGcleo de una célula en interfase se
encuentra la cromatina, la matriz nucliear, el nuciéolo y el nucleoplasma.



Los cromosomas se manifiestan como fibras de nucieoproteinas
tremendaments extendidas que reciben e nombre de cromatina, esta puede estar
condensada formando |a heterocromatina, la que normaimente se presenta mas
tefiida y ia region menos densa que forma |la eucromatina; la matriz nuclear, es
una malla fibrilar de contenido proteinico.

Los nuclecios pueden ser uno 6 mds, poseen una estructura amoifa,
electrénicamente densa que funciona en la sintesis del ARN ribosomal y en el
ensamblaje de ribosomas (39, 50).

1.10 E1 papel de ta de s semilia de frijol en fa textura y absorcion
de agua.

€l remojo antes de la coccidon suaviza a los frijoles y disminuye la dureza
proporcionaimente ai tiempo de imbibicion. En diversos estudios se ha indicado
ta posible relacion entre ia microestructura de |a semilla fresca y Ia absorcion de
agua, sin embargo la funcidén precisa de los constituyentes microestructurales no
se conoce. La absorcion de agua en ias semillas de las legumbres parece ser un
proceso complejo en &l que intervienen la testa, el hilo y el micrépilo (85, 100, 23,
40, 27).

Al ser la testa |a estructura maés extesna de la semilla desempefna un papel
importante en el control de la captaciéon y distribucion del agua, se piensa que las
capas ceilulares que la constituyen funcionan como almacén de agua para el eje
embrionario ( 57, S8).

Se ha propuesto |a posibilidad de que |a testa contribuya a la modificacién
de la textura en el fendmeno de endurecimiento, el que fundamentaimente se
atribuye a cambios fisico-quimicos y estructurales de las células cotiledonarias
(43). Se sugiere que la participacion de la testa en el deterioro de la semilla
podria involucrar el incremento en la polimerizaciéon de fenoles (37, 36).

La absorcion de agua de la semilla de frijol se modifica con los cambios de
textura, lo que ocasiona que no disminuyan los tiempos de coccién después del



remojo, 1o anterior se ha atribuido a la presencia de una capa de agua libre, que
no penetra a las células cotiledonarias y que se encuentra entre los cotiledones y
la testa (61, 49, 74, 42, 78).

Con la disminucién de agua, ias membranas celulares de las semillas gue
se encuentran en condiciones adversas de almacenamiento pierden integridad y
solutos del citoplasma como: moléculas orgénicas, electrolitos, citoplasma y
organelos; lo anterior hace que el plasmalema se retraiga de ia pared celular.

Cuando en el ambiente se vuelve a presentar el agua, la membrana se
organiza (102, 48, 44, 78). Otros factores que pueden influir en la merma de la
integridad de las membranas son los radicales libres, que se producen al

se los lipidk del citop @, y también se sefala la reduccién de los
disacaridos protectores de las membranas (48, 51, 25, 2, 68, 53, 9, 36).

Se ha observado que las parodes celulares de las células cotiledonarias,
de los frijoles deteriorados, reducen su tamafio y presentan una apariencia
lamelada, con un arregio similar al que presenta la lignificacién (45, 7).

La hipdtesis de intervencion de los procesos de lignificacion durante el
endurecimiento ha sido apoyada porque ésta provocaria una disminucién de la
separacidon celular e impediria la difusién del agua al interior de las células
cotiledonarias, alterando los tiempos de coccién. Aunque hay evidencias
experimentales que apoyan los procesos que pueden originar la lignificacién, a la
fecha no ha sido probada completamente (62, S4).

Existen varios mecanismos que se propone contribuyen a la formacion de
lignina en la pared celular y lamina media, dentro de los que se sefialan: |la
oxidacion enzimatica de los compuestos polifendlicos (94); el incremento en las
proteinas lignificadas (62, 30); y la migracién de taninos de la testa a los
cotiledones, en donde formarian compuestos termoestables (37, 92, 96).

En los frijoles endurecidos se observa la disminucidn de la estructura
granular del citoplasma, o anterior puede estar relacionado con: la alteracion de
los cuerpos proteicos, con la pérdida del estado vitreo, con la peroxidacién de




lipidos y por la degradacion autofagica de fas vesiculas de acido fitico (1, 93,
100, 53, 9, 54, 36).

El &cido fitico, que se encuentra en los cuerpos proteicos, ha sido
involucrado en las hipdtesis para explicar el fenémeno de endurecimiento, En
1846, Mattson formuld la participacidn del fitato como agente captador y
transportador de cationes mono y divalentes. El fitato al actuar con la lamina
media e intercambiar los cationes monovalentes por divalentes , la haria
susceptible al ablandamiento por calor. Recientemente, Bernal Lugo y col. (10)
encontraron que el fitato no es el agente quelante que participa en la suavizacion
de la ldmina media.

En diversos experimentos se han evidenciado las modificaciones en las
proteinas durante el almacenamiento, en donde se mencionan los siguientes
aspectos: la disminucidn en la calidad nutritiva, su hidrélisis, coaguiacién , el
rompimiento de las proteinas de la membrana, el aumento de la actividad
enzimatica que impide la hidratacion de los granos de almiddn; la disminucién de
la energia de desnaturalizacion, la formacién de complejos termoestables de
proteinas-fenoles, la presencia de azicares reductores que en estado seco
pueden influir en el deterioro de las proteinas (5, 100, 46, 47, 33, 104, 9, 27, 54).

Cuando los granulos de almidon son calentados en un medio acuoso, se
lleva a cabo la gelatinizacion, durante ésta los granulos pierden su estructura y
se disgregan en sus constituyentes moleculares. La trascendencia nutritiva de
este hecho radica en que el almidén no gelatinizado es mucho menos susceptible
a la digestion enzimatica que el gelatinizado (52, 18).

La gelatinizacién se presenta cuando el almiddn se encuentra en un medio
acuoso y sometido a temperaturas entre 63.8 y 76 © C (en frijoles negros) (2), se
inicia en el hilo del granulo progresando radialmente, lo que lleva a una
desaparicion secuencial de los anillos concéntricos (38).

Dah {citado por Hahn y Jones (38)} sugiridé que las altas temperaturas que
se requieren para la gelatinizacion intracelular, que se presentan en los frijoles
endurecidos, pueden deberse a la interaccion del aimiddn con otros componentes
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celulares como: las proteinas, el &cido fitico, taninos, sales inorganicas vy
azucares (27). Lo anterior puede ser apoyado por algunos estudios histoldgicos
que se realizaron en el frijol de arbol (Cajanus cajan) en l0os que se observé que
las células y granulos de almiddn de secciones de los cotiledones bien cocidos
se dispersaron libre y rdpidamente en el medio y los granulos de los endurecidos,
tendieron a dispersarse lentamente y se mantuvieron agrupados (67).

Algunos autores basados en sus observaciones proponen que el tiempo
de almacenamiento afecta mas que las condiciones del mismo (46, 72, 31).
También se sugiere que las diferencias de gelatinizaciéon que presentan los
frijoles duros se deben a problemas de absorcién de agua y ne a la estructura o
composicion del almidon (46, 44, 32, 74, 97, 98, 54).

Las observaciones de Silva y Luh (93), en los granos de almiddén de los
frijoles endurecidos resaltan la presencia de una arruga extensa en la superficie,
que no se rmostrd tan pronunciada en los frijoles blandos, esta arruga puede ser
un material como membrana, que tal vez fue af: da por la el ién de la

temperatura y humedad.

Con el deterioro, el nicleo conserva su forma, aunque el citoplasma esté
fuertemente dafado. La actividad mitocondrial disminuye por el dafio progresivo
de la actividad de las deshidrogenasas, que culmina con la pérdida completa de
la sintesis de proteinas (51).

