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1 RESUMEN 

El almacenamiento de las semillas de frijol en condiciones inadecuadas (humedades 

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

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

a) Después del remojo de la semill~ como un incremento en el tiempo de cocción con 

respecto a los frijoles frescos: consecuencia de qu~'_la v~_locidad de tennosolubilización 

de las pectinas de los cotiledones de los. frij~l~s·.:d.iS~inuyó; 

b) Incapacidad de los frijoles secos p~'.~~ciccr5e: -debido a que las pectinas no se 

tcrmosolubiliznn. 

Estos hechos sugieren que en las semilllls deteriomdaS las características de las pectinas 

presentes en los cotiledones de frijoles secos y remojadOs son diferentes. 

Con la finalidad de identificar algunas de las características de las pectinas que permiten o 

no su tennosolubiliz.ación en este trabajo se determinaron: la composición de azúcares de la 

pectin~ su fuerza de interacción con iones Ca++ (de manera indirecta} y su peso molecular. 

Encontrando que Ja interacción de las pectinas con los iones y la composición de los 

azúcares neutros se modifica con el remojo, siendo estas modificaciones las responsables 

de la tennosolubiJización de las pCctinas de los frijoles deteriorados. 



2 JUSTIFICACIÓN 

El frijol es un alimento ampliamente consumido en todo el mundo, pero principalmente en 

México .. donde es la leguminosa mas consumida. Ocupa el segundo lugar después del mafz. 

en cuanto a su consumo percapitn., por otra parte_ es .una importante fuente de ingresos para 

los campesinos de nuestro país. espccialment~. ~3:~ --.~oS' ~e tos Estados de Zacatccas. 

Durango Guannjuato, Snn Luis Potosí, .Chihuahua.,· Chi~~~s y Puebla; pues ellos en el ciclo 
- ': .".-· -... :::: 

agrícola Primavera verano de 1991 fueron los principales prodÚctores ( lNEGI 1997). 

Además el frijol aporto una gran parte de lns proteínas, carbohidratos, minerales y fibra a la 

dieta de los seres humanos .. es barato y se puede preparar en Una gran variedad de estilos y 

formas, siendo estas tan variadas como la imaginación lo per~ita. Pero -~uando los frijoles 

se deterioran pierden gran parte de sus cualidades sensoriales Pues su,sabor y textura se 

vuelven un tanto desagradables~ así mismo su valor nutritivo ·dismiOUyC- pues se pierden 
·,,: . ··.... ..:. :·,'·-- .. · 

parte de tas proteínas y vitaminas que contiené: ~ .causa.~~1-,~~~~.~~~c-~n:liento._al que deben 

de ser sometidos para su consumo. Aumenta el cosiO dé:sU'PrCj,ara.ci.ón pues al requerirse 

de un mayor tiempo para su coccióri también ~,requiere. de una mayor cantidad de 

combustible .. 

Si bien es cierto que et deterioro de tos frijoles se puede evitar almacenándolos bajo 

condiciones adecuadas. tales como: Cortos periodos de tiempo. y en almacenes con 

temperaturas y humedades relativas bajas. el lograr esto es casi imposible. pues la mayor 

producción de frijol se tiene en verano. cuando tas temperaturas y humedades relativas son 

altas, además de que se tiene que almacenar el grano para su consumo en el resto del afio. 
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Si ndemás de lo anteriormente citado se tiene 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, es.fácil el suponer que gran parte de la producción se pierda a causa del deterioro 

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

económicas tanto pnm los productores como paro los consumidores (SAGARPA, ~1997). 

La finalidad de este estudio 'es conocer mejor los efectos del deteñoro, p'ues al aumentar los 

conocimientos serñ mas -fácil resolver dicho problema. 



