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1 RESUMEN

El almaccnamiento de las semillas de frijo! en condiciones inadecuadas (humedades

relativas y temperaturas altas) resulta cn un deterioro de las cualidades culinarias y

nutritivas de la semilla. Este deterioro se pucde manifestar de dos formas:

a) Despuds del remojo de la semilla, como un incremento en ¢l tiempo de coccién con
respecto a los frijoles frescos: consecuencia de éu;'la Vglocidad de termosolubilizacién
de las pectinas de los cotiledonesbde Id'si ﬁ'ijc;lvés'vd‘ismi‘r‘:uyé; :

b) Incapacidad de los frijélcs" sécdév para Geerse: - debido a que las pectinas no se

termosolubilizan.
Estos hechos sugicren que en las wﬁilldﬁ dc nomdas las caracteristicas de las pectinas
presentes en los cotiledones der frijoleé séf;os Y rcmojﬁdbs son diferentes.
Con la finalidad de identificar algﬁnns de lz':s"carxr'z;cterriglicas de las pectinas que permiten o
no su termosolubilizacién en este trabajo se determinaron: la composicién de azicares de la
pectina, su fuerza de interaccién con iones Ca** (de manera indirecta) y su peso molecular.
Encontrando que la interaccion de las pectiﬁas con los iones y la composicién de los
azicares neutros se modifica con ¢l remojo, siendo estas modificaciones las responsables

de la termosolubilizacion de las pectinas de los frijoles deteriorados.




2 JUSTIFICACION

El frijol es un alimento ampliamente consumido en todo €l mundo, pero principalmente en
Meéxico, donde es la leguminosa mas consumida. Ocupu el segundo lugar después del maiz,

en cuanto a su consumo percapita, por otm pnrte es una lmponnntc fuente de ingresos para

los campesinos de nuestro pais, cspccmlmente para’ los de los Estndos de Zacatecas.

Durango Guanajuato, San Luis Polosn, Chlhuahua. Cl apas y ‘ucbla, pues ellos en el ciclo

agricola Primavera verano de 1991 fueron los prmcnpnles productorcs ( ]NEGI 1997)
Ademds el frijol aporta una gran parte de las pro!einas. carbohldratos, mmemles y fibraala
dieta de los seres humanos, es barato y se puede prepurar en una gmn vanedad de estilos y

formas, siendo estas tan variadas como la imaginacién lo permna. Pero cuando los frijoles

se deterioran pierden gran parte de sus cualidades sensonales pues su sabor Yy textura se

vuelven un tanto desagradables, asi mismo su valor nulntlvo dlsmlnuye pues s¢ pierden

parte de las proteinas y vitaminas que contiene a causa dcl S mxento al que deben

de ser sometidos para su consumo. Aumenta el costo‘ de St p ép

c 6n pues al requerirse
de un mayor tiempo para su coccién lnmblén sc requncre de una mayor cantidad de
combustible. I

Si bien es cierto que el deterioro de los frijoles s¢ puede evitar almacenandolos bajo
condiciones adecuadas, tales como: Cortos periodos de tiempo, y en almacenes con
temperaturas y humedades relativas bajas, el lograr csto es casi imposible, pues la mayor
produccién de frijol se ticne en verano, cuando las temperaturas y humedades relativas son

altas, ademis de que se tiene que almacenar el grano para su consumo en el resto del afio.

i8]




Si ademiis de lo anteriormente citado se tienc en cuenta de que en México se tienen malas
técnicas de cosecha, aunadas a la ausencia de. infraestructura y de equipo para limpieza y
cribado, cs fécil el suponer que gran parte de la produccién se picrda a causa del deterioro

del fruol ( se ha estimado que es alrededor del 30%), repercutiendo todo esto en perdidas

cconémxcas lanto pum los productorcs como para los consumidores (SAGARPA 1997)

La fi nahdud de este cstudlo es conocer mejor los efectos del detenoro, pues al aumentar los

conoc:mlcntos serd mas faml resolvcr dIChO problema. .




3 INTRODUCCION

El frijol comin (Phaseolus vulgaris) es ampliamente consumido alrededor del mundo, pero

principalmente en América latina y otros paises en vias de desarrollo. El ﬁ'|_|ol sc prcparn de

diversas maneras pero todas éstas requieren un pretratamnemo ‘el{cual consiste en remojar

El material que mantiene unidas a las células ‘media,'la cual esta

constituida principalmente por pectinas. Es caridos que tienen en

comiin la propiedad de ser extraibles con soluc ones acu quelames. Entre las

pectinas que conforman Ia lamina media de los couledones' de Ios truoles podemos contar:
Homogalacturonanas, Ramnogalacturonanas I y Il, Arabmanas. Xllanas, xiloglucanas
(Stolle y col. 1999, Garcia y Peiia 1995, Thompson y Fry. 2000).

Los granos al ser almacenados durante largo tiempo con humedades relativas y
temperaturas elevadas desarrollan un defecto caracterizado por el aumento en los tiempos
de coccién, ecste defecto es conocido con diferentes nombres: Had too coock,

endurecimiento, envejecimiento o deterioro.




Como resultado de diferentes investigaciones se sabe que ¢l proceso de deterioro implica
cambios estructurales, fisicos y bioquimicos, en la semilla. Sin embargo el mecanismo por
medio dél cual se endurece el frijol es muy complejo ( Liu, 1995, Reyes y Paredes 1993).
La coccién de los ﬁ‘ijo‘les deteriorados solo se realiza si las semillas se remojan previo al
tratamiento térmico, lo cual bued'e‘ i:r'np’liciar due durante el remojo del grano, las pectinas se
modifiquen de tal manera qué estas‘sc puédan termosolubilizar.

Con la finalidad de identificar si el remojo de las semillas deterioradas provoca
modificaciones en las pectinas de la lamina media del cotiledén, se aislaron las pectinas de
los cotiledones de los frijoles deteriorados secos y remojados, comparando la composicién

de azucares neutros, pesos moleculares y afinidad con los iones Ca*™ ( de manera indirecta).




4 ANTECEDENTES

4.1 NOMBRES DEL FRIJOL EN MEXICO
De las mas de 1300 especies de legumbres unicamente cerca de 20 son consumidas
comiinmente por los humanos, una de ellas es el frijol comun (Phaseolus vulgaris) del cual
se consume el grano (Reyes y Paredes, 1993), este recibe diferentes nombres dentro de

nuecstro pais algunos de ellos son: Alubia (Aguascalientes, Durango, Jalapa, Puebla.

Quintana Rob)' AybcoteJ(D. F.. Hidalgo, Estado de México, Morelia, Puebla, Queretaro.

Tlaxcufa)' ’}vms)';r Comba (Guerrero, Estado de ‘México, Michoacin);

Chichimequel (Veracruz), ‘Habichuela (Durango); lbe (Campeche, Quintana Roo:
Yucz:i‘lfx‘in)’,v udkff ('C‘;Qcﬁerb, Estado de México, Michoacdn), Mayocoba (Sinaloa); Patlaxte
(Pueb};). Pmachc : (Chiapas); Patol (Durango, Zacatecas): Patoles (Aguascalientes):
Tecoﬁré V(Ch:’iv!;‘l»lzrahun); Tepan (Sonora); Vigna (Bajacalifornia Sur); Xpelén (Campeche.

Quintana Roo, Yucatan) (INEGI, 1997).

4.2 ORIGENES DEL FRIJOL
El frijol (Phaseblu.\' vulgaris) es una leguminosa originaria de América pero actualmente es
cultivada en gruﬁ 'parte Ael mundo. Su produccion se ha extendido desde los 52° N hasta los
32°S y desde :el nivé! dcl mar en América y Europa hasta altitudes de mas de 3000 m en
los andes summ;:ricqnos. El frijol fue domesticado originalmente en las tierras altas de
Latinoamérica hace mis de 7000 afios. identificindose dos puntos separados en los cuales
se comenzaron a cultivar, uno en el altiplano Mexicano (En el valle de Tehuacan, Puebla) y

el otro en los Andes suramericanos (En el callejon de Huayales, Peru), los frijoles




cultivados en cadu uno de estos puntos presentan difercncias agronémicas y morfologicas
(Grnhum Y Rﬂnalll, ]997' Mendoza, 1992).