También se sugieren alteraciones en la transcripcion y traduccion del ADN,
que podrian ser debidas a dafnos en el ADN modelo del nucleo, o ser el
resultado de la accién de nucleasas, que producen la rapida degradacion del
ARN (51).

En las plantas, existe poca evidencia de la reparacidn del dafio en el ADN,
aunque se ha observado que el numero de aberraciones cromosomicas
ocasionadas por el aimacenamiento declinaron después de repetidas divisiones
celulares. Sin embargo, es poco probable que durante la germinacion se lleve a
cabo la reparacién de las lesiones acumuladas durante e! almacenamiento en

seco (51).



La pérdida del de ADN i la sintesis de enzimas l&biles y, on
consecuencia que operen adecusdamente ios sistemas de reparacion celular , lo
qQque desemboca en una pérdida de (a organizacion celular (51).

1.77 Re el

Comunmente se piensa que el endurecimiento de la semilla de frijol es una
condicion permanents, pero esté fendtmenc puede ser revertido, si el grano se
a a una h iativa aita (75-85%) y & baja temperstura (8-15 °C.)

(76, 41).

Diversos autores sefialen ias condiciones antes mencionadas para
mantener e grupo control y son también en ias que se conservan los bancos de
germoplasma (92, 104, 3). Gonzdlez de la Concha (36) resalté que estos
pardmetros parecen mantener el estado vitreo.

Los trabajos que abordan ia reversion del end imiento son
Ramirez (76) y Hentges (41) trabajaron exclusivamente {os efectos de la
reversion sobre los tiempos de ion en diversos cuitiveres de frijol; en cuanto
a los aspectos quimicos, se ha investigado e efecto de sales mono valentes y
agentes queiantes; Liu y colaboradores (54) al emplear soluciones de tetra-
acetsto disddico (EDTA) en el remojo de caupis endurecidc por 12
revirtieron | e o endureci o, y cuando remojaron fas semillas en
#cido tetra acético (EGTA), iograron la reversion parcial; el método que utilizaron
para medir la suavizacion de los caupis endurecidos fue ol aparato denominado
Instron.

Aguilera y Rivera (3) también utilizaron sales y agentes queiantes en el
remojo de frijol negro endurecido y al observar la microestructura de las células
cotiledonarias en @l microscopio electrénico de barrido notaron que la separacion
celular no se modificd con el remojo, pero ia morfoiogia externa de la pared
celular si se alter6d, sin embargo no precisaron qQue tipo de cambios se
presentaron.




N. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A la fecha se conocen ias condiciones que inducen y revierten el fendmeno
del endurecimiento, pero ef mecanismo por medio del cual se realizan estos
procesos no esta dilucidado. En la ciencia de los ali os se ha ado que
el tiempo de termosuavizacion requerido por los productos vegetales, s un refiejo
de i@ composicion, organizecion y estructura de los tejidos. Por lo Que en este
trabajo se pianted la hipétesis de que el fentmeno de endurecimiento y su
reversion J dos a microsstructurales en los tejidos de Ia
testa, hilo y cotiledones. Para comprobar la hip6tesis anterior se plantearon los
siguientes objetivos:

1) lidentificar los cambios microestructurales inducidos durante el
endurecimiento en la testa, hilo y en ios cotiledones de dos cultivares de frijol.

2) Determinar cudl de estos cambios, si existe alguno, esta relacionado con
el tiempo de termosuavizacién que presenta la semilla.

3) Determinar si la reversién del fenSmeno de endurecimiento esta
asociado a la reversién de las modificaciones microestructurales caracteristicas

del endurecimiento.
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&N. MATERIAL Y METODOLOGIA

H1. 1 Seleccion de los cultivares.

Para llevar a cabo la presente ir IGECIoOn 8@ T 6 una isién de los
cultivares comerciales que tienen importancia en las distintas regiones agricolss
de Ia Republica a. Para la 6N, se tomoé en cuenta que las semillas
fueran semejantes en cuanto a: tamafio, coloracion, tiempo de sismbra, lugar de
cosechs y que se Y on la mi zone.

Por lo anteriorments axp 3o se Jonaron dos culti : Flor de
M-yoyFlordoJmno(ﬁgna)”ummhmd.Tmma.
[, 4 on jos de enero y febrero, y se wan en los de abril,
mayo y junio.

Las semillas utili on esta ir i ion, se wron ef 20 de abril

de 1991, se secaron al 30! durants tres semanas y se refrigeraron en frascos de
vidrio con muflecas de silica gel, asi se transportaron al! laboratorio, para ser

procesadas.

m. 2 & ido de h d do /a semila

Se pled el método de on estufa que consiste en lo siguiente:

En cajas para secado de aluminio de S cm. de didmetro, se introdujeron 3 g
de Ia muestra (custro repeticiones por muestra). Se registré el peso de la caja,
posteriormente se pesd ésta con la muestra y se coloctd destapads en una estufa
con circulacion forzads, se dejaron durante una hora a 130 °C, se extrajeron las
cajas se taparon y pessron. Se volvieron a introducir ias cajas abiertas a |a estufa
por 15 minutos mas, despuds de sacarias de la estufe Se@ CeTAron y pesaron
nuevaments, si el peso permanecia constants ya no se continuaba la desecacion.

El contenido de humedad de ias semillas se obtuvo por la diferencia de
pesos entre el peso original (peso humedo) y el peso despuds del secado en la
estufa (peso seco). Se calculd el porcentaje de peso perdido en |la desecacion

por cada caja y se registré el promedio (63).




Figura 3. Apariencia externa de los cultivares Flor de Mayo ( FM) y Fior de Junio
(FJ).






"l 3 End,

Para inducir el endurecimiento acelerado en condiciones de laboratorio, se
prepararon frascos de vidrio de boca ancha conteniendo solucién de cloruro de
sodio saturads para garantizer ia humedad relativa del 75% (103). En los frascos
ali que s Yian de malla plastica. En las

se colocaron anillos r
bolsas de malla plastica se introdujeron de 100 a 150 g. de semilias de frijol, de
tal manera que se encontraban suspendidos en el interior de! frasco, sin tocar la
solucién contenida en el fondo de éste

Los frascos se mantuvieron a 29°C en una estufa de temperatura regulable,

durante 1.5, 3 0 6 meses (Figuras 4 y 5) (100).

1ll. 4 Reversion del endurecimiento

Lotes de semillas endurecidas de ja forma antes descrita, se pasaron a las
condiciones en que se ha reportado se revierte el fendmeno de endurecimiento.
Las que consistieron en almacenar semillas endurecidas durante seis meses a
8°C y una humedad relativa de 75% (76, 41). Al conciuir el tiempo de reversién
se extrajeron las semillas, y nuevamente se determinaron los TCsw. Se
procesaron muestras para microscopia éptica tanto de las semillas secas como

las remojadas por 12 hrs (Figura 6).

1]. 5 Tiempo de coccién

Para poder emplear un método homogéneo para ila determinacién de los
tiempos de coccién de las semilias de frijol, se hizo una adaptacién del aparato
que se conoce como “cocinador Mattson” (Figura 7) (100). Consistente en tres
discos metdlicos, sostenidos por tornillos o espiragos. La placa inferior es de
Iamina de acero inoxidable de 1/4 de pulgada de 20 cm de didmetro, las otras
dos, la media y superior son de ldmina de iatdn de 1/16 de pulgada y 20 cm de

didmetro.
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Figura 4. Metodologia empleada con las semillas recién cosechadas de
Phaseolus vulgans. MO= microscopia Sptica.
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Figura 6. a con las semillas de Phaseolus vulgaris

almacenadas a 1.5, 3.0 y 6.0 meses de almacenamiento y posteriormente tratadas
durante 6 meses a las condiciones de reversién. MO= micrascopia dptica.
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Figura 7. Adaptacién del cocinador Mattson (véase texto pagina 20).