3 INTRODUCCIÓN 

El frijol común (Phaseo/us vulgaris) es ampliamente consumido alreded~r del mundo, pero 

principalmente en América latina y otros países en vías de desarroll~~-.ErfrijOI se prepara de 

diversas maneras pero todas éstas requieren un pretratarriienl~/~i·::~tt(~~-~~i~t:C.en remojar 

los granos de 8 a 12 ho~ para posteriormente cocerlos_'C~·~f~~·t~Wi1~~~~\~~~~ que estos 
" :::·: ... ~,·'":·~·\".;¡<;:;A, :~h;·:2;:~:~~:: •", ', 

adquieran caracterlstieas de te><tura y sabor deseables:. Al périOdo.-dúrante'e!'cual los frijoles 
. . . ----- ;~·::-0:1" ~~~~;~-~·-'1·:~;p{~"- ::~:::~·'.·::·E"~:¿¡ :'~· 

se mantiene en agua hirviendo pnra ndquirir lás cnractCTíStiCllS ·de·,:·53bQ[-·.-y.·_1eXÍ:üm deSeables 
,:· ... ;:· _::..,,-:¡:-~. :·,:·; .'::.-~-.-::..::::~·:-'. :"';. : .. ·::: · .. --·'; ' -

se le conoce ~orno tiempo de cocción. > .. :·~>:}j~f>'.//i .,,;~,> )_-,.·.·. 

• ;,t · .' .. ·.;, ;;· ·:,-:~,:'·:::.:' ;,,-•,,:/.).~ •. ~:~:-···.:e.""'~ · _, .'. · 
La suavización de los frijoles por medio d~ ·1a·~c'?cc:::~_ó_n::d~~C\~~-::~·~d.~mentalmentc de la 

separación de las células que los conforman, pu;,{ ~:~~~~j:\;s~/~·~~~~ión. no se da el 

ablandamiento es pequeño o no se da (Hincks };,St~t;R;.~;6). :·;;· . 
El material que mantiene unidas a l~s célula;; d~-~~O~-~frij~J~~,:;;S"'_i~',.1amma media .. .' la cual esta 

constituida principalmente por pectinas. EStas ~h-~-~:~á~'.'dC.j)ó'~-~acaridos que tienen en 
. - " - - "~ ·"~- .-:.:,,-.--~- -· - . - ' . 

común la propiedad de ser extraibles cOÍt sOtuci¡,.;~~··acuC:~S- dc;--a'.g'é~(c;;~ quelBntes. Entre tas - . . . - ' . 

pectinas que confonnan la lamina media de los-cotÜedo~es de los frijoles pcidemos contar: 

Homogalacturonanas, Ramnogalacturonanas 1 y 11., Arabinanas. Xilanas, xiloglucanas 

(Sto lle y col. 1999, García y Peña 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 cocción., este defecto es conocido con diferentes nombres: Had too coock. 

endurecimiento., envejecimiento o deterioro. 
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Como resultado de diferentes investigaciones se sabe que et proceso de deterioro implica 

cambios estructurales., fisicos y bioquímicos., en la semilla. Sin embargo el mecanismo por 

medio del cual se endurece el frijol es muy complejo ( Liu, 1995, Reyes y Paredes 1993). 

La cocción de tos frijoles deteriorados solo se realiza si las semillas se remojan previo al 

tratamiento térmico., lo cual puede implicar que durante el remojo del grano., las pectinas se 

modifiquen de tal manera que estas se puedan tennosolubiliza.r .. 

Con la finalidad de identificar si et remojo de las semillas deterioradas provoca 

modificaciones en las pectinas de la lamina media del cotiledón., se aislaron tas pectinas de 

los cotiledones de los frijoles deteriorados secos y remojados. comparando la composición 

de azucares neutros., pesos moleculares y afinidad con los iones Ca++ (de manera indirecta). 
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4 ANTECEDENTES 

4.1 NOMBRES DEL FRIJOL EN MÉXICO 

De las más de 1300 especies de legumbres únicamente cerca de 20 son consumidas 

comúnmente por Jos humanos, una de ellas es el frijol común (Phaseolus vulgaris) del cual 

se consume el grano (Reyes y Paredes. 1993) .. este recibe diferentes nombres dentro de 

nuestro país algunos de ellos __ son: Alubia (Aguascalientes. Durnngo. Jalapa. Puebla. 

Quintana Roo~-~,-~~()~ote 
0
(D. F .• Hidalgo. Estado de México. Morelia. Puebla. Queretaro. 