La dlspersuSn de los fnjoles alrededor del mundo aparentemente siguié diferentes rutas. Los

l'n_)olcs dcl a blp no ‘mexicano se dispersaron a centro América y norte de Brasil via cl

canbe y en mc : medlda cn el sudoeste de los Estados Unidos. La mayoria de los frijoles

cncontrado ‘el uropn son del tipo de los frijoles de suramerica y probablemente fueron

lmroducu:lo s a trnvés de la peninsula ibérica y de ahi a Africa durante cl trafico de esclavos

y postcnormcntc al noreste de los Estados Unidos via inmigracién (Graham y Ranalli

1 997)

4.3 DESCRIPCION BOTANICA
El frijol cbdni;'_mr. (Phaseolus vulgaris) es una leguminosa, tribu Phascoleae, subfamilia
Papilionoideae (Rg:yes y Paredes, 1993).

Debido al gran nimero de variedades, sc clasifican normalmente, segun su porte, en dos

grupos: nrbustivns, dc crecimiento bajo y determinado; y en trepadoras, de tallos largos y
crecimiento ind;:ﬁnido, aunque es importante aclarar que durante la germinacion la planta
es csencinlmente trepadora y que conforme s¢ desarrolla adquiere cualquiera de las dos
caracteristicas antes mencionadas. La abundancia de ramificacién y follaje, asi como la
duracién de ciclo vegetativo, también son importantes para su clasificacion (INEGI, 1997).
En la planta madura cl tallo es aristado o cilindrico, hueco y con la epidermis pubescente o
lisa. Las hojas superiores (exceptuando las dos primeras cn la germinaciéon, que son simples
y opuestas) son alternas y compuestas, se forman de tres foliolos, con ¢l haz frecuentemente
piloso, ¢l central es obovado y simétrico, los laterales asimétricos, con la base del peciolo

engrosada. debajo de la cual hay un par de estipulas; cl tamafio y forma de la hoja varian
7




considcrablemente segin la variedad o los factores ambicntales. Las flores son
amariposadas, bisexualcs, su celor varia del blanco al morado y aunque el color de la
semilla y el de la flor es genéticamente independiente se puede establecer genernlmente una

rclacién entre ambos.. Una caracteristica distintiva del género es .que el épice dc la quilla

esta arrollado en espu‘al las ﬂorcs esuin dxspuestas cn rnclmos cn las axnlas de lns ho_|us. los

florescencia varia de acuerdo con el cultivar, la temperatura y la cantidad de luz (Graham y

Ranalli.1997

4.4’ESVTRUCTURA DE LAS SEMILLAS DE FRIJOL

Las semillas: de frijol.son un fruto el cual se desarrolla a partir de un évulo. El frijol se
encuentra cd ieni ina (que cuando esta verde y no ha madurado se conoce
como ejole), la: K ér’recm o arqueada, la cual al abrirse en dos valvas deja al

descubierto las semxllas. I:n el exterior de las semillas se pueden apreciar las siguientes

cstructuras: lcsta, mlcropllo, hilo ¥ lentilla, en el interior de la semilla s¢ pueden apreciar




dos cotiledones, y un gje embrionario formado por epicotilo e hipocotilo. (Reyes y Paredes,
1993, Graham y Ranalli 1997)
: 4.4.1 EXTERIOR

La tcsl;x‘1 cs lx; capa que cubre a los cotiledones y al embrién protegiéndolos del exterior.
Adcm}is en éstn se encuentran las caracteristicas de color y diseiio que caracterizan a las
semillas de cada cultivar, estas caracteristicas sc¢ forman durante el desarrolio de las
semillas.

El hilo es una cicatriz ovalada que aparece en el lugar doqae !a_"s‘emilla estaba unida al

f‘uhiculo.

El mlcropnlo cs una nbertura pcqueﬂn por la cual penetré‘ el polen al 6vulo.

La lemllln, que son u grup ompen la testn y facilita el intercambio de

gases, se espccul‘ n'ucropllo y el hilo forman un sistema integral

de absorclén de uguu ala semllln (Reyes y Paredes, 1993; Liu, 1995) (Figura A).

*4.4.2 INTERIOR

Los cotiledones se encuentran directamente por debajo de la testa y constituyen la mayor
parte de la semilla ‘(ci 90;%), en ellos se encuentran las substancias de reserva (Proteinas,
lipidos y carbohidra‘tos), por la desecacidn que sufre la semilla al madurar, las células
parenquimatosas de los cotiledones reducen los organclos celulares, solamente contienen
granulos de almidén, diseminados cucrpos protcicos y lipidicos (Tovar, 1997), los
cotiledones se encuentran a los lados del epicotilo ¢l cual dari origen al tallo que tendra por
sus dos primeras hojas a los cotiledones. El hipocotilo dara origen a la radicula, la cual

postcriormente sc transformara en la raiz de la planta (Reyes y Paredes. 1993) Figura B.
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4.5 CARACTERISTICAS DE CALIDAD DEL GRANO
La calidad del grano esti asociada a factores tales como: valor alimenticio, caracteristicas
de remojo y tiempos de coccion.
Estos fac(qrés sc cn#ucntmn afectados por las caracteristicas genéticas de los granos ¢

influencias a"mbicnlnlcs (Hincks y Stanley, 1986, Kyriakidis y col 1997).

.4.5.1 VALOR ALIMENTICIO
Los frijoles comunes son una'importantc fuente de proteinas ¥ una exceleme fuente de

carbohidratos. Aporlun una 1mporttmte cantidad de fibra soluble, la cuul es pnnlculm'mcnte

efectiva en el comrol del colesterol en la sangre, ademis de ngthmr la clrculacu.‘m de los

alimentos a través dcl nparato cnrculaxorlo (McDougall y col 1996) L

!es comunes

son bajos en SOdIO y una buena fueme de vxtnmmas tales com

vitamina F, y Linolenico. Ademas de tener todos estos nutnme t : esk;;‘ pueden
almacenar por largos periodos de tiempo. 5
Pese a todas estas ventajas los frijoles presentan varios aspectos no desgqblés. inhibidres
enzimdticos, produccion de flatulencias y hemaglutininas. Todos estos fét::_;glj;ts indeseables
pueden ser eliminados con una correcta preparacién de los frijoles. (Réyes y Paredes,
1993). . R

Es importante mencionar que cuando los frijoles se endurecen se prolongaﬁ los tiempos de¢
coccioén lo cual repercute en la disminucién de su valor nutritivo, pues se pierden proteinas

v vitaminas termo sensibles (Martin y col, 1995).

-



4.6 PREPARACION DE LOS GRANOS
La preparacién dé lo;frijolcs para su consumo es muy variada y depende en gran media de
las costumbre y gusios de cada regién, pero en general se siguen dos pasos fundzikhchlélcs.
los cuales Son: f:i ré’lbrwjo:t;Ic las semillas durante periodos que van desde 18 a 24 ho}ns ylha
coccion de losmismos 'é;\‘ngua hirviendo, siendo ¢l tiecmpo de coccién de los frijoles
dependiente’ de las Vénmvct’cri'sticas propias del grano asi como de las condiciones de

almacenamiento (Reyes y I’Arcdcs; 1993).

4.6.1 REMOJO DE LAS SEMILLAS

En los frijoles frescos el remojo ayuda a ablandarlos, siendo este ablandamiento
dependiente de la cantidad de agua absorbida y del tiempo de remojo (Nissreen: 1998)..
En las primeras ctapas del remojo de los frijoles los cotiledones tienden a absorber agua
ripidamente, seguida de una etapa cn la cual {a absorcién de agua cs lenta (Hincks y
Stanley; 1986; Nissrecn; 1998).
Como consecuencia del remojo. de las semillas de frijol frescas ocurren una seric de
cambios cn los elementos que conslilu&cn a las células:
e Los granos de almidén se hidr‘aum: c‘hinchnn
e Lo cual ocasiona un aumento en'el ;urgor de las células, que tiene como consecuencia

una

e Disminucion en la adhesion entre las células adyacentes.




4.6.2 EL. PROCESO DE COCCION
Durante el proceso. de coccién de los frijoles frescos ocurren una serie de cambios

estructurales:y quimicos-en- las semillas de frijol, pues el calor aplicado -provoca la

gelatinimcféﬁ: de | vgrﬁnﬁlds de almidén, degradacién y/o solubilizaron de las' substancias

pecticas y, la desnatural Hé:_ién'd‘e las proteinas del citoplasma, estos cambios contribuyen
de una manecra ﬁ.indnm_cﬁlpl en ‘el ablandamicnto de Ia semilla y la adquisicién las

caracteristicas de palalibilidnd deseadas.