La placa de acero inoxidable lleva 25 perforaciones de 3/8 de pulgada de
diametro superior y S5/12 de puigada de diametro inferior, en estas se colocaron
las ser_ﬁillas: fas otras dos laminas llevan también 25 perforaciones cada una que
coinciden con las perforaciones de la placa inferior. La placa de acero inoxidable
y las dos laminas de laton se unieron por medio de tomillos o esparragos de
jatén, de 1/16 de puigada.

A través de los agujeros, pasan varillas de latén de 25 cm de largo y 1/8 de
puigada de didmetro, con un extremo redondeado y el otro en punta. En el
aextremo redondeado de la varilla se le colocaron contrapesos de hierro
desmontables de 12 mm. de diametro por 34 mm. de largo, con un peso de B2 g.

€n ollas de peltre con agua hirviendo, se introdujeron los cocinadores que
contenian una semilla de frijol por perforacion. El tiempo medio de coccién (TCso)
se determind cuando el 50% de las varillas atravesaron los frijoles, lo que indica
su coccidn. Las pruebas de coccidn se realizaron por duplicado.

Los tiempos de coccidn se determinaron a las semillas frescas secas y
remojadas, a las almacenadas durante 1.5, 3 y 6 meses, secas y remojadas, asl
como también a las semillas en las que se indujo el endurecimiento al
almacenarlas durante 1.5, 3 y 6 meses y tratadas para l|a reversion de éste
durante 6 meses secas y remojadas (Figuras 4-6).

Hl. 6 Procesamiento de muestras para microscopla de luz

De las semillas endurecidas o sometidas al tratamiento de reversion secas
e imbibid: se T i Oon secciones, Nno mayores de 3 mm de testa, hilo y
cotiledones. Los cortes se fijaron con glutaraidehido-paraformaldehido 3%-1.5%
en amortiguador de colidina 0.1 M. con sacarosa al 0.12 M.

Se deshidrataron en alcoholes graduales, 20 min en cada uno. En algunas
ocasiones fue necesario empiear fijacion al vacio por que la penetracién det
fijador, en las condiciones normales no era adecuada, principaimente para {a
testa e hilo.
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La preinclusidn se hizo en 6xido de propileno, 3 cambios de 20 min. cada
uno.

La inclusidn en resina fue lenta, iniciando con una proporcién de 1:1 epon-
Oxido de propileno, el tejido permanecié en esta solucion 24 horas , después se
trasiadd a una solucién 2:1 epon-Gxido de propileno donde permaneci® de 24 a
48 horas. Al término de éste tiempo, se sacaron las secciones de tejido y se
pasaron a las tabletas de inclusidn con epon al! 100 %. Posteriormente se
introdujeron a la cdmara de polimerizacion en donde se dejaron 24 horas a 60°C.

Una vez obtenidos los bloques se procedié a rebajarios y a construir las
piramides, para realizar los cortes se empled el ultramicrotomo Sorval MT2-B,
Dupont Instruments (21, 59, 698, 70). Dada la dureza del material se tuvo que
cortar con cuchilla de diamante.

Los cortes se tineron con azul de toluidina al 1% .

1. 7 Fotomicrografias

Se tomaron fotomicrografias en blanco y negro con rollo carga Technical
Pan de Kodak y en color con rollo Gold 100 Ektacrome. El sistemma &ptico
empleado para observar las preparaciones de testa e hilo fue campo claro,
mientras que las de cotiledones se efectuaron en el sistema Optico de contraste
de fases, en un fotomicroscopio Olympus BH-2-RFCA.
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V. identificecion de los
Imbibicion y o b de le semilia de frifol, Que on ol th
e coccion.

V. 1.1. Resultados
En la primera parte se presentan los resulitados de |a comparacion de la

semillas foscas de ambos cultivares; ia segunda seccion se refiere a los cambios
microestructurales asociados con el endurecimiento en testa . hilo y cotiledones
de ambos cultivares y que inciden en el tiempo de coccidn. En la tercera seccion,
se abordan los cambios estructurales pr por e!r 3o en las semillas
frescas de los dos cultivares relacionados con el tiempo de coccidn;
posteriormente se anaslizan las modificaciones estructurales que provoca el
remojo en las semillas simacenadas.

b & de /a testa e hilo son diferentes entre flor

La r¥ ia de Ins

P
de junio y flor de mayo.

La estructura de la cubierta de la semilla fresca, l|a testa, para ambos
en ellas se distinguen la cuticula

cultivares se muestra en las figuras 8 A, y 8 B,
las células reloj de arena y el

y tres estratos: el énquima en
parénquima. Con excepcién de ia cuticula, todos los demas estratos contienen

inclusiones identificadas como compuestos fendlicos y las células reloj de arena
contienen cristales de oxalato de calicio (90, 27).

En ol cv. FJ, la cuticula presentd una apariencia continua, mientras que en
FM, ésta misma estructura, se observd discontinua (rupturas, Fig 8 Ai).

En ambos cultivares, las inclusiones del esclerénquima en empalizada
presentaron una apariencia similar y se distribuyeron en todo el lumen de las
mismas. La integridad celular de las células reloj de arena estuvo bien definida,
de tal manera que los limites celulares se distinguieron claramente, asi mismo, la
densidad de este estrato fue homogénea. Los cristales de oxalato de calcio,
presentes en oste estrato, fueron mas grandes y evidentes para el cv. FM que
para FJ, llenando generalmente todo el lumen de la célula que los contenia.




Figura 5. Metodologia empleada con las semillas de Phaseolus vulgarns,
sometidas a 1.5, 3.0 y 6.0 meses de almacenamiento. MO= microscopia éptica.






Figura 8. Efecto del almacenamiento en los estratos de la testa de semillas de
frijal.. (A} Secciones transversales de| cv. FM. (40 X). (B) Secciones transversales

del cv. FJ. (40 X). 8 A1 y 8 B1 Fresco; B A2 y 8 B2 con 1.5 meses de
almacenamiento; 8 A3 y 8 B3 con 3.0 meses de almacenamiento; 8 A4 y 8 B4 con
6.0 meses de almacenamiento. cu, cuticula; ee, esclerénquima en empalizada;
céiulas reloj de arena; p, parénquima; I, parénquima cercano a las céiulas

ra,
los cotiledones; 1, inclusiones; cr,

reloj de arena; N, parénquima cercanoc a

cristales.



En ambos cultivares, las inclusiones presentes en la capa cslular del
parénquima cercano a los cotiledones (zona 1), figura 8 A,), ocupaban
completamente algunas de éstas, aunque su apariencia no fue similar. En las
inclusiones presentes en FM, se distinguieron dos regiones una hialina y otra que
exhibid fracturas, localizaeda en el centro de 1a inclusién. La primera ocupando una
drea mayor que la segunda. En el caso de FJ, se presentaron dos tipos de
inclusiones, unas més homogéneas interfumpidas por muy pocas fracturas y otras
de aspecto raeticulado con espacios internos.

La region del parénquima del hilo fue similar a las areas ya descritas de la
testa. En los dos cultivares, las células parenquimatosas del hilo presentaron una
pared csiular gruesa y en su interior se observaron inclusiones semejantes a las
que se registraron en las células del parénquima de la testa. En el cv. FJ , las
inclusiones mostraron una apariencia septada y otra reticulada con espacios
internos (figuras 9 By, 15 B, y 15 B3), mientras que en FM, se presentaron
septadas y algunas con un centro opticamente vacio (figura 9 A 1y 15 A, ) .