Tlaxcala); BÓtil '-''.(Chiapas); Comba (Guerrero. Estado de México. Michoacán); 

Chichimequeí,{cve"1cruz); Habichuela (Durnngo); lbe (Campeche. Quintana Roo: 

Yucatán);--Judú.'.--'caucrrero. Estado de México. Michoacán). Mayocoba (Sinaloa); Patlaxte 

(Puebla). Patn~hc (Chiapas); Pato! (Durango. Zacatecas): Patoles (Agunscalientes): 

Tccomare (Chihuahua); Tepan (Sonora); Vigna (Bajacalifornia Sur); Xpelón (Campeche. 

Quintana Roo, Yucntan) (INEGI. 1997). 

4.2 ORÍGENES DEL FRIJOL 

El frijol (Pha.veolus vulgaris) es una leguminosa originaria de América pero actualmente es 

cultivada en gran parte del mundo. Su producción se ha extendido desde los 52° N hasta los 

32ºS y desde el nivel del mar en América y Europa hasta altitudes de mas de 3000 m en 

los andes summeric11:nos. El frijol fue domesticado originalmente en las tierras altas de 

Latinoamérica hace más de 7000 años. identificándose 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 callejón de Huayales. Perú). los frijoles 
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cultivados en cada uno de estos puntos presentan diferencias agronómicas y morfológicas 

(Grnham y Ranalli, 1997; Mendoza, 1992). 

La dispersión Ci~. to.S frijoles alrededor del mundo aparentemente siguió diferentes rutas. Los 
~; > . 

frijoles del·:81Úplano·mexicano se dispersaron a centro América y norte de Brasil vfa el 

caribe y ,en· ;,:;en~f.:nedida en el sudoeste de los Estados Unidos. La mayoría de los frijoles 
. . : : • . e~. ~'. 

encont~dos·er;:.'éu'roPa son del tipo de los frijoles de suramerica y probablemente fueron 

introducid~{a_t.~vés de la península ilx!rica y de ahí a África durante el trafico de esclavos 

y postcrionnentc· al noreste de los Estados Unidos vía inmigración (Graham y Ranalli 

1997). 

4.3 DESCRIPCIÓN BOTÁNICA 

El frijol. común (Phasco/us vulgaris) es una leguminosa. tribu Phaseoleac. subfamilia 

Papilionoideae (Reyes y Paredes, 1993). 

Debido al gran .número de variedades. se clasifican normalmente. según su pone. en dos 

grupos: arbustivas, .de crecimiento bajo y determinado; y en trepadoras. de tallos largos y 

crecimiento indefinido, aunque es importante aclarar que durante la germinación la planta 

es esencialmente trepadora y que conforme se desarrolla adquiere cualquiera de las dos 

características antes mencionadas. La abundancia de ramificación y follaje, así como la 

duración de ciclo vegetativo._ también son imponantcs para su clasificación (INEGI. 1997). 

En la planta madura el tallo es aristado o cilíndrico. hueco y con la epidermis pubescente o 

lisa. Las hojas superiores (exceptuando las dos primeras en la germinación. que son simples 

y opuestas) son alternas y compuestas. se forman de tres folíolos. con el haz frecuentemente 

piloso. el central es obovado y simétrico. los laterales asimétricos. con ta base del peciolo 

engrosada. debajo de la cual hay un par de estípulas; el tamaño y forma de la hoja varían 
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considerablemente según la variedad o los factores ambientales. Las flores son 

amariposadas. bisexuales. su color varia del blanco al morado y aunque el color de Ja 

semilla y el de la flor es genéticamente independiente se puede establecer generolmcnte una 

relación entre ambos .. Una carnéterfstica distintiva del género. es.que el ápice de la quilla 
< < < 

está arrollado en espiral; las flores están dispuestas en racimos en las axil.as:dC'tas' hojas .. los 
,_:e·;.\, 

racimos pueden· váriní-. deSde una flor hasta varias de ellas (Gmhám y ~~alÚ.1997). El 

fruto. es ,_¡na- legumbre .d'ehi~cente .. puede ser aplánad~-·r~ctn o CurV~:.~o~-·áp"t~e; ;~h~orvado o 
,· · __ ·_.· ' •.. ·-- _ .• ·._, • -- ., . ,. .:>. ---·."- -· .... _ ~, ......... · • 

recto, el colo;·¡;~ variable, de verde u~ifÓrme a morado casi ~~gr~·; C·o.Oti·~~~·~·~ari~ semillas 

de fÓ~~~ .. ~·~e :-~~~ .deSde l~ esférica hasta In. casi cil~~~~icn.. si~~d~·<·l~::.:~i¿::.:·Común la . ·" ·. '· - . . . ".. ., ··:. 