4.7 LA PARED CELULAR
La concepcion de la pared celular como celdas estditicas y rigidas desde los dias de en que
fueron observadas pof ﬁrimcm vez por Roberto Hooke en 1661, comenzo a cambiar apenas
hace un poco mas kdé 40 ‘aﬂbsi cuando en la década de 1960 los investigadores voltearon

bécr\}nrlas. Descubriendo que ellas tenian diferentes formas y

nenzaron a descubrir los componentes que las integraban, pero
€ 1980 cuando se comenzaron a formular. los primeros

modelos de las pared es 'que fueran congruentes con las observaciones de las

mismas durante el crecimiento” de las células (Carpita y Gibeaut, 1993;‘ Garcia y Pefia

1995).




La pared cclular en los vegetales tienc miiltiples funciones, pudiéndosc reconocer al menos
3 fundamentales, las cuales son:

. Rcconocirﬁicnto celular, pues es la capa mis externa de las células vegetales

- Traﬁsp&rte de :lns macromoléculas y otras substancias entre las células

- Otofga,fuelza -y rigidez a los tejidos vegetales (Garcia y Pefla 1995, Carpita y

Gibeaut1993)

La textura de los vegetales esta determinada en gran mediada por la composicién de las
" paredes cclulares (Coimbra y col; 1996) y su anatomia celular (Tsutomu y Klaus; 1987).

La pared celular de los cotiledones (Figura C) esta rodeada por la lamina media (Reyes y
Paredes, 1993), esta no es una estructura estitica, pues se estd modificando continuamente
durante el desarrollo de la semilla (Stolle y col, 1999), durante cl almacenamiento de los
granos maduros los cambios contintan, debido a diversos factores, como lo son: la
temperatura, humedad, tiempo, cte. (Martin y col, 1995).

Las paredes celulares son quimicamente complejas. La complejidad se incrementa si
tomamos en cuenta la composicién, organizacién .y proporcién se modifica durante el
desarrollo de la semilla (Stolle y col, 1999) y la eprsiéién de la misma a los factores

ambientales (Carpita y Gibeaut, 1993).

En una forma general las paredes celulares cslén compuestas de proteinas y micro fibras de

celulosa, embebidas en una matriz de pectinas y hemicelulosas (McDougall y col, 1996).
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Estructura de las células de los cotiledones de frijol coman

Abrebiaturas: S Granulos de almidén: PB: Cuerpo; .;Si';)'teicos} PP:il”a.reAd primaria; LM:
Lamina mecdia. Tomada de (Reyes y Paredes, 1993),
4.7.1 PROTEINAS
A pesar de que los componentes mayoritarios de la pared gelular son los polisacaridos, se
sabe desde hace tiempo‘ de la presencia de proteinas, especialmcnfe en las paredes
primarias. ‘
Todas las proteinas de pared analizadas en detalle han resultado ser glicoproteinas. Algunas
de estas glicoproteina; de pared juegan un papel estructural importante, mientras que otras

poseen funciones enzimidticas dentro del metabolismo de la pared celular (Garcia y Peia:

1995).




Entrc las proteinas de la pared celular podemos contar: Pectin metilesterasa,
poligalacturonasas, peroxidasas, glicosidadasas, y pectinasas (Stolle y col, 1999, Garcia y
Peiia, 1995).

Estas cnzimas son muy ncuvas en Ias prlmems fnses dcl dcsarrollo de las paredes celulares

de los couledones 'man!eméndose clal vnmcnte elcv 'du su acllwdad al ﬁnul del desarrollo

dc quc cstns va.n pcrdlcndo su ucu\hdad pucs ya no pucdcn actuar tan ficilmente sobre sus

subslratos (Hxncks y Stanley, 1986)

S4.7.2 CELULOSA

formas de orgiﬁ ¢ e rééibl"lcs donde los grupos hidroxilo (-OH)

de los azﬁcarcsAque Ias é;ﬁs\tftujcn ti;nennu‘h iirréglo simétrico preciso (regién cristalina), el
cual le conﬁeré‘m»);.arlﬂc"rcsistencin' a la‘itensién. ¥y en regionecs menos ordenadas (region
paracristalina), organizadas por la presencia de moléculas de agua y residuos de
polisacaridos no hemiceluliticos, ﬁbicudos en el exterior del eje de simetria de las

microfibrillas (Garcia y Pefia, 1995).
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Figura D
Molécula de celulosa
‘ aQH__ 1. CH.CH oH__! CHLOH
| TN H'-"/"\///":n\" 3 °
i ~0 WO HO ~ foe o HC N o<
{ Cra0H Ok 1 CH,GH om
Figura E

Organizacién de las microfibrillas de celulosa

Tomado de Gracia y Pefia 1995

4.7.3 Hemiicelulosas
Las hemicelulosas son un grupo heterogénco de polisaciridos, cuya composicion colectiva
varia mucho, caracterizadas por ser insolubles cn agua caliente o fria. ser insolubles en

agentes quelantes o soluciones acidas diluidas, pero que se pueden solubilizar en alcalis
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fuertes. Una vez extraidas de la pared cclular, la mayoria pasa a ser soluble en agua
(McDougall y col, 1996; Redgwell y Hansen, 2000). Este requerimiento de soluciones
alcalinas fuertes para su extraccion de las paredes, se debe a la existencia de numerosos
pucntes de hidrogeno entre las hemicelulosas y las fibras de celulosa (Carpita y Gibeaut,
1993) como se muestra en la figura F.

Las interaccioncs entre las hcmlcclulosas y lns f'bras de celulosa tlcncn por finalidad cl

crear un balance entre la reSlstcncm y Iu ﬂcxnblhdad de lns pm'ed S ¢ l’ res (Whltney y
col, 1999). = B
Las hemiceclulosas ticnen tres gmndeé subgrupos,‘ lés cuales son: a) Xilanns, que incluyen a
las Arabinoxilanas y a los Xiloglucanos; b) Mananas que’ inch‘xycn,‘nﬁ las Glucomananas,

Glucuromananas, cntre otras; y ¢) Galactanas en las que sc localiza a las Galactomananas y

Arabinogalactanas (Gracia y Peita, 1995)

4.7.4 XILOGLUCANOS
Las moléculas de xiloglucanos constituyen del 20 al 25% de la materia seca de las paredes
primarias de los dicotiledones, encontriindose también presentes cn la lamina media (Garcia
y Peifia, 1995), estos son también conocidos como amiloides, ya que pueden tefiir con yodo
(Rodriguez y col, 1998). Los xiloglucanos (figura G) son una hemicelulosa neutra. formada
por unidades de glucosa con unionecs B - 1 —» 4 y sustituyentes de xilosa o fructosa

(Thompson y Fry, 2000).
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Figura F

Microfibras de¢ cclulosa inter actuando con hemicelulosas

Hemicelulosas

Puentes de e
hidrégeno

Microfibrilla
de celulosa

" Tomado de Gracia y Pcfla 1995
Figura G

Estructura de¢ una Xiloglucana

a — Xil
1
1
G

4) f—-Glc— (1—4) - Glc - (1—4) f— Glc - (1»4) fi- Glc- (1»3) F-Glc-(1—>

Abreviaturas: Gle: glucosa; Xil: Xilosa
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4.7.5 PECTINAS
Las pcctlnas o subslanclas pcctlcas constituyen un grupo de polisacdridos ricos cn dcido

r mcdldu, ramnosa, arabinosa y galactosa. Al igual que en otros

galacturémco y, en »nj\

'traspcctinn's'e iones Ca’f(Carpitu y Gibeaut, 1993), enlaces

Con base cn’la 'omposicién de su cadena principal, las pcctinas se han clasificado cen

cuatro tipos de cstruétunfas. las cuales son:

a) Homogalabturonanas. que es una cadena lineal de @ - 1-4 acido galacturénico, las
cuales tienen insertadas a las Ramnogalacturonanas

b) Ramnogalacturonanas 1 que son ¢l componente mas abundante de la pared primaria y
lamina media de las dicotileddncas y estas estdn constituidas por una cadena principal

de o — 1,4 dcido galacturénico con uniones a — 1,2 ramnosa.

c¢) Ramnogalacturonanas II: Caracterizadas por un alto grado de polimerizacion y
estructura complcja que incluye como substituyentes acido acético, apiosa y otros.

d) Arabinanas las cuales estdn constituidas por una cadena principal de o - 1-4 arabinosa
altamente ramificada con residuos laterales de a - 1-2 o a - 1-3 arabinosa.
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4.8 MODELO DE LA PARED CELULAR
Carpita y Gibecaut (Carpita y Gibeaut, 1993) proponen un modclo de la pared celular en el
cual se pucden observar las interacciones de cada uno de los componentes de la pared

- celular antes ‘mcn‘cionudos. (Figura H).