El g v pr de I lach de ia pared de las cél
cotiled rias no es liar entre los dos cultivares.

En los cotiledones de ambos cultivares se observaron diversas
microestructuras muy bien definidas, tales como: pared celular, granulos de
almidén y cuerpos proteicos.

En los frijoles frescos del cv. FJ, la pared celular de las células de los
cotiledones fue de grosor regular y de aspecto liso, mientras que en FM, su
grosor fue irregular y presentd estructuras semejantes a lamelaciones en las
zonas de mayor grosor. En las zonas delgadas, se pudieron observar claramente,
los plasmodesmos, cuya abundancia aparente fue mayor en FM que en FJ (figura
10 A, ¥y 10 B,.)

En los cotiledones de ambos cuitivares, los espacios entre las células
adyacentes fueron amplios. Se observé una abundante cantidad de cuerpos
proteicos bien definidos que cubrian todo el protoplasto. La aparencia de 10s
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Figura 9. Efecto del almacenamiento en las células del parénquima del hilo de
semillas de frijol. (A) Secciones transversales del cv. FM. (40 X). (B) Secciones
transversales det cv. FJ. (40 X). 9 A1 y 9 B1 Fresco; 9 A2 y 9 B2 con 1.5 meses
de almacenamiento; 9 A3 y 9 B3 con 3.0 meses de almacenamiento; 9 A4 y 9 B4

con 6.0 meses de almacenamiento. i, inclusiones; pc, paredes celulares.






Figura 10. Efecto del almacenamiento en las células cotiledonarias de semilias de
frijol. (A) Secciones transversales dal cv. FM. (40 X). (B) Secciones transversales
del cv. FJ. (40 X). 10 A1 y 10 B1 Fresco; 10 A2 y 10 B2 con 1.5 meses de
almacenamiento;, 10 A3 y 10 B3 con 3.0 meses de almacenamiento; 10 A4 y 10
B4 con 6.0 meses de aimacenamiento. pc, pared celular; la, !|amelaciones, pm,
plasmodesmos; cp, cuerpos proteicos, ga, granos de almidon; e, espacios

intercelulares; n, nicleo; co, regiones de coalecencia; zo, zonas claras; df,

deformaciones, pi, pliegues.






granos de almidéon fue jante en los dos cultivares, grandes y bien
delimitados.

E1 almacenamiento del frijol en condici bop so d
de /s semilia y s de alg de sus o s
modificaron.

La dureza de ia semilla se incrementd a medida que aumentd el tiempo de
almacenamiento. Esto se manifestd como un aumento en la resistencia del tejido
al corte, de tal manera que a peartir de los tres meses de aimacenamiento fue
i e parar I las iones.

necesario emplear una cuchilla de

A cualquier tiempo de almacenamiento, las semillas de ambos cultivares
presentaron una cuticula continua (figuwra 8 Ay 8 B .,). Las inclusiones de los
diferentes estratos de la testa y del hilo se fragmentaron de tal manera que a los
seis meses de al iento en el énquima en empalizada (figuras 8 A
«.8B4 14Ay 14 By) y en el parénquima de latesta (figuras B A ., 8B 4. 14 A
y 14 B 5 ) y del hilo (figura 9 A 4 y 9 B ,) las inclusiones mostraron un aspecto
septado. En el hilo, ademas, la densidad de las inclusiones se intensifico.

La apariencia de las células de los cotiledones se modificd por el
almacenamiento. En ambos cullivares el cambio inducido fue similar, pero la
magnitud del mismo fue diferente en cada uno (comparar figuralO A s con 10 B ;).
Los espacios intercelulares entre células adyacentes disminuyeron a medida que
auments el tiempo de almacenamiento. Esta reduccién fue mayor para FJ, que
para FM (comparar figuras10 A ,con 10 8 4).

De manera progresiva 108 cuerpos proteicos perdieron nitidez,
concomitantemente se observd la aparicion de vesiculas de mayor tamafioc y
también de asreas de material mas denso (figura 10). Cabe resaltar que estos
cambios se presentaron mas temprano y conspicuos en FM que en FJ (comparar
en lafigura 10 A3y B s).

Después del almacenamiento, en jos granulos de almidén, tanto en FM
como en FJ, se notaron alguna zonas ciaras ( figura 10, A s y B 3). En FM,




también se observaron algunas regiones de coalecencia de los granulos (figura
10, A 5) y pequefias inclusiones, mientras que en FJ, se observaron algunas
deformaciones y pocos pliegues, que no se presentaron en los frijoles frescos

(figura 10, B 4).

Las inclusiones de la teste e hilo se lubilizan o W

fresco y &l grosor de la pared celular de las céiul

oste A
Para definir los cambios estructurales causados por el remojo, 1o que se

hizo fue observar cortes histolégicos de semillas remojadas y compararias con ios

de las semillas no remojadas.
Durante el rernojo se solubilizaron los cristales de oxalato de las células de

reloj, asi como las inclusiones del lerénquima en i muchos lumenes
de este estrato celular se observaron vacios y en otros su conmenido fue escaso
(comparar figuras 11 Ay 11 B,con 8 A,y 88,14 A,y 14B,con 14 A,y 14 B,).

Asi mismo, durante el remojo, también se modifict la apariencia de las
inclusiones parenquimatosas (compararfiguras 11 A, yB,con8A,yB, 14 A5y

14Bscon14Asy 14Bs).
El aumento de agua en la semilla también modificd el grosor de las paredes

de algunos de los estratos celulares, por ejemplio, la pared de las células de reloj

de arena se engross
Las inclusiones de las células parenquimatosas del! hilo presentaron la

apariencia similar a las del esclerénquima en empalizada y parénquima de la

testa (figura 12A:, 12 B, y figura1s).
Contrastantemente, la imbibicidn de la semilila de frijol no modificé la

microestructura de ias células cotiledonarias, solo aumentd el grosor de la pared

celular (comparar figura 10 B, con figura 13 B,).
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Figura 11. Efecto remojo y almacenamiento en los estratos de la testa de semillas
de frijol (A) Secciones transversales del cv. FM. (40 X). (B) Secciones
transversales deil cv. FJ. (40 X). 11 A1y 11 B1 Fresco; 11 A2 y 11 B2 con 1.5
meses de almacenamiento; 11 A3 y 11 B3 con 3.0 meses de almacenamiento; 11
A4 y 11 B4 con 6.0 meses de almacenamiento. cu, cuticula; ee, escleréngquima
en empalizada; ra, células reloj de arena; p, parénquima; I, parénquima cercano
a tas células reloj de arena; W, parénquima cercano a los cotiledones; i,

inclusiones; cr, cristales.






Figura 12. Efecto del remojo y almacenamiento en las células del parénquima del
hilo de semillas de frijol. (A) Secciones transversales del cv. FM. (40 X) (B)
Secciones transversales del cv. FJ. (40 X). 12 A1y 12 B1 Fresco; 12 A2y 12 B2
con 1.5 meses de almacenamiento; 12 A3 y 12 B3 con 3.0 meses de

almacenamiento; 12 A4 y 12 B4 con 6.0 meses de almacenamiento. i, inclusiones;

pc, paredes celulares.






Figura 13. Efecto del remojo y almacenamiento en las células cotiledonarias de
semillas de frijol. (A) Secciones transversales de! cv. FM. (40 X). (B) Secciones
transversales del cv. FJ. (40 X). 13 A1 y 13 B1 Fresco; 13 A2 y 13 B2 con 1.5
meses de almacenamiento; 13 A3 y 13 B3 con 3.0 meses de aimacenamiento; 13
A4 y 13 B4 con 6.0 meses de almacenamiento. pc, pared celular, la,
lamelaciones, pm, plasmodesmos; cp, cuerpos proteicos; ga, granos de almidoén;

ol, espacios intercelulares; n, nlcieo; co, regiones de coalecencia; zo, zonas

claras; df, deformaciones, pl, pliegues.