anifton~d·~·la coloi-ll~·ió~ ~~ema t~bién.varia m~cho, de negro n°bta~~o: ~·~nd~ casi por 

toda< la gama de colore~ y ~~ede ser u~iforme; jaspeada. punteada o manc~¡da. el peso de 

las semilla~ ~,;.:ia cl;;i;d;, I~~ :~o iii's e!n aÍg.inas variedades salvajes de México hasta más de 
<', 

2000 mg en algu,'.,aii_varied;,:des colombianas (Reyes y Paredes 1997). 

Las semi11a5\1~'~Ú~/;iiu:é:!'..'l:J€: g:rmmar entre 5 y 7 dlas en el suelo. el tiempo de 

florescenci~"~~~¡~:,d~'S~~~fd~· .. c¡;·ri":~i~c~ltÍvar~ In temperatura y la cantidad de luz (Grahnm y 

Ranalli.J~97f\, - ~t~ :·'?' . 
'' ;.: :~_:,., .. ; :-·.<:';·'' . 

4.4 ESTRUCTURA DE LAS SEMILLAS DE FRIJOL 

Las semillas d~ ~¡j~{~~~;~;:&uto el eÚal se desarrolla a partir de un óvulo. El frijol se 

encuentra c~~te~·fJ;:~:-~:~·;-.. ~~· vaina (que cuando esta verde y no ha madurado se conoce 

como eJote), 1~'-:y~·i~B'. "P~Cd'e -ser· recta o arquead~ la cual al abrirse en dos valvas deja al 
. ,.·:<, 

descubierto las Sef!1illas·. En el exterior de las semillas se pueden apreciar las siguientes 

estructuras: testa, !llicropilo, hilo y lentilla, en el interior de la semilla se pueden apreciar 
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dos cotiledones, y un eje embrionario fonnado por epicotilo e hipocotilo. (Reyes y Paredes, 

1993. Graham y Ranalli 1997) 

4.4.l EXTERIOR 

La testa es la capa que cubre a los cotiledones y al embrión protegiéndolos del exterior. 

Además en ésta se encuentran las características de color y disefto que carncteriz.an a las 

semillás de cada cultivar, estas caracterfsticas se forman durante el desarrollo de las 

semillas. 

El hilo es una cicatriz ovalada que aparece en el lugar donde Ja· semilla estaba unida al 

funlculo. 
. ' 

El micropilo es una abertura pequeña por ;~cual pe.ietr() el polen al óvulo. 

La lentill.._' que son Un ~rupo ~e'. ~élu:I~~ que ront!'Cn la .testa y facilita el intercambio de 
. ·., ·.•. 

gases, se especllla q~~ J~:~~~::~~~i~:·!~·~t~~-t~,'~f~cropiJo y el hilo forman un sistema integral 

de absorción de ngu~ á' 1..: se~;Íli1 (~éy,;~ 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 (el 90%), en ellos se encuentran las substancias de reserva (Proteínas, 

lípidos y carbohidratos), por la desecación que sufre la semilla al madurar, las células 

parenquimatosas de los cotiledones reducen los organelos celulares, solamente contienen 

gránulos de almidón. diseminados cuerpos proteicos y lipidicos (Tovar. 1997). los 

cotiledones se encuentran a los Indos del epicotilo el cual dará origen al tallo que tendrá por 

sus dos primeras hojas a los cotiledones. El hipocotilo dará origen a la radícula. la cual 

posteriormente se transformara en la ralz de la planta (Reyes y Paredes. 1993) Figura B. 
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4.5 CARACTERÍSTICAS DE CALIDAD DEL GRANO 

La calidad del grano está asociada a factores tales como: valor alimenticio. características 

de remojo y tiempos de cocción. 