22




~ TESIS CON
Figura H FALLA DE O?L.{GEN

Modclo de Ia pared celular primaria

k P % 2 Galacturonco
\. Xiloglucana 35 Formando tas
/"\ $372 astructures de
K N ST Coapn de hueva”

Propuesto por Carpita y Gibeaut (1993)
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4.9 LAMINA MEDIA

La lamina media cs la primera region que se forma cuando la célula se divide y es por cllo
la frontem inicial entre las dos células hijas recién formadas (Garcia y Pefia; 1995)., esta
pcrmanééé cnh"e las’ células y sirve para mantencr unidas a las células adyacentes, pucs
cuand6 estns Séilcﬁnosolubilizan las células se separan, produciéndo;e asi l;: coccion de los

vegetales (Bernal y col, 1997).

Esta cdpncidéd e “pegado™ entre las pectinas esta .dada. principalmente: por las

interacciones entre las. regiones de homogalacturonanos con los iones Ca*™*, estas

interacciénes tienden a formar estructura conocidas como “cajas de huevo™. en las cuales

los iones calcio

son atrapados ‘entre cadenas de homogalacturonanos, cstabilizdndose estas

estructuras por interacciones ionicas (Figura I).
Figura |

Estructura conocida como “Caja dc huevo™
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5 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1 HIPOTESIS
Si solamente tras el remojo las semillas de frijol deteriorado logran cocerse, entonces
durante ¢l remojo, las pectinas de la lamina media de los cotiledones de los frijoles

deteriorados sufren algin tipo de modificacién, que favorece su termosolubilizacion.

5.2 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudio, es conocer las modificaciones que sufren las pectinas de la
lamina media de los cotiledones de los frijoles detcriorados durante el remojo de las

semillas

5.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si existen diferencias en los tiempos de coccién de los frijoles deteriorados
sccos y remojados.

2. Determinar si existen variaciones en la composicién de azucares de las pectinas
extraidas de las paredes celulares de los frijoles.

3. Determinar si existen cambios e¢n los pcsos moleculares de las pectinas de la lamina
media de los cotiledones de los frijoles dcteriorados durante ¢l remojo de las semillas

4. Decterminar si el remojo modifica la afinidad de las pectinas de la lamina media de los

cotiledones de los frijoles deteriorados por los iones Ca™
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLOGICO
En este trabajo se emplearon dos variedades de frijol: Flor de mayo (FM) y Bayo Mecentral

(BM) y una linea: 2626. Donadas por la doctora Carmen Jacinto de CEVAMEX, INIFAP

6.2 ENDURECIMIENTO DE LAS SEMILLAS
Todos los expérimcnlos fueron realizados con las semillas deterioradas de la siguiente
manera: En un recipiente con cierre hermético y dos compartimentos con una separacién
fisica permeable a la humedad (Figura J), se colocé en la parte inferior una solucién salina
preparada con 39.2 g NaCl (J. T. Baker) en 100 m! de agua desionizada, la cual
proporcionaba una humedad re]aliva:dé 75%. En el.compartimento superior se colocaron
las semillas cuidando de que estas nqr’isé hidjz‘l}z;{ﬁ'con la solucién salina.
Posteriormente se introdrujélcl recipientcherméticamente cerrado en un horno a 40 °C,

durante 30 dias.
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CAMARA DE DETERIORO

Tapa

Fuffint
pRITEnLEY
SR

Rejillas

Contenedor

)
1

La camara de deterioro esta conformada por un contenedor y tapa de plastico, la cual sclla
herméticamente y es impermeable a la humedad. La rejilla que proporciona la separacién
fisica entre las semillas y la solucion salina también es de plastico laminado, la cual tiene
en su superficie perforaciones de 3 mm cuadrados (las cuales la atraviesan de un lado a
otro) separadas cntre si por 2 mm.
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6.3 REMOJO DE LAS SEMILLAS
Sc colocaron las semillas en un matraz con agua desionizada, durante 18 horas en una

estufa a 32°C. v'Tfunscufrido este periodo se pesaron los cotiledones de las semillas. Por

medio de la diferencia entre el peso de los cotiledones remojados y las semillas secas se

determin6 Ia'c - ‘agua absorbida.

Debido a que mojo de las semillas, éstas contenian una gran cantidad de agua entre

el cdiil ~dén y-la testa, fue preciso climinar esta ultima para determinar el agua absorbida.

asumiend qu ,’ln»_{cSt _dhforma una minima parte del peso total de la semilla seca. se
consié{evro:{;;u:c’ﬁe'lieﬁ"br'e|;1 lﬁ determinacién gravimétrica causado por la eliminacién de esta
fue dqspkfcéiébie.

6.4 DETERMINACION DE LOS TIEMPOS DE COCCION
El tiempo de.cocciéon de las semillas fue determinado por medio del método de Marttson
modificado (chkson y Variano 1981). Este método permite medir cuantitativamente la
coccion de loé ﬁijoles, siendo reproducible y sencillo.
El material empleado en este método consta de: 25 varillas, igual numero de pesas (de 200
gramos cada una), una olla dg aluminio, un ‘cnpuchén de piésticq para tapar la olla y tres
platos sostenidos por medio de tornillos, el primero a 5 ém vdeA ef fondo'vdc la olla.
guardando una separacion entre cada plato de 15 cm. Cada plato contiene perforaciones
distribuidas uniformemente en su superficic de tal suerte que las perforaciones de cada uno
de los platos coincide una sobre otra. El plato inferior cuenta ademds con zonas céncavas
en cuya parte mas profunda se encuentra el agujero que atraviesa el plato (Figura K).
Este método consiste en colocar una semilla dentro de cada depresion del plato y sobre esta

una varilla con una pesa (sicndo la varilla sostenida verticalmente por las perforaciones de
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los dos platos supcriores). Todo este sistema sc coloca en la olla con agua hirviendo,
cuidando que las semillas siempre se encuentren sumergidas en el agua en ebullicién,
posteriormente sc tapa la olla. Cuando las semillas alcanzan cierta textura son atravesadas
por las varillas.

Al realizar una grifica de las semillas que han sido atravesadas por las varillas en un

intervalo, se pucde conocer el tso, que representa el tiempo de ebullicién en el cual la mitad

de las semillas s¢ ha su"aﬁiado.
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6.5 EXTRACCION DE LAS PECTINAS DE LA PARED CELULAR DE LOS
FRIJOLES DETERIORADOS, SECOS Y REMOJADOS
Para preparar la harina s¢ empleo una modificacién de los métodos propuestos por
Redgwell y Hansen (Redgwell y Hansen, 1999)y Coimbra y col (Coimbria y col 1996). Se
colocaron los cotiledones de las semillas (2.5 gr) en un mortero y congelaron con nitrégeno
liquido, posieriormenlc se molieron en el mismo, hasta obtener una harina fina,

Para inactivar las enznmns que adan pudiesen tener actividad, en los couledoncs detcrlomdos

manteniendo el volumen constante durante una hora.‘ mezcla fue

centrifugada a 3000 rpm en una centrifuga media Sorvall; con un rotor Sl 50T
Para la extraccién de la pectina se sig;iié’h‘ : metodol de Coimbria
(Coimbria y col 1996). El mnteriul insolublc.en metanol fue’ tran'sfcridda un matraz con

CDTA 50 mM (ngmn — Chemlcal 91H262 eni g‘quélantc empleado para

atrapar el calcio y facilitar la solublllzaclén‘d las inas) en una relacién 1:4 (p/ V) yse

mantuvo en agitacién constante durant 2 h ] la mezcla fue centrifugada

a 3000 rpm cn una ccntnfuga medla Sorvall '1‘2 on'un rotor SI SOT (para facilitar la

separacion del material soluble e ,insqlublc",en CDTA). Se separé6 por decantacidn el
material soluble en ¢l CDTA y se guardo a 4° C.