Figura 14. Detalles del efecto del aimacenamiento y remojo en algunos estratos
de ia testa. (A) Secciones transversales del cv. FM. (100 X). (B) Secciones
transversales del cv. FJ. (100 X). 14 A1 y 14 B1, inclusiones del esclerénquima en
empalizada con 6 meses de almacenamiento. 14 A2 y 14 B2, células reloj de

arena con 6 meses de almacenamiento. 14 A3 y 14 B3, inclusiones del

parénquima con 6 meses de almacenamiento. 14 A4 y 14 B4, inclusiones del

esclerénquima en empalizada de frijoles frescos remojados. 14 AS y 14 BS,

inclusiones del parénquima de frijoles frescos remojados.
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Figura 15. Detalles del efecto de| almacenamiento y remojo en las inclusiones del
parénquima del hilo. (A) Secciones transversales del cv. FM. (100 X). (B)
Secciones transversales del cv. FJ. (100 X). 15 A1 y 15 B1, semillas frescas. 15
A2 semillas frescas remojadas. 15 B2, semillas frescas. 15 A3 semillas frescas y
remojadas 15 B3, semillas con 6 meses de almacenamiento. 15 A4 y 15 B4,

semillas con 6.0 meses de almacenamiento y remojadas.






E1 tlermmpo de coccién del frijjol fresco, fue menor en la semilla remojeda
Que on /s semilie sin remojar.

E! tiempo de coccién para las semillas de ambos cultivares, fue similar y
mayor de 2 h (Tabla 1). En ambos casos, ef remojo de la semilla, previé al
tratamiento de coccién, disminuyd el tiempo requerido para la suavizacion de la
semifla . Esta disminucion fue de la misma magnitud para los dos cultivares
(Tabla 1).

Tabla 1 Efecto del remojo en el tiempo de coccidon (2 repeticiones).

Cuitivar l Flor de Mayo l Flor de Junio
Tratamiento tiempo/ h
No-remojado 2.23 2.13
remojado 1.23 1.12
Durante el remojo de fas semilias al. . Ias incl de ia tests

no se solubilizan y ia cuticula se fractura.

Cuando se remojaron las semilias almacenadas, de ambos cultivares, |a
cuticula se fracturd y se observaron numerosas rupturas (figura 11 A ;). Estos
cambios fueron mucho més evidentes en FJ que en FM. Asi mismo, las paredes
de ims células reloj de arena se hincharon, agrietaron y disminuyeron su
integridad ( figuras 11 A2y 11 B,).

Los cambios mis espectaculares inducidos por efecto dei remojo, en |a
semilla almacenada, se observaron en las inclusiones del esclerénquima en
empalizada y en las del parénquima de la testa. En el primer estrato, las
inclusiones se presentaron como estructuras de apariencia granulosa (figuras 11
A4y 11 B ;). El tamafto y densidad de estas granulaciones fue mayor entre mayor
tiempo de almacenamiento tenia la semilla (figura 11). De tal forma que en las
semillas almacenadas por seis meses, las densas granulaciones abarcaban
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amplias dreas del lumen celular. La abundancia y densidad de estas inclusionss
fue mayoren el cv. FM que en FJ (figuras 11 A 4, 11 B,).

En ol parénquima de las semillas aimacenadas y remojadas del cv. FM, la
apariencia de Ilas inclusiones fue diferente a los diversos tiempos de
almacenamiento (figura 11). A tiempos cortos de aimacenamiento, las inclusiones
presentaron apariencia granular compacta, mientras que a tiempos largos de
almacenamiento, su aspecto fue granuiar con algunos cumuios de material mas
denso y con &reas opticamente vacias. En contraste, en el cv. FJ sometido a los
mismos tratamientos, 30lo algunas céiulas mostraron inciusiones con material
granular disperso, por 1o Que se observaron espacios vacios en el lumen celular
(figuras 11 Bz, 11 B3y 11 B).

£1 remojo de las semillas aimacenadas también indujo modificaciones en la
apariencia de las inclusiones presentes en las céluias parenquimatosas del hilo.
En el cv. FM, se notd la presencia de material poco denso con porciones
filamentosas y granulares (figuras 12 A ;, 12 A3y 15 A3) que tendieron a unirse a
mayor tiempo de aimacenamiento, hasta que a los 6 meses se observd que éste
material cubria completamente el interior de las células, también se notaron
rupturas de diferentes grosores o que le dio a la inclusidn una apariencia
fracturada (figura 12 A J). En FJ, también se observé el material granuloso y
filamentoso, descrito para FM (figuras 12 A ;2 y 12 A 3) que en ocasiones formd
estructuras reticulares (figura 12 B ), que aumentaron con el tiempo de
aimacenamiento, sin embargo nunca llegd a cubrir compietamente el interior de Ia
célula, ni presentd rupturas (figura 12 B ).

E1 hecho de que a diferencia de las semillas frescas, el remojo de las
semillas almacenadas no favorezca la solubilizacién de las inclusiones de 1a testa,
indica que éstas se modificaron durante el aimacenamiento de las semillas en
condiciones subodptimas.

El remojo de las semillas almacenadas no produjo cambios observables en
la microestructura de los cotiledones y al igual que en semillas frescas los
cambios solo se observaron a nivel de ta pared celular (figura 13).
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En las semillas aimacenadas de ambos cultivares, el remojo produjo un
incremento en el grosor de |la pared de 1as células de los cotiledones (figuras 13 A
sy 13 B 4). En estos engrosamientos se observaron lamelaciones (figuras 13 A2y
13 B 4), las cuales fueron mas evidentes a tiempos largos de endurecimiento. Los
espacios intercelulares se redujeron y en algunos de ostos espacios se observo
material granuioso que fue mas evidente en FM (figura 13 A ;) que en FJ (figuras
13 B 2z v 13 B 3). No obstante, para ambos casos este material granuloso,
disminuyd a medida que aumentd el tiempo de almacenamiento (figuras 13 A, y
13 A ,; comparar figuras 13 B 5 con 13 B,).

Los cuerpos proteicos de las semillas almacenadas y remojadas
presentaron una disminucion en la nitidez de sus fimites, debido aparentemente a
ta formacion de vesiculas de mayor tamafio y a la aparicidon de una substancia de
mayor densidad, estos cambios fueron progresivos ( figura 13). En las semilas del
cultivar FM, estas modificaciones fueron mads intensas y se observaron a menor
tiempo de almacenamiento (figura 13 A s) que en FJ (figura 13 B s).

En las semillas almacenadas y remojadas de FM, algunos granulos de
almidén se fusionaron (figuras 13 A s y 13 A ,) mientras que en FJ, solo a los 6

meses de almacenamiento se observaron areas claras en el centro de los
granulos (figura 13 B 4).

La ibilidad al o irnie es mayor do ia i i6

se
realiza en frijoles remojados que en frijoles secos.

A diferencia de |o observado en las semillas frescas de ambos cultivares,
en las que el remojo disminuyd el tiempo de coccidn, en (as semillas
almacenadas el efecto del remojo fue dependiente del cultivar y del tiempo de
almacenamiento de la semilla.