Estos factores se encuentran afectados por las características genéticas de Jos granos e 

influencias ambientales (Hincks y Stanlcy. 1986. Kyrinkidis y col 1997). 

4.5.l VALOR ALIMENTICIO 

Los frijoles comunes son. una importante fuente de proteínas y una excelente fuente de 

carbohidratos. Aportan una importante cantidad de fibra soluble. la cual es.particularmente 

efectiva en el control del colesterol en la sangre. además de agilizar la Circulación de los 

alimentos a través del aparato circulatorio (McDougall y col '1996). ;io;·.·frijo'tes comunes 

son bajos en sodio y unB búeM-"fuente' de vitaminas Íales cOmo: : : 

Tiaminn o vitainiria s.·.;Ri~iab-iria. Niacin~ Vitamina 86-Y á~id0_-ro·üc(;-)<U'na·gra0 cantidad 

de minerales t~I~~ .i~~~; ci1cio; Hierro. Cobre~ ~~f ;Ir~~~1iz!~~i~:{~tfr· ·además de 

aportar un~ sr:in~ .. ~~"¡'Ja:d: _de-. ácid~s ~~~O-~- poli -instaunldos;::talcS.':cOmo:>Linoleico o 
... ·_ . ·······. \·:_.,· .. r~j·-.,;.._.;;.~~"~~ .,·:. 

vitamina F .. y Linolenico. Además de tener todos estos nutrimefilOs~Jo's:.·&ijOies se pueden 
··.'.',"t:• . 

almacenar por largos periodos de tiempo. 

Pese n todas estas ventajas los frijoles presentan varios aspectos no de~_ables. inhibidres 

enzimáticos9 producción de flatulencias y hemaglutininas. Todos estos factc:>i:-es indeseables 

pueden ser eliminados con una correcta preparación de los frijoles. (~eyes y Paredes. 

1993). 

Es importante mencionar que cuando los frijoles se endurecen se prolongan los tiempos de 

cocción lo cual repercute en la disminución de su valor nutritivo. pues se pierden proteínas 

y vitaminas termo sensibles (Martín y col. 1995). 
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4.6 PREPARACION DE LOS GRANOS 

Ln preparación de los frijoles paro. su consumo es muy variada y depende en gran media de 

las costumbre y -gustos de cada región. pero en general se siguen dos pasos fundnnlentnlcs. 

los cuales son: el remojo. de las semillas durante periodos que van desde 18 a 24 horas y In 

cocción de los.iniSinos !'="agua hirviendo. siendo el tiempo de cocción de los frijoles 

dependiente de las características propias del grano asi como de tns condiciones de 

almacenamiento (Reyes y Paredes; 1993). 

4.6.l REMO.JO DE LAS SEMILLAS 

En Jos frijoles frescos el remojo nyudn n ubtundarlos. siendo este nblnndamiento 

dependiente de In cantidad de agua absorbida y del tiempo de remojo (Nissrcen; 1998) .. 

En las primeras etapas del remojo de los frijoles los cotiledones tienden n absorber agua 

rápidamente. seguida de una etnpn en la cual In absorción de agua es lenta (Hincks y 

Stnnley; 1986; Nissrccn; 1998). 

Como consecuencia del remojo de las semillas de frijol frescas ocurren una serie de 

cambios en los elementos que constituyen n las células: 

Los granos de almidón se hidrutnri e hinchan 

Lo cual ocasiona un aumento en el turgor de las células. que tiene como consecuencia 

una 

Disminución en Ja adhesión entre las células adyacentes. 
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4.6.2 EL PROCESO DE COCCIÓN 

Durante el proceso de cocción de los frijoles frescos ocurren una serie de cambios 

estructurales, y quí~icoS ·en· las semillas de frijol, pues el calor aplicado provoca la . .· 

gelatiniz.ación de los grán-.;los de almidón, degradación y/o solubilizaron de las substancias 

pecticas y, la desnaturaliza<::ió~ de las proteínas del citoplasma. estos cambios contribuyen 

de una manera fundamental en el ablandamiento de la semilla y la adquisición las 

características de palatibilidad deseadas. 