El material insoluble se emple6é para Iag siguientes extracciones que duraron 18, 2 y 2
horas, guardando en cada ocasién el material soluble a 4°C y empleando para las
extracciones sucesivas el material insoluble en CDTA. Obteniéndose de c¢sta manera los

mejores rendimientos cn la extracciéon de las pectinas.
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ScJumaron todas las fmccmncs solubles cn CD'I‘A y se ccntnfugnron a 55000 rpm, durante

30 mlnulos a 4"C en una’ t 1 centrlfuga Beckman'zx 100 K con un rotor 60ti,

respectivamente.:*

Coimbria y col (Conmbrm y col 1996) a_]ustan cl pH con dcndo acético, pero también es muy

comin ajustar el pH o re: ‘lznr las extmcclones con acido clorhidrico (Carmejo y col 1996,
Bellido 1992 y Shnrma y col 1998). por lo cual se empleo este para ajustar el pH a un valor
de 6.5 con HCI (J. T. Baker) 2M para precipitarlo con etanol industrial al 85% en un baiio
de hiclo dum.nte una hora, pues se obséwo que de esta manera aumentaba el rendimiento.
La suspensién se centrifugd a 12000 rpm eﬁ la centrifuga media Sorvall T21 con un rotor Sl
50T S minutos a lempefaium ambiente. -

La pastilla se resuspendié en la nieryor»canktidvnd de agua posible y se dializé con membranas
de celulosa (Spectrum 25221 .- 69'8), terminéndose la didlisis cuando la conductividad
eléctrica del agua no cambiaba en un pcriodo de 2 horas, La pectina dializada se precipitd
nucvamente con cuz;trorvolrﬁmches' de ctanol al 85% en un bafio de hielo durante 1 hora.
Para facilitar la sepﬁrﬁﬁié‘n cie las pectinas del etanol se centrifugo a 12000 rpm durante 5
minutos en una centrifuga media Sorvall T21 con un rotor S1 50T a temperatura ambiente.
La pastilla se secé ‘nl‘vacié en cajas de Petri hasta alcanzar peso constante. Las muestras
sccas fueron cuénliﬁcgdq; quimicamente para obtener el rendimiento final, por medio de
los métodos de ‘Blumcnkrantz (Blumenkrantz y Asboe, 1973) para Acido urénico y el de

Dubois (Dubois y col 1956) para los azicares totales (Diagrama 1).
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sccos y remojados
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6.6 DETERMINACION DEL ACIDO URONICO Y AZUCARES TOTALES POR
METODOS QUIiMICOS
Las pectinas fucron cuantificadas quimicamente por medio de los métodos de
Blumenkrantz (Blumenkrantz y Asboe, 1973) para dcido urdnico y ¢l de Dubois (Dubois y
col 1956) para los aziicares totales.
Dado que en un experimento anterior, s¢ observo que no era posible el cuantificar e! 100%
de los azicares totales y dcido urdnico en las pectinas citricas por medio de estos métodos
(es dccir los resultados obtenidos no coincidian con los del andlisis proximal de las pectinas
citricas), se rcalizaron las siguientes correcciones:
a) Para obtener el dcido urénico total la cantidad de #cido urénico determinada fue
multiplic;xda por 100/67.
b) P;mjn' 6btcner los azucares totales a la cantidad determinada. se le sumé la mitad del
acido uréniqo total.
c) Los azucnré; neutros se obtuvieron restando a los azucares totales el dcido urénico total
Obteniéndose de esta manera los resultados reportados en la etiqueta de la pectina citrica.
También se observé que el solvente en que se encontraban disueltas las pectinas influia en
la determinacion de los azicares totales y dcido urdnico, por lo cual se realizaron las curvas
patrén requeridas para cada determinacién con el solvente en el cual se encontraban

disueltas las pectinas en ese experimento
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6.6.1 CUANTIFICACION DE ACIDO URONICO
El método de Blumenkrantz para Acido urénico consta de los siguicntes pasos:
De las solucxoncs de pecuna se tomaron ¢n tubos de ensaye alicuotas, agregandoles agua

sul'cxentc pnm complelar 4001..1[, Ios tubos fueron colocados en baﬂos de hielo 1 n-unulo,

dejando mcubnr los tubos a tcmpcratura ambiente- 30 1 s,“ a itéxido ‘c'sporédica iente.

Al ('nahmr la mcubaclén lns muestras fueron lcidas a 520 nm en un cspcctrofotometro
sequoia turner modelo 340.;lntrcrpolzindose los resultados en una curva patrén de dcido

galacturénico (Sigma - Chemical) dé 0 a 90 ug.

6.6.2 CUANTIFICACION DE AZUCARES TOTALES

Los azicares totales fueron cuantificados por el método de Dubois (Dubois y col. 1956), el
cual consiste en tomar en tubos de ensaye alicuotas de la solucién de pectina, agregédndole
agua suficiente para completar 500 ul, posteriormente se le agrego 0.3 ml de feno! (Baker)
acuoso al 5% (p/v) y 1.8 ml de acido sulfurico (Mallinckrodt) concentrado, dcjindolos
incubar 10 minutos. Para finalmente ser leidas las absorbancias de las muestras en un
espectrofotometro sequoia turner modelo 340 a 485 nm.

Interpolando los resultados en una curva patrén de glucosa (Sigma - Chemical) de 0 a 50

HE
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6.7 SEPARACION DE LAS PECTINAS EN UNA COLUMNA DE INTERCAMBIO

IONICO

Sc preparo una columna dec intercambio ionico como s¢ muestra ¢n ¢l anecxo 1 y
posteriormente fue filtrada en la misma 1 ml de una solucién de pectina que contenia de
1mg de pectina / ml de bufer de fosfatos pH 6.5 (cuantificada quimicamente como azicares

totales).

La columna se cluyo con un bufer de fosfatos pH 6.5 con las SIgulentes c centraclones de

cloruro de sodio: 0 OO 0.25, 0.50. 0.75, 1.00 y 2.00 M modlﬁcando la® concentmcxén de

NaCl cada 25 ml para crear cl gradiente salino, rccolcctxindose ﬁ‘accxoncs de 2.5 ml en un

colector de fracciones (Biorrad modelo 2110). En las’ pcctmns ﬁllradas ‘sg cuantificaron
acido urénico y azticares totales por medio de los métodos de Blumenkrantz (Blumcnkrantz

y Asboe, 1973) y Dubois (Dubois ¥ col 1956) en cada una de las fracciones.
. 6.8 DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES

Se preparo la columna de pesos moleculares como se muestra en el anexo 2 y
posteriormente, se preparé una solucién de las pectinas extraidas en un bufer de acetato de
amonio (pH 5), de 1.5 mg de pectina/ ml de bufer de acctatos (cuantificada quimicamente
como azicares totales).

La solucién de pectina (3 ml) fue separada en {a columna de pesos moleculares sephacryl s
400, empleando como cluyente el mismo bufer de dcetatos, con una velocidad de flujo de
0.747 ml/min, recolectando fracciones de 2.5 ml] en un colector de fracciones (Biorrad

modelo 2110). cuantificando ¢l 4cido urénico y azicares totales de las pectinas por medio
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de los métodos de Blumenkrantz (Blumenkrantz y Asboe, 1973) y Dubois (Dubois y col
1956) en cada una de las fracciones.

Los marcadores de pesos moleculares empleados fucron: azul de dextran de peso molecular
superior a 2x10° y dextranas con pesos moleculares de 5x1 0%, 7x10* y 6x10 * donadas por
el doctor ¢n biotecnologia Agustin Lépez - Munguia Canfalcs, investigador del instituto de

biotecnologia de la UNAM.
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6.9 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

6.9.1 HIDROLISIS DE LAS PECTINAS
Se pesaron alrededor de 5 mg de pectina en un vial limpio, a las cuales se les agrego 850 ul
de agua desionizada para disolverlas, posteriormente se agregaron 2.5 mg de mioinositol (J.
T. Baker), una vez que todo esto se disolvié se agregaron 150 pl de acido triﬂuord acético
2M, las muestras fueron colocadas en un block de calentamiento y cuando. este:alcanzo
121°C se hantuyieron'a esta temperatura durante dos horas. una vez fnas las ﬁdestms se
elimino el dcido mediante circulacién forzada de nitrégeno gas. Para eliminar tddo el dcido
se realizaron lavados con 1 ml de alcohol isopropilico hasta que este alcanzé un pH entre 4
y 5, eliminando el alcohol por medio de la circulacién forzada del nitrégeno, en ese
momento las mueslr#s fueron resuspendidas en 300 p! de agua desionisada. cuantificando
Acido urénico y azticares totales por medio de los métodos de Blumenkrantz (Blumenkrantz

y Asboe, 1973) y Dubois (Dubois y col 1956).