En el frijol FJ, a todos los tiempos de almacenamiento, el remojo disminuyd
el tiempo de coccién, en cambio en el cultivar FM este efecto fue observable solo
a 1.5 meses de aimacenamiento (figurat6)
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Figura 16. Relacién entre el tiempo de coccion y el tiempo de almacenamiento de

las semillas de frijol Phaseolus vulgaris, FM seco D FM remojado -

FJ seco O. FJ remojado .
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1 I

1 2 3
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En cuanto a su sensibilidad al endurecimiento, cuantificeada como (a
tendencia a incrementar e! ti de ion a medida que aumenta & tiempo de
almacenamiento, se observd que el cultivar FM, tiene mayor sensibilidad que
FJ, y esta diferencia fue aun mayor cuando en la determinacion se utilizaron
frijoles remojados (figura16). Esto sugiere que el remojo, de alguna manera,
o érecs que el almacenamiento subdptimo tiene sobre

intensifi los

los frijoles.
Las semillas de ambos cultivares, almacenados por seis meses, no se

cocieron aun cuando el tratamiento térmico fue aplicado por siete horas.

Cuando se analizan las pendientes de las curvas de la figura 16, Ia
velocidad de endurecimiento que presentd el cultivar FM seco (0.62667) fue dos
veces mayor que la de FJ seco (0.34667), para ambos casos ia velocidad de
endurecimiento fue constante. Esto sugiere que podria tratarse de un mismo
proceso que se va intensificando a medida que aumenta el tiempo de
almacenamiento. Cuando se cuantificd e! endurecimiento en frijoles remojados el
comportamiento de FM indict dos diferentes velocidades, une Que se presentd
hasta 1.5 meses de deterioro (0.5533) similar a la velocidad de endurecimiento
cuando la semilla no se remaja, y otra velocidad mucho més répida hasta los 3
meses de almacenamiento (2.08), lo que puede interpretarse como: que a partir
de 1.5 meses de almacenamiento en FM se desencadenan una serie de procesos
cuya magnitud se incrementa por efecto del remojo. El hecho de que el agua los
incremente sugiere que puede tratarse de eventos asociados con la germinacién
Yy que incrementan el tiempo de coccidn.

El comportamiento de FJ ante el endurecimiento muestra que !a velocidad
depende de si la cuantificacién se realizd en frijol seco o remojado, en FJ seco la
velocidad fue de 0.34667 y en el remojado fue de 0.58667, lo que confirma que el
agua actua acelerando los cambios que conducen al endurecimiento.
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V.. 2 DISCUSION

£l remojo y la coccidon de los frijoles son dos procesos separados que
pueden o no llevarse acabo sucesivamente. Ambos influyen en la textura de la
semilla. La texdura s una caracteristica muy importante en la calidad culinaria de!
frijol, y es por esto, que en la practica, fa textura del frijol se cuantifica a través
de su tiempo de coccidn.

En e! caso del frijol, al igual que en ei de otros productos vegetales, la
textura es una consecuencia diraé!a del arreglo de sus componentes en la
estructura, la que a su vez esta determinada por la composicion quimica de la
semilla (81, 86, 54)

El efecto del tratamiento térmico en la semilla del frijol se determina con
diferentes equipos, pero en todos elios se cuantifica la textura de {a semilla
completa, esto es la suavizacién de la testa y de jos cotiledones. Sin embargo, en
la actualidad la suavizacidén térmica de la semilla se atribuye wnicamente a
cambios en los componentes de {os cotiledones (62, 100, 94, 43, 44, 3). Los
resultados descritos en este trabajo demuestran que ios componentes de la testa
tarnbién contribuyen a {a suavizacidn térmica de la semilla de frijol.

Las céiulas que forman la testa son céiulas de pared gruesa que proveen
fuerza mecadnica y rigidez a la semiila (19, 94). Este tejido es rico en fenoles (90,
27), que se encuentran depositados en pequefas vacualas que al microscopio
de juz se observan como inclusiones .

Las caracteristicas estructurales de las testa de los cultivares de frijol aqui
estudiados, fueron similares. Sin embargo, la apariencia y distribucién de las
inclusiones fue dependiente del cultivar. Dado que ios fencles son sustancias
quimicas que poseen un anillo aromatico y uno o varios hidroxilos, en la célula se
pueden encontrar como diversos derivados: libres, esterificados, glucosidicos,
condensados (26). Por lo que las diferencias de apariencia observadas en las
inclusiones de la testa podrian deberse a diferencias en el tipo y abundancia de
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los derivados fendlicos que las constituyen. Independientemente de que tipo de
derivados fendlicos estén presentes en las inclusiones de los cvs. FJ y FM, éstos
son solubles en agua, ya que en ambos cultivares la mayoria se solubilizan
durante el remojo. Esta disminucién resulta en menores tiempos de coccion de
las semillas, indicando que estos compuestos contribuyen a la dureza de las
mismas,

Sin embargo, para que la remocion de fenoles de la testa durante el remojo
sea benéfica en el tiempo de coccidn, se requiere que los fenoles solubilizados
no estén presentes durante el tratamiento térmico. Esto se infiere del hecho de
que en los primeros 15 min. de tratamiento térmico, los frijoles no remojados se
hidratan al mismo nivel que los hidratados a temperatura ambiente por 18 hy es
de esperarse que las inclusiones se hayan removido. En el caso en que el agua
de remojo que contiene a los fenoles se desheche y el tratamiento térmico se
efectde en agua fresca, el tiempo de coccidn es menor que en el caso en el que
el tratamiento térmico se realice en el agua en que se solubilizaron los fenoles.

La presencia de compuestos fendlicos durante la coccidn podria facilitar su
esterificacidon con polimeros de la pared celular y de esta manera disminuir la
solubilidad de ia lamina media, fenémeno que constituye uno de los eventos que
se realizan durante el proceso térmico y conducen a la suavizacion de la semilla
{100, 94, 3). Otra evidencia que apoya la propuesta de que los compuestos que
forman las inclusiones participan en el proceso de coccion, se deriva del hecho
de que cuando los frijoles se almacenan en condiciones suboptimas, su tiempo
de coccidén se incrementa y se dice que el frijol se ha endurecido (94, 2, 32, 45,
42, 34, 11). Aparentemente a este endurecimiento contribuye la testa,
especificamente las inclusiones, porque en el frijol endurecido, éstas cambian de
apariencia, distribucidn y propiedades fisicoquimicas, pues su solubilidad en
agua disminuye considerablemente, y se refleja en el hecho de que el remojo de
los frijoles endurecidos no resulta en una disminucion del tiempo de coccidén, a
diferencia de lo que sucede en frijoles frescos.
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Estos resuitados no excluyen las modificaciones en los cotiledones que se
presentan durants e remojo, tratamiento térmico y endurecimiento que
contribuyen a la suavizacion de ia semilia.

Los cambios mas aparentes inducidos por estos tratamientos fueron a nivel
de espacios interceluiares y cuerpos proteicos. Estos uitimos pierden su
integridad durante e! endurecimiento, pero su estructura no se modifica de
manera visible durante el remojo de Ia semilla.

El tamafio y nimero de espacios intercelulares disminuyen por efecto del
remojo y almacenamiento, debido muy probablemente a ia hidratacion de los
polimeros de la pared celular. Esta hidratacién en algunos casos se reflejé como
un aumento en el grosor de la pared celular.