4.7 LA PARED CELULAR 

La concepción de la pared celular como celdas estáticas y rígidas desde los días de en que 

fueron observadas por primera vez por Roberto l-looke en 1661. comenzó a cambiar apenas 

hace un poco maS d~. 40 Dftos~ cuando en Ja década de 1960 los investigadores voltearon 

literalmente sus lentf:s'-pn_r:n oJ>s~rvnrlas. Descubriendo que ellas tenían diferentes fonnas y 
. ,;, ' 

funciones. Los q~~~i~o~ (;~ffi~~~?,° a descubrir los componentes que las integraba"9 pero 

fue hasta el final '<ie"ta':f:l_é¿;icl~'.d;,, '1980 cuando se comenzaron a formular los primeros 
.. -.~ .-· . ...-:-:·:,' ~'.-::-<: :_- ·, 

modelos de lns p~e<!eS'_ celulares que fueran congruentes con las observaciones de las 

mismas durante _el i::rcCimiento ·de las células (Carpita y Gibeaut. 1993. Garcla y Pefta 

1995). 
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La pared celular en los vegetales tiene múltiples funciones, pudiéndose reconocer ni menos 

J fundamentales. las cuales son: 

Reconocimiento celular. pues es la capa más externa de las células vegetales 

Transporte de ,las macro moléculas y otras substancias entre las células 

Otorga fuerza ·y rigidez a los tejidos vegetales (García y Pei\a 1995, Carpita y 

Gibeautl 993) 

La textura de los vegetales esta determinada en gran mediada por la composición de las 

paredes celulares (Coimbra y col; 1996) y su anatomía 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 estática. pues se está modificando continuamente 

durante el desarrollo de la semilla (Stollc y col. 1999). durante el almacenamiento de los 

granos maduros los cambios continúan. debido a diversos factores. como lo son: la 

temperatura. humedad. tiempo. etc. (Martin y col. 1995). 

Las paredes celulares son químicamente complejas. La complejidad se incrementa si 

tomamos en cuenta la composición, organización y proporción se modifica durante el 

desarrollo de la semilla (Stolle y col. 1999) y _la exposición de la misma a los factores 

ambientales (Carpita y Gibeaut. 1993). 

En una forma general las paredes celularCs eStán compuestas de proteínas y micro fibras de 

celulosa. embebidas en una matriz de pectinas y hemicelulosas (McDougall y col. 1996). 
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Figura C 

TESIS CON 
FALLA. DE ORIGEN 

1 

Estructura de las células de los cotiledones de frijol común 

Abrebiaturas: S: Granulas de almidón: PB: Cuerpos proteicos; PP: Pared primaria: LM: 
Lan1ina media. Tomada de (Reyes y Paredes. 1993). 

4.7.l PROTEINAS 

A pesar de que los componentes mayoritarios de la pared celular son los polisacáridos .. se 

sabe desde hace tiempo de la preSencia de· proteínas.. especialmente en las paredes 

primarias. 

Todas tas proteínas de pared analiz.adas en detalle han resultado ser glicoproteínas. Algunas 

de estas glicoproteinas de pared juegan un papel estructural importante .. mientras que otras 

poseen funciones enzimáticas dentro del metabolismo de la pared celular (García y Peña: 

1995). 
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Entre las proteínas de la pared celular podemos contar: Pectin metilestemsa.. 

poligatacturonasas. pcroxidasas, glicosidadasas. y pcctinasas (Stolle y col. 1999. García y 

Pei'la, 1995). 

Estas enzimas son muy activas en las primeras fases del desarrollo de las paredes celulares 

de los cotiledones." manteniéndosC-·relá.ti~mcrÍte elevada su ·actividad al 'final del desarrollo '····· ·. ·' ,- -' .:·.- - . ·,... . ,' ,.,. 

de las semillas (S~on~ y·coí:'.)_999), pero la'fa~iHdad.con que.estas pueden ser extraídas de 

las paredes celUIRres dis"ffiinuye'con.CI detériorO (Martín y col. 1995). lo cual es un indicio 
- . . , . " . . ... . . ~ ' ' ' . . ' . -' .... ~ : . . '. ' -. 

de que eStOS van perdiendo su actiVidad. pues y~ no pueden á.ctuar tan fiícilmente sobre sus 

substra;os (Íiincks y St~nley; 1986) 