6.9.2 COMPOSICION PORCENTUAL DE AZUCARES NEUTROS DE LAS
PECTINAS
El analisis de los azicares neutros de las pectinas, fue realizado por duplicado mediante una
separacién cromatégrafica en un sistema de liquidos de alta presion (HPLC) waters 60F.
Equipado con una columna (4.6 mm x 25 cm) de fase estacionaria de supercrosil LC-NH:2
(5 micrones). Los azucares se eluyefon con una fase isocratica de acetonitrilo: agua (85:15)
a temperatura de 35 a40°C y con un flujo de 1.2 ml/min. Se utilizo un detector de indice de

refraccion Waters 410 -
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En estas condiciones la glucosa y la galactosa no se pueden separar, por lo cual se reportan
agrupadas. Puesto que el 4cido. urdnico no se detecta con el detector de indice de refraccién
Waters “a10, _este fue, -idyetei‘minado quimicamente por el método de Bulmenkrantz

(Bulmenkrantz y ‘Asbty)e,‘ 1973).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 IDENTIFICACION DE LAS MODIFICACIONES QUE SUFRE LA PECTINA

) DURANTE EL REMOJO DE LA SEMILLA
La coccién del frijol ocurre debido a la termosolubilizacién de las pectinas (Moscoso y col.
1984; Shomer y col 1990). Lo que indica que las pectinas de frijol deteriorado remojado
(condicidn en que el frijol almacenado en condiciones adversas, se cucce), son
termosolubles y las del seco no (cuadro 2). Lo anterior sugiere que durante el remojo, la
pectina se modifico y que esta modificacién increment6 su solubilidad térmica. Para definir
esta(s) modlﬁcncién(es) se analizo el efecto del remojo de la semilla en la composicion de
azicares neulros de las pectinas, su peso molecular y de manera indirecta la fuerza de
interaccién peqtiﬁa — catién.

Los resultados se describen a continuacién.

7.2 ABSORCION DE AGUA, DETERMINACION DE TIEMPO DE COCCION DE
LAS SEMILLAS DE FRIJOL, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE

PECTINAS

7.2.1 ABSORCION DE AGUA
Tras cl remojo, los frijoles contenian una gran cantidad de agua entre el cotiledén y la testa,
por lo que para cuantificar ¢l agua absorbida por los cotiledones se tuvo que climinar la
testa. Todos los cultivares absorbieron agua en la misma proporcién (Cuadro 1). El hecho

de que hubiese agua atrapada entre ¢l cotiledén y la testa sugirid que el fenémeno que se
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cstablecié durante el almacenamicnto del frijol no fuc el de testa dura (*hard — shell™),
ademis, ¢l hecho de que la cantidad de agua absorbida por los cotiledones fuese similar
entre los diferentes cultivares indicé que ¢l fendmeno que presentan los frijoles fue el de
dureza a la coccién “hard - to — cook™ (Liu, 1995), Hincks y Stanley (Hincks y Stanley;

1986) han reportado que en este fendmeno los cotiledones si sc hidratan.

Cuadro 1
Agua absorbida por los cotiledones de los frijoles
deteriorados tras ser remojados durante 18 horas a 32 °C
Variedad (mg H,O/p cotiledon)
2626 402,707
Flor de Mayo 467.580
Bayo Meccentral 485.099

7.2.2 TIEMPO DE COCCION DE LOS FRIJOLES
Los frijoles endurccidos secos presentaron ticmpos de coccién superiores a 300 minutos,
por lo cual se considero que ya no se cuecen (Jackson y Variano 1981), mientras que
después del remojo los frijoles si se cocieron, obteniéndose tiempos de coccidon similares
para la variedad Flor de Mayo y la linea 2626, los cuales presentaron tiempos de coccidén
inferiores a los de la variedad Bayo Mecentral (Cuadro 2). Sec ha reportado que el
termoablandamiento de la semilla de frijol se debe a que las pectinas de la lamina media se
solubilizan y que la magnitud del tiecmpo de coccién depende de la velocidad de
termosolubilizacion de estos azicares (Bernal y col 1997). Lo anterior sugicre que las
pectinas de las semillas que no fueron previamente remojadas no se termosolubilizaron y
que durante el remojo los componentes de la lamina media se modificaron de tal manera

que aumentaron su velocidad de termosolubilizacién.
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Cuadro 2
Tiempos de cocciéon
. Tiempo (min)
Variedad Scco PoRemojado
2626 >300 137
Flor dec Mayo >300 141
Bayo Meccentral  >300 245

7.2.3 EXTRACCION DE PECTINAS
Con excepcidén de la variedad Bayo Mecentral, ¢l remojo dificulté la extracciéon de las
pectinas cuantificadas comeo azicarces totales en €l sobrenadante de CDTA (Cuadro 3). Un
resultado sorprendente lo constituyo el hecho de que solo una fraccion del material extraido

con CDTA precipito como pectina (comparar cuadros 3 y 4).

Cuadro 3
Pectinas extraidas con CDTA
- Frijoles Secos Frijoles Remojados
Variedad (mg/g de cotiledén) (mg/g de cotileddn)
2626 59.083 30.546
Flor de Mayo 54.201 40.052
Bayo Mccentral 35.569 32.889

Los datos mostrados cn cursiva son €] promcedio de dos experi por tri
<l resto son el promedio de tres determinaciones.

Todos los resultados son cn basc scea

Cuadro 4
Pectinas precipitadas con etanol
R Frijoles Secos Frijoles Remojados
Variedad (mg/g de cotiledon) (mg/g de cotileddn)
2626 36.60 9.12
Flor de Mayo 26.28 17.92
Bayo Mecentral 8.44 12.40
Los datos mostrados cn cursiva son ¢l px io de das experi ificados por triplicad:

cl resto son ¢l promedio de tres determinaciones




Los resultados anteriores se pueden explicar asumiendo que todos los aziicares que se

extrajeron con CDTA son pectinas, pero una fraccién ticne pesos moleculares pequeiios y

no es precipitable por etanol, o bien, que solo una fraccion de los azicares presentes en la

fraccibn de CDTA son pectinas. Desgraciadamente no sec realizaron experimentos

posteriores para aclarar estas dos posibilidades.

Dc la comparacién de la relacién de aziicares ncutros / dcido urédnico de cada una de las

fracciones (cuadros 5 y 6) se puede observar que durante la precipitacién se pierden ambos

tipos de moléculas pero se¢ picrden més azicarcs ncutros, que dcidos urédnicos, por esto la

relacién de Azticares neutros / Acidos urdnicos, fuc menor en las pectinas precipitadas en

ctanol que las solubilizadas en el CDTA.

Cuadro §

Pectinas extraidas con CDTA cuantificadas quimicamente

Frijoles Sccos

Variedad (mg/g de cotiledén)
AU AN AN/AU
2626 12.598 46.485 3.690

Flor de Mayo
Bayo Mccentral

11.945 42.252 3.537
7.360 29.291 3.980

Frijoles Remojados
{mg/g de cotiledén)
AU AN  AN/AU

7.284 23.262 3.194
8.870 31.181
7.100 25.789 3.632

3.515

Los datos mostrados cn cursiva son el pr

clrestoes el de tres deter

de dos experi

por trij

Cuadro 6

Pcctinas precipitadas con etanol cuantificadas quimicamente

Frijoles Sccos

Frijoles Remojados

Variedad (mg/g de cotiledon) (mg/g de cotiledén)
AU AN  AN/AU AU AN AN/AU
2626 5.312 12,194 2296 1.937 4131 2.132
Flor de Mayo 4.507 9.597 2,129 3.373 7.727 2.291
Bayo Meccentral  0.655 1.451 2.215 2.669 5910 2214
Los datos mostrados en cursiva son ¢l T io de dos experi r i por tri; A

clrestoes el p

de tres deter
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totales se encontré (cuadro 7) que cl peso total de la pectina no era recuperado como

Curiosamente cuando las pectinas precipitadas con ctanol son

azucares. Lo que hizo suponer que en el CDTA sc cstaban disolviendo otros componcntes

del citoplasma como las proteinas Sin embargo, csta posibilidad no fuec cvaluada.