Durante e! remojo de la semilla la actividad del agua en la misma se
incrementa, esto podria contribuir a activar enzimas de la pared celular, que
dependiendo de su accidén resultaran en un aumento o disminucion de ia
sensibilidad térmica de ia pared celular y por ende en un mayor o menor tiempo
de coccion. Por ejemplo, el remojo de frijoles frescos podria activar algunas
hidrolasas de la pared celular, lo que resultaria en una disminucion del peso
molecular de los polimeros de los aztcares de la pared celular y por tantc en una
mayor termosensibilidad, mientras que durante el almacenamiento y debido a la
pequefia cantidad de agua presente en la semilla, el tipo de enzima activada
fuese una cuya accion disminuyera la termosensibilidad de los polimeros de la
pared celular i.e. peroxidasa, la que entrecruzaria grupos fendlicos unidos a dos
cadenas paralelas de polisacdridos, con {0 que disminuiria la termosensibilidad
de la pared celular y por tanto en su posterior remojo, ya no podria ser
modificada. Sin embargo, si algunos de estos cambios moleculares suceden en |a
semilla, estos no son detectables por microscopia foténica y esto podria explicar
porque en las preparaciones no se observan diferencias en los cotiledones de las
semillas sometidas a los diferentes tratamientos.
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e on las semilias enduyrecidss de frifol

V. Cambi
desp de ser & un de 0
V.7 Ry 20 v Dis

Con ia finalidad de identificar los cambios microestructurales que se
realizan en el fenomeno de reversion del frijol endurecido, en esta seccién se
compard la microestructura de frijoles con diversos grados de endurecimiento,
con Ia de los frijoles almacenados a 75 % HR y 8°C, condiciones de reversion del
endurecimiento. Esta reversion podria deberse a que las biomoléculas y/o
microestructuras modificadas durante el endurecimiento regresan a su estado
original o bien a que se realizan otras modificaciones que facilitan la
termosuavizacion.

El aimacenamionto de frijol d ido a baja Je v alta

i e su th de 16

Lotes de semillas de frijol con diversos grados de endurecimiento se
almacenaron a 75 % de HR y 8°C por 6 mesas. A estas muestras se les determind
su tiempo de coccidn y se compard con el que mostraban las semillas
endurecidas, previo al tratamiento de reversion (Tabla 2). E! efecto del
tratamiento de reversion resuitd en una disminucién del tiempo de coccién del
frijol, observandose s6lo en los frijoles cuyo tiempo de coccion fué mayor de 3 h.
En el cultivar flor de mayo esta disminucidon se observéd a partir de los frijoles

endurecidos por tres meses.
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Tabia 2. Calidad de coccitn de dos cultivares de frijol sometidos a dos
condiciones de almacenamiento.

Tiempo de coccién (h) '

Tratamiento Sin remojo Remojado Sin remojo Remojado
del grano
Cultivar Flor de Mayo Fior de Junio
Cond. grano /|end® |rev>|rev. |enc® |rev® {rev. lena® {rev? (rev. |end® [rev® {rev.
tiempo alm. ) * [ON ) * %) *
O (Lote 1) 228 Nd. 1.38 Nd. 2.21 Nd. 1.20 Nd.
1.5 (Lote ll) 3.03 270 11 (221 2.06[2.60 2.40|1.86 263
6.7 7.6 141
3.0 (Lote IIl) 426 265 38533 236 56|3.25 3.05|2.96 2.66
6.1 10
6.0 (Lote 1V) Nsc. 581 Nsc. Nsc. Nsc. 4.36 Nsc. 5.00
* de dos

2 Lotes de frijoles aimacenados a 29 * C. de temperatuia y 75 % de HR.
3 Lotes de frijoles simacenados a 8° C. de temperatura y 75% de HR, durante 6.0 meses .

* % de reversion, tomado como 100% el Tc. de los frijoles endurecidos.

Nd. No determinado.

Nsc. No se cocieron después de 7 horas.

Mientras que en FJ, se observd sdlo en las semillas cuyo grado de dureza

fue tal,

3s

que no se termosuavizaron. En este caso el efecto de reversion se




manifiestd claramente, i.e. semilllas endurecidas que nc se cuecen, después del
tratamiento de reversion se termosuavizaron, aunque con un largo tiempo de

coccion (tabla 2).

Las semillas almacenadas en estas condiciones y que disminuyen su
tiempo de coccidn por el aimacenamiento, de aqui en adelante se les denominara
semillas revertidas.

Como se muestra en la figura 17, cuando la reversion del frijol se expresa
en términos relativos (el cociente que resuita de dividir el tiempo de coccién que

presentd el jote después de la reversion, entre el tiempo de cocién del frijol

fresco) la magnitud de la reversién depende de si el efecto se determina con o sin
remojo. La reversion fué menor cuando el frijol se remojé previamente al
tratamiento térmico y esto se manifiesté porque la dureza relativa fue mayor en el
frijol revertido y remojado que en el frijol seco. Otro dato sobresaliente en la figura
es el hecho de que el efecto de la reversién fue similar en los lotes I y lil,
sugiriendo que [a naturaleza del endurecimiento hasta tres meses de deterioro es
reversible. Sin embargo, a mayor grado de endurecimiento (lote IV), el fenédmeno
tiene cuando menos dos componentes, UNo que es reversible y el otro no.

La di: /i ion del po de ion del frijol o ik ests
bios en ia micr a de /a testa.

Dado que la disminucién del tiempo de coccion del frijol endurecido fue
mas aparente en el iote Hi del cv. Flor de mayo y en el lote IV de FM y FJ, estos
fueron los lotes de semillas que se utilizaron para estudiar los cambios
microestructurales inducidos durante el tratamiento de reversién.

En el caso de FM Iote I, en el que la disminucion del tiempo de coccién
con respecto al lote endurecido fue del 38 % cuando la coccidn se realizd con
semillas sin remojo y de 56 % cuando se utilizaron semillas remojadas, el
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Figura 17. Velocidad relativa de reversion de la semilla endurecida de frijol. Ei cv.
FM seco, O mostré una reversion casi completa hasta los 3 meses de

endurecimiento, después de este tiempo, el endurecimiento aparentemente tiene
dos componentes uno reversible y otro irreversible, el elemento reversible permite
que los frijoles se ablanden con e! tratamiento térmico, situacién que no se dio en
las semillas endurecidas durante 6 meses y que no se les aplicd el tratamiento de

reversion. El cv. FM remojado, - mostré una reversion del endurecimiento

hasta lgs tres meses, sin embargo ésta fue menor que la de los frijoles secos, lo
la intervencién del agua como agente que favorece el

que evidencia
ya que ios frijoles con 6 meses de endurecimiento, revertidos y

endurecimiento,
remojados no se cocieron después de 7 horas. Ei cv. FJ seco, O se comportd
igual que el cv. FM seco. Las semillas dei cv. FJ remojadas, . si se

cocieron, a diferencia de |lo observado para el cv. FM remojado.
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iratamiento de reversidon, no indujo cambios observables en la microestructura de
ia testa, hilo, ni de los cotiledones cuando la comparacién se realizé entre
semillas secas (figuras 18,19 y 20). Sin embargo, cuando la semilia se remojo, se
observo que |la densidad y apariencia de las inclusiones del esclerénquima y del
parénquima de testa ; la organizacion de las células de reloj de arena y ia
apariencia de las inclusiones de cada uno de los estratos de |a testa y del hilo se
modificd, aunque estos cambios fueron muy discretos (figuras 21 A 3, 22 A2 y

tabla 2). En el caso del iote IV, de ambos cultivares, donde el fendmeno de

reversion se manifiestd de manera franca, 1a testa no sufrié cambios estructurales
conspicuos (figuras 21 A ; y tabla 2). Estos resultados indican que la testa no
contribuye de manera importante al fendmeno de reversidén. Lo anterior podria

deberse al hecho de que en el fendmeno de endurecimiento del frijol las

modificaciones de los cotiledones son mas importantes que las de la testa
(Bernal-Lugo |, comunicacién personal).

El hilo fue otro de los tejidos estudiados (figura 19). Al igual que la testa la
microestructura del hilo de las semillas endurecidas sin remocjo, no se modifica
notablemente con la reversién; Ia apariencia de las inclusiones del parénquima

del hilo, presentaron cambios similares a {os que mostraron las inclusiones de la

testa de las semillas remojadas y revertidas, sin embargo estos cambios parecen
no guardar relacién con los tiempos de coccidn.

El tratamiento de reversion modifica la apariencia de la pared de las células
de jos cotiledones.