. 4.7.2 CELULOSA 

La celulosa es una molécula lin'?llfcó?sti~~~da por unidades de J3 - D - Glucosa. unidas con 

enlaces glucosidicos en posición·~p_;._1~·::i (Figura, O). En la pared celular un numero 

variable de cadenas. -~--~oié~i.Úá~-:-i·~diVid~~t~~ ~e celulosa se unen y f"orman agregados • 
.. . . :,~(,~:·.:x·:-:~·y·.;;~; :::~,::·_>··- . . 

dando origen a estructúrrui·nlunadiis'.microfibrillas (Figura E), estas dan origen a lo que se 
- :<:::~;-.~ .:-~-;;_ - ~··'.··, -.~.,,~ 

conoce como fa~ -Oíi~rifibi-ittlr ~de·· i~''.P~Cd ~e~~lar. Lás microfibrillas de celulosa tienen dos ' .. ' : :/·. ' "i _..__ ; 5;,.;: .. , . ~'; .. ~ . -~ - , '.. '_ :-:· ,, 

formas de orgnn'~c:=iÓ·ri~:·p~c;d~n·~rg;.n~ _'.;"n regiOnes donde los grupos hidroxilo (-OH) 
. . . ~ . 

de los azúcares que las constituyen tie:nen un D:ITeglo simétrico preciso (región cristalina). el 

cual Je confiere riotable· resistencia a Ja' tensión. y en regiones menos ordenadas (región 

paracristalina), organizadas por la presencia de moléculas de agua y residuos de 

polisacaridos no hcmiceluliticos. ubicados en el exterior del eje de simetría de las 

microfibrillas (García y Peña, 1995). 
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Molécula de celulosa 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

t OH 1. CH-CH ~ CH-OH 

! ... z;;;;::?º~º, ... :¿_._ / :i º~º, 
¡_,o~O HO~O~O HC~a ....... 
! CHzOH OH , CHzGH OH 1 

Fi~ur.1 E 

Organi7..ación de las microfibrillas de celulosa 

5~~~¿¿-!--=~~-.r::_:_.;:'"'"~~~~ 

---~---=--:..c.:_ ~ . ·~:::..-.e:-........ -..... . -=:-. -· - ~-~-=::-- - -· 
~-:........:..-=--~_;...¿_/-. --==~----;:- -::-:~,~-=::::.,,· ,. -::=:::::::: 

región no cristalina regl6n cristalina 
....... _,,,..--

............. · _ _.../ 
~ / 

: ~::~:~ .· .. _ 

Tomado de Gracia y Peña 1995 

4.7.3 Hemicelulosas 

Lns hcmicclulosas son un grupo heterogéneo de polisacáridos .. cuya composición colectiva 

varia mucho .. caracterizadas por ser insolubles en agua caliente o fria. ser insolubles en 

agentes quclantcs o soluciones ácidas di1uidas. pero que se pueden solubilizar en álcalis 
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fuertes. Una vez extraídas de la pared celular,. la mayoría pasa a ser soluble en agua 

(McDougall y col. 1996; Redgwell y Hanscn. 2000). Este requerimiento de soluciones 

alcalinas fuertes para su extracción de tas paredes, se debe a la existencia de numerosos 

puentes de hidrogeno entre las hemicelulosas y las fibras de celulosa (Carpita y Gibcaut. 

1993) como se muestra en la figura F. 

Las interacciones entre las hcmicclulosas y las fibras de celulosa tienen por finalidad el 

crear un balance entre la resistencia y la flexibilidad de las paredes celUiares (Whitney y 
,_:.::: .. ,,. 

col. 1999). 