Cuadro 7
Cuantificacién quimica de la pectina precipitada con etanol
En peso Azuicares Totales

Variedad Frijoles Secos  Frijoles Remojados  Frijoles Secos  Frijoles Remojados
(mg/g de cotiledén) (mg/g de cotileddn) (mg/g de cotiledédn) (mg/g de cotiledén)

2626 36.60 9.12 17.51 6.07

Flor de Mayo 26.28 17.92 14.10 11.10

Bayo Mecentral 8.44 12.40 2.11 8.58
Los datos mostrados cn cursiva son cl pr io de dos experi cuantificados por triplicado,
elrestoescl p io de tres i i

7.2.4 COMPOSICION PORCENTUAL DE AZUCARES NEUTROS EN LAS
PECTINAS
Las pectinas de los cultivares: Bayo Mecentral y 2626 secos o remojados, presentaron una
abundancia similar de ramnosa, aunque entre cultivares, el contenido dec este azicar fue
mayor en Bayo Mecentral (= 37 a 43%) que para 2626 (= 32). En contraste en Flor de
Mayo solo las pectinas extraidas de los cotiledones remojados contienen este aztcar (=
13%) y en menor proporcion que los otros cultivares. La abundancia de Xilosa cn 2626 y
FM fue mayor en pectinas extrafdas de cotiledones remojados (=27 a 33%) que del
cotileddn seco (=20 a 23%). Micntras que en Bayo Mecentral, el remojo no disminuyé la
abundancia de esta pentosa (=20 a 18%). En el caso de la arabinosa, su abundancia

disminuyé en todos los cultivares remojados. Con excepciéon de pectina extraida de Bayo
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Mecentral remojado que presento aproximadamente 5% las otras muestras no contcnian

glucosa y / o galactosa (Cuadro 8).

Cuadro 8
Composicién porcentual de los monosacdridos en las pectinas
precipitadas con etanol al 85 %

Muestras Ramnosa Xilosa Arabinosa Glu — Gal
2626s 32.37 20.49 47.14 0.00
2626r 31.79 33.04 35.16 0.00

FMs 0.00 23.75 76.25 0.00
FMr 12.76 27.13 60.11 0.00
BMs 37.50 20.32 42.18 0.00
BMr 43.48 18.00 33.72 4.80
Abreviaturas: 2626s; 2626 seco; 2626r: 2626 remojado; FMs: Flor de mayo seco; FMr: Flor de mayo

remojado; BMs: Bayome central seco; BMr: Bayome central remojado.

En las pectinas se puede distinguir al menos dos tipos dc dominios, los
homogalacturonanos formados por polimeros de acido galacturonico y los
ramnogalacturonanos que contienen ramnosa y dcido galacturonico de forma dispersa
(Garcia y Pefia, 1995). La ramnosa sirve como punto de ramificacién en la molécula de
pectina y a clla se unen los polimeros de aztGcares neutros como cadenas laterales. (Carpita
y Gibeaut, 1993). Se piensa que cstos dominios estdn covalentemente unidos. Formando
una maya de pectinas a través de la lamina media y de la pared celular primaria.

El dominio de homogalacturonanos es mdis abundante en la lamina media y el de
ramnogalacturonano en la pared primaria. Uno de los factores que evita o retarda la

termosolubilizacién es su fuerza de unién con calcio.

De acuerdo con lo anterior, la composiciéon de azicares neutros de las pectinas precipitadas

con etanol (cuadro 6 y 8) es consistente con la presencia de homogalacturonano y
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ramnogalacturonano en la pared cAcl\.'lI‘nr de los cotiledones de los diversos cultivares. En

rse a que en el frijol remojado, la interaccién pectina
calcio  fuese’ < seco 'y por tanto en el primer caso, la coccion

lermosb‘lubilece' las pectinas y en el segundo no.

La mayor abundancm de xﬂos

n las pectinas aisladas de semillas remojadas de los

cultwares I‘lor dc Mayo y 2626 sugl re que la diferencia en la magnitud de la interaccién

pectma Ca podrm ser consecuencm ‘de un mayor grado de Xilosidacién en el hidroxilo del

carbono 3 del rcSIduo de acndo urénico. Se ha demostrado que este tipo de modificacién de

la cadena prmcnpal en ln peclma dlsmmuyc su fuerza de interaccién con calcio (Le Goff 'y

col. 2000). La valldnc én dc esla interpretacién requiere demostrar que el residuo de dcido
galacturonico de‘ Iq-ggdcnn prmcnpul de pectina efectivamente se encuentra modificado.
Para el caso del ﬁ-i‘jolb Béyo Mecentral, la pectina se podria estar modificando a través de
una acetilacién del residuo de dcido urénico (Renard y Jarvis, 1999). El contenido de

acetilos de las pectinas no fue determinado ¢n este trabajo.
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7.3 PESO MOLECULAR DE LAS PECTINAS Y FUERZA DE INTERACCION DE

LAS PECTINAS CON LOS IONES

7.3.1 FILTRACION EN GEL

En los experimentos de filtracién en gel, la recuperacién de las pectinas fue en todos los
casos mayor del 60% y en todos los casos este porcentaje de recuperacién mejord con el
remojo (Figuras L y M). En ninguno de los cultivares el remojo modifico el peso molecular
de las pectinas (Figuras L y M). Estc resultado se observo cuantificando las pectinas como
azucares totales (Figura L) o como dcido urdénico (Figura M).

En frijoles frescos, el remojo de la semilla de frijol resulta en una disminucién del peso
molecular de la pectina (Blancas, 2001). Se propone que estas modificaciones se deben a la
accion de las enzimas presentes en la pa.\;e& célula.r (datos no publicados, Martinez). Por lo
que el hecho de que el peso molecular dé las pectinas aisladas de frijoles endurecidos no

haya disminuido durante el remojo

ugierc que las hidrolasas de la pared celular se

inactivaron durante el deterioro de l‘a>vsen‘1illn o bien que durante ¢l remojo la pectina se
modificod y estas modificaciones disminuyéron la accesibilidad del sustrato al sitio activo de
la enzima. Existe evidencia que apoya cualquicra de las propuestas descritas., Se ha
demostrado que durante el deterioro la actividad cnzimatica disminuye (datos no
publicados, Martinez, Pacheco y Rios) ademas, la abundancia de xilosa en pectinas aisladas
de frijoles endurecidos remojados fue mayor que las aisladas de frijoles secos (cuadro 8,
este trabajo). En conjunto los resultados anteriores indican que ¢l cfecto benéfico del
remojo en la coccion del frijol endurecido no se debe a cambios en ¢l peso molecular de la

pectina.

a7




Figura L
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7.3.2 FRACCIONAMIENTO DE LAS PECTINAS EN UNA COLUMNA DE
INTERCAMBIO IONICO

L.as pectinas extraidas tanto de cotiledones remojados como secos contenian dos fracciones:
1) Una que sé unié tenazmente a la columna (obteniéndose este resultado por la diferencia
entre las pectinas que sc cluyeron y las cuantificadas en las fracciones recolectadas), la cual
no cluyo ni con 2M de NaCl (Cuadro 9)

Aparentemente _esta interaccién es mds evidente cuando las pectinas se expresan como

Acido u ¢ nico riendo que la regién de homo galacturonanos presento mayor afinidad

Sl

por la col :ﬁnh_ que.la region de heterogalacturonico. En todos los tratamientos y para todos

los cultivares se observo algo similar,

Cuadro 9
Azicares totales y dcido urénico unidos tenazmente a la
columna de intercambio ionico
- Y 1 > 0, - 1 b o,
Variedad Azucares totales (%) Acido urénico (%)

Secos Remojados Secos Remojados
2626 36.78 52.83 78.99 67.13
FM 30.49 10.42 69.22 78.46
BM 30.94 41.21 69.70 58.23

Los datos mostrados en esta tabla son el promedio de dos experimentos
*Fraccion de dzucares totales no recuperados de la columna
**Fraccion de acido urénico no recuperados de la columna

2) La otra fraccion eluyo de la columna con el gradiente de NaCl utilizado (0.00 a 2.00M).
En ¢l patrén de clucion de pectina recuperada se observo una fraccion de azicares neutros
que no contenia dcido galacturénico puesto que no se unié a la columna. El contenido de
esta fraccidon fue cultivar dependiente. siendo mayor para Bayo Mécentral y menor para
Flor de Mayo.