Por su parte en los frijoles endurecidos que no se cocian y que por efecto
de! tratamiento de reversidon se cuecen, las diferencias mas aparentes se
observaron a nivel de la pared de las células de los cotiledones. Por ejemplo, et
grosor de las paredes celulares, las lamelaciones y los espacios interceiulares

aumentaron por efecto de! tratamiento de reversion. Este incremento fue mas
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Figura 18. Estructuras presentes en los estratos de la testa de semillas de frijo!
endurecidas, después de se sometidas al tratamiento de reversién (A) Secciones
transversales de! cv. FM. (40 X) (B) Secciones transversales del cv. FJ. (40 X).
18 A1 y 18 B1, Lote Il ;18 A2 y 18 B2, Lote Ill; 18 A3 y 18 B3, Lote V. cu,
cuticula; ee, esclerénquima en empalizada; ra, células reloj de arena; p,
parénguima; I, parénquima cercano a las células reloj de arena; I, parénquima

cercano a los cotiledones; |, inclusiones; cr, cristales.






Figura 19. Estructura del hilo de semillas de frijol endurecidas, después de ser
sometidas al tratamiento de reversidn. (A) Secciones transversales del cv. FM.
(40 X). (B) Secciones transversales del cv. FJ. (40 X). 19 A1y 19 B1, Lote II; 19

A2y 19 B2, Lote Iil; 19 A3 y 19 B3, Lote tV |, inclusiones; pec, paredes celulares.






Figura 20. Estructura de las células cotiledonarias de semillas de frijol
endurecidas, después de ser sometidas al tratamiento de reversidn. (A) Secciones
transversales del cv. FM. (40 X). (B) Secciones transversales del cv. FJd. (40 X).
20 A1y 20 B1, Lote 11; 20 A2 y 20 B2, Lote Ill ; 20 A3 y 20 B3, Lote V. pc, pared
celular; 1a, lamelaciones, pm, plasmodesmos; cp, cuerpos proteicos; ga, granos
de almidon; ei, espacios intercelulares; n, nucleo; co, regiones de coalecencia;

zo, zonas claras; df, deformaciones, pl, pliegues.






Figura 21. Efecto del remojo en las estructuras presentes en los estratos de la
testa de semillas de frijol endurecidas, después de ser sometidas al tratamiento
de reversion. (A) Secciones transversales de! cv. FM. (40 X). (B) Seccicnes
transversales dei cv. FJ. (40 X). 21 A1y 21 81, Lotell; 21 A2y 21 B2 Lote lil; 21

A3 y 21 B3, Lote IV; cu, cuticula; ee, esclerénquima en empalizada: ra, células

reloj de arena; p, parénquima; |, parénquima cercano a las células reloj de arena;

i, parénquima cercano a los cotiledones; i, inclusiones; cr, cristales.






Figura 22. Efecto dsl remojo en las células del parénquima del hilo en semillas de
frijol endurecido después de ser sometidas al tratamiento de reversién. (A)
Secciones transversales del cv. FM. (40 X). (B) Secciones transversales del cv.

FJ. (A0 X) 22 A1y 2281, Lotell; 22 A2 y 22 B2 Lote II; 22 A3 y 22 B3 Lote IV. §,

inclusiones; pc, paredes celulares.






aparents en ios lotes IV de FJ, que en FM (figuras 20 A ;. 20 B 3). Durante la

ion e WO Mas ¢ ble entre FM y FJ fue que en FM el grasor de Ia
pared celular at Mo 1 ite mientras las i ch

vas cieron y

en su lugar se observaron granulaciones ( figuras 23 A 3 y 23 B 3). El resto de las
estructuras de las células cotiledonarias no varisron.

Las madificaciones que ocurren en la pared celular durante el proceso de
reversién podrian estar relacionados a cambios en los polisacaridos que influyen
en la termosuavizacion. Aparentements estos cambios podrian aumentar la

permeabilidad de la pared celular facilitando la entrada de sgua,

a que
favoreceria la g inizacion del

), lo anterior coincide con 1o propuesto por
Aguilera y Rivera (3) en relacién a que la pared celular de los frijoles endurecidos
fue mas hidrofobica que 1a de los frijoles suaves, al aumentar la permeabilidad de

1a pared celular por la reversion se favoreceria la termosuavizacion. La reversion
también podria influir en la solubilizacion de 1a lAmina media, ya que los frijoles
revertidos se cuecen, aunque sea en un tiempo largo, mientras que antes del
proceso de reversion, no se cocieron. Esta propuesta esta de acuerdo con el

hecho de que las propiedadaes de solubilidad de las péctinas determinan la
sensibilidad térmica de la semilla.

Los cambios observados en la pared celular de los cotiledones de frijoles
revertidos coincide con lo sefialado por Aguilera y Rivera (3), quienes resaltaron

modificaciones sxtemas de la pared celular después de la reversion inducida por
agentes quelantes.

El hecho de que los frijoles revertidos del lote IV presenten un grado de
dureza mucho mayor que los frescos, sugiere que en el endurecimiento del frijol,
existen dos componentes uno reversible y otro irmeversible. Sin embargo se
requieren estudios bioquimicos y estructurales mas finos para determinar la
naturaleza de estos dos componentes.
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Figura 23. Efecto del remojo en las células cotiledonarias de semillas de frijol

endurecidas, después de ser somaetidas al tratamiento de reversion. (A) Secciones
transversales del cv. FM. (40 X). (B) Secciones transversales del cv. FJ. (40 X).
23 A1y 23 B1, Lote II; 23 A2 y 23 B2 Lote lll ; 23 A3 y 23 B3, Lote IV. pc, pared
celular; la, lamelaciones, pm, plasmodesmos; cp, cuerpos proteicos; ga, granos
de aimiddn; ei, espacios intercelulares; n, nucleo; co, regiones de coalecencia;

Zo, zonas claras; df, deformaciones, pl, pliegues.






decir que @l frijol endurecido se revierte cuando

En ion, p
20 almacena a 75 % a8 HR. y 8° C. La sfectividad de este iermto depende de
ias condiciones utilizadss para la determinacion del ti de 6N y el grad
da. Asi mi: & micr pia fotdnica no es una

de dureza de ia semilla emp
metodologia adecuada pars detectar los cambios microestructurales, =i existe

alguno, asociados al fendmeno da reversion,
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VI. CONCLUSIONES

1) Et tiempo de almacenamiento afecté diferenciaiments el comportamiento
de ambos cultivares. El cv. Flor de Mayo, se mostré mas sensible al
endurecimiento que el cv. FJ, y esta sensibilidad se incrementé con el remojo. Se
astima que el agua intensifica el deterioro de los frijoles.

2) Durante el remojo del frijol fresco las inclusiones de la testa se
solubilizan. Esto hace que |la semilla requiera menos tiempo para su
termosuavizacion,

3) Durante el endurecimiento del frijol las inclusiones de la testa se
modifican de tal manera que disminuyen su solubilidad en agua.

4) Durante sl enduwecimiento la apariencia y definicion de los cuerpos
proteicos se modifican. Estos cambios se intensifican a medida que la semilla se
va endureciendo.

5) Los cambios que sufre la pared de las células cotiledonarias, durante el
endurecimiento, no pudieron ser ider dos con lar dologia aqui utilizada.

6) La reversion del fenémeno de endurecimiento no es el resultado de la
reversidn de los cambios microestructurales de la testa inducidos por el

endurecimiento.

7) La pared de las células de los cotiledones se modifican durante la
raversion del fenémeno de endurecimiento, pero con la metodologia utilizada no
se pudo definir en que consistié el cambio.

8). El fondmeno de endurecimiento comprende dos fase, una de las cuales
es reversible y la otra no,
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