Las hemicclulosns tienen tres grandes subgrupos,. los cuales son: a) ~ilanas., que incluyen a 

las Arabinoxilanas y a los Xiloglucanos; b) Mananas que incluyen a las Glucomananas, 

Glucuromananas .. entre otras; y e) Galactanas en las que se localiza a las Galactomananas y 

Arabinogalactanas (Gracia y Pei\a. 1995) 

4.7.4 XILOGLUCANOS 

Las moléculas de xilogtucanos constituyen del 20 al 25% de la materia seca de las paredes 

primarias de los dicotiledones.,. encontrándose también presentes en la lamina media (García 

y Peña. 1995). estos son también conocidos como amitoides. ya que pueden teñir con yodo 

(Rodríguez y col. 1998). Los xiloglucanos (figura G) son una hemicelulosa neutra. formada 

por unidades de glucosa con uniones (3 - 1 .-. 4 y sustituyentes de xilosa o fructosa 

(Thompson y Fry. 2000). 
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. 
~ - -· 

r·---

Figur-..a F 

TESIS C'"'!'1 
FALLA DE ORIGEN 

M icrofibras de celulosa in ter actuando con hcmicelulosas 

Puentes de 
hidrógeno--::;~,-,--,.._ 

Microfibrilla· 
de celulosa 

a.-Xil 
1 
.¡. 
6 

Tomado de Gracia y Pcfta. 1995 

Figura G 

Estructura de una Xiloglucana 

4) p-Glc- (1->4) P-Glc - (l->4) P- Glc -(1->4) P- Glc- (1->4) P- Glc-(1_. 

Abreviaturas: Glc: glucosa; Xil: Xilosa 
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4.7.S PECTINAS 

Las pectinas o substancias pccticas constituyen un grupo de polisacáridos ricos en ácido 

galacturónico·!,- en ·.n:ie.~o~:medida,. ramno~ arabinosa y galactosa. Al igual que en otros 

grupos de polisacaiidos.de.1~ paí-ed celular. la definición de pectinas es operativa y se basa 

en la extracciÓn'.1dc'i~-;~~~llS~ con s0luciones acuosas de un agente quelante o bien. 
extra~ció; cof~tB~~if {~~,b~i¡ f H~id.a (Rodrlguez y col; 1998). 

Las pcctinas:tienen:un:·Papet;:esc:nciat;en .. la estabilidad de la pared celular, pues existe 
·· :'.:., ~~- ·':>-).:_:~;);~~:~;:~?.~,--:~1,: •. ~ft·Y{~··--'-·.~\>";_::/ ,._ ·:_ ,::". · 

evide~~i~~;~~- ~-ue .. ~s~ .. as~·.,~st~~--~~~i~~·-.a:o~n>s~co~~ncntCs de la pared celular por medio de 

::::::tr:JJ~r1~~i~~Jt~:::: :.:~:o::~<=~t;:~d:;:ª:~ta1 ::~~n~:c:: 
estabilid~d ci~ 1..ii'~.ir~ci~s c~l~lares. _ .. ::'. >.·;- .. -
Con base en la' comPosición de su cadena principal9 las pectinas se han clasificado en 

cuatro tipos de estruCturas9 las cuales son: 

a) Homogalacturonanas9 que es una cadena lineal de a. - l-4 ácido galacturónico9 las 

cuales tienen insertadas a las Rnmnogalacturonanas 

b) Ramnogalacturonanas 1 que son el componente más abundante de la pared primaria y 

lamina media de las dicotiledóneas y estas están constituidas por una cadena principal 

de a. - 1.4 ácido galacturónico con uniones a - J 92 ramnosa. 

c) Ramnogalacturonanas 11: Caracterizadas por un alto grado de polimerización y 

estructura compleja que incluye como substituyentes ácido acético9 apiosa y otros. 

d) Arabinanas las cuales están constituidas por una cadena principal de a. - l-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 Gibcaut (Carpita y Gibcaut, 1993) proponen un modelo de la pared celular en el 

cual se pueden observar las interacciones de cada uno de los componentes de la pared 

celular Untes mencionados. (Figura H). 
- . . f• 

Er:i u~ pr~niC~-i~~:~tí-t.i~tu~l Sc·.cncucntran)ns microfibrns de celulo~ las cuales en su 

supcr,fic~-~·-·ticn~~:-~rii'd~~-'.¡;···las· ·hemicclul~sas. Esta interacción proporciona a las paredes 

celulnrcs r_csiste,.;ciri ·)/11.;tcibilidad CWllitney_. y,·,.,o.1}_199.9), en IJn tercer plano estructural 

encont"'.:11º;'. á 1~\~~ti~.}{'* ~~Kr;~2:;~;t,.~~~~~~:t;}":j ~emi~.,I~lo~"".:: por