El remojo del cotiledén disminuyd la fuerza de unién de la pectina a la columna de DEAE

— celulosa. En el caso de 2626 y Bayo Mecentral (figura NA y NC), cl remojo del cotiledon

TESIS 7 *
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incremento la abundancia de la fraccién débilmente unida a la columna (eluida con 0.25M
dec NaCl), micntras que’en todos los cultivares (Figuras NA, NB y NC) el remojo

disminuyo la ﬁ-'accién“élj 'cjé_'é:én_ 2M de NaCl. En las figuras OA, OB y OC, se muestra el

patrén de elucién cuantificado como #cido urénico, en todos los casos se observé que la

tnica fraccién de urénico e se eluyé estd débilmente unida a la columna, pues se eluyé

con 0.25M de NaCl.
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En el‘cuudro_ 10 se muestra la abundancia de dcido urénico en las pectinas que se cluyeron
de la coiumna y las que se quedaron unidas. Con excepcién de la variedad Flor de mayo se
pﬁcdé obs’cr‘\{ur bquc la abundancia de écido urénicos, fue mayor c¢n las pectinas que no
cluycron‘: dc la' columna. Lo anterior sugirié que las pectinas unidas fuertementc a la
columna - conticnen regiones de homogalacturonano. La abundancia de cste dominio
representado por la pectina tenazmente unida fue similar para ambos lotes (cuadro 9)
indicando que el remojo de la semilla no modifico este dominio y que por lo tanto. la
coccién  del  frijol endurccido no invelucra modificaciones en la regiéon de

homogalacturonano.

Cuadro 10
Relacién de aziicares neutros /acido urénico de las pectinas separadas
en la columna de intercambio _ionico
Pectinas unidas tenazmentc Pectinas que eluycron
Variedad a la columna
Seco Remojado Seco Remojado

2626 3.98 12.91 14.36 18.23
FM 3.08 6.64 10.48 11.49
BM 2.56 2.52 2.69 2.64

Por otro laqu; ]a abundancin de aztcares ncutros en las pectinas aisladas de frijol remojado,
asi como la:s‘.‘aisrl‘addé de frijol se;:o y que eluyen cen la columna de intercambio ionico,
indica quc”" csms ‘tﬁ'accioncs contienen mayor contenido de un polimero altamente
ramificado, por ejemplo ramnogalacturonano, semejante a los polimeros que se encuentran
formando parte de la pared celular primaria (Redgwell y Selvendran, 1986). La fuerza de
unién a la columna de este polimero ramificado fue menor cuando sc aislo de frijol

remojado que cuando provenia de frijol seco. Como ya se indicé una forma de disminuir la
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fuerza de interaccién pectina - cation divalentc es a través dc xilosidar o acetilar el
hidroxilo del C-3 y C-2 respectivamente, del residuo de dcido urénico (Le Goff y col. 2000;
chnrd y Jarvis 1999). Los datos anteriores, al igual que los del cuadro 8 sugicren que una
fmcciéq de in pectina aislada del frijol remojado se modifica de forma tal que la interaccién
pectiq; cauén diincnlc disminuye. Para dcmostrar la propuesta anterior se requiere
cuuhv;iﬁ;:ii;' xilosa y acctato en estas fracciones.

Lo's datos anteriores sc pueden integrar en el siguicnte modeclo: Estructuralmente se ha
dcmostrad,o' que la coccioén del frijol resulta de la separaciéon celular (Shomer y col. 1990).
Lo cual parece scr consecucncia de la termosolubilizacion de la pectina y el
termorelajamiento de la pared primaria que conlleva a un incremento en la presidn de
turgor con la consecuente separacién celular.

Los datos mostrados en e¢! trabajo sugicren que el remojo de la semilla favorece la
xilosidacién y/o acetilacién de las pectinas presentes en la pared celular primaria dominios
ramnogalacturonano, lo que resulta en una disminucién de la fuerza de interaccién pectina
— calcio (cation abunt.iante en la pared celular). Esto favoreceria la termosolubilizacién de
cstos dominios pecticos arrastrando consigo los dominios covalentemente unidos de
homogalacturonano presentes principalmente en la lamina media. Asi la solubilizacién de
la molécula de pectina resultaria en la solubilizacion de la lamina media y en la relajacion
de la pared primaria, lo que conduce al sumento de turgor y a la separacién celular. En el
caso del frijol seco; la termosolubilizacién de los dominios de ramnogalacturonano no se
realiza debido a su fuerte interaccion con calcio. Con lo cual no se produce la cascada de

eventos que producen la coccién.
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8 CONCLUSIONES

La cantidad de agua absorbida por los cotiledones no cs la responsable de que los
frijoles deteriorados remojados puedan cocerse

El remojo no modifica la relacién de Azucares ncutros / Acido urénico de las pectinas
El remojo no'quificablo.s pésoéj'mblgcu!gres de las pectinas.

El remojo disiﬁinuyé la de unién de las pectinas a la columna de intercambio

ionico.

uencia final es la coccién de los

Sobre la bdse de los resultados obtenidos se propone el siguiente modeclo

i6n de azucares neutros de las pectinas. La cual es la
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9 Modelo

Como ya se mencioné en los antecedentes la pared celular es la zona mas externa de las
células vegcthlcs; en el caso de los cotiledones constituida por pared primaria y lamina
mediz; (Figura Pj, esta ultima sirve como cemento para mantener unidas a las células
(Figura Q)

Figura I*

Pared celular con lamina media

-

P

__TESK o7y
FALLA DE CRIGEN 5’

Py




Figura Q

Dos parcdes cclulares unidas por una |

i

f

Pa red célu!

Tras el remojo de los cotiledones de las semillas deterioradas las pectinas se xilosidan y/o
acetilan, lo que se traduce como una perdida en la fuerza de interaccién de las pectinas con
los iones calcio (Figura R) Esto favoreccria: la termosolubilizacién de estos dominios
pecticos' arrastrjando odnsiéo los ‘dominios; covalentemente unidos de homogalacturonano
presentes pﬁhcipulmentc en IA lamine media. Asi la solubilizacién de la molécula de
pectina rcsﬁlta.rln en la solubilizacién de la lamina media y en la relajacién de la pared

primaria, lo que conduce al aumento de turgor y a la separacion celular (Figura S)

58




(Figura R)
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Figura S
Parcdes celulares sin pectina
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ANEXO 1

PREPARACION DE LA COLUMNA DE INTERCAMBIO IONICO
La resina DEAE celulosa (Sigma) fue remojada en agua desionizada 24 horas para permitir
que esta se hidratara, para posteriormente realizarle 4 lavados con agua desionizada,
agitando cuidadosamente con una varilla de vidrio y extrayendo la resina que no
precipitaba después de 10 minutos (conocida como los finos) por medio de una trampa dc
vacio, tras los lavados, la resina fue colocada en una solucién de hidroxido de sodio (Baker)

0.5 N, dcjéndola vreposar 30 mmutos, tras este periodo, la resina fue lavada con agua

dcsxommda. hastu lograr un pH ercnno a la neutralidad. Cuando esto se logrd se colocéd en

llmckrc_vdt) 0.5 N dejandola reposar 30 minutos, para

E, y se llena hasta la mitad con HCl 0.5 N.
l”crmmendo el ﬂu arte inferior de Ia columna, se agregé lentamente la
suspensién de la resina por: la’part superiér de la columna con la ayuda de una varilla de
vidrio, cuidnﬁ'clouséeﬂrhp;‘c de reéina no cayese de golpe en la columna ni que esta se
secasc en mngun momenlo. Cuzmdo la columna se lleno fue cquilibrada con ¢l bufer de

fosfatos, hasta quc esta alcnnza un pH de 6.5
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ANEXO 2

PREPARACION DE LA COLUMNA DE PESOS MOLECULARES
Se colocé la resina SEPHACRYL $-400 en agua desionizada dentro de un matraz kitasato
teniendo el cuidado de agregar el agua en una forma muy lenta por las paredes del
recipiente cdn ayuda de un agitador, tras dcjarla reposar 25 minutos se eliminé el agua de
lavado con una tmmpa de vacfo. Para eliminar ¢l aire que se pudiese encontrar en la resina

se ta el matraz se coneclo al vacio durante 1 hora. La resina fuc ecmpacada en una
po Y

columna B:orra S cm de diametro por 40 cm de alto de la siguiente manera: sc colocéd

la columnn en posiclén vertical, y se lleno hasta la mitad con agua. Permitiendo el flujo del

agua por la'part erior de la columna, se agregé lentamente la suspension de la resina por
la columna con la ayuda de una varilla de vidrio, cuidando siempre de

que la resina no ‘cayese de golpe en la columna ni que esta se secase en ningiin momento.

Una vez cmpéc 'dn columna. se equilibro con 500 ml del bufer de acetatos 200 mM a pH

5 que sc usara para scpamr las muestras.

Tras cada scpamclén dc una ‘muestra la columna se lavé con 500 ml del bufer de acetatos.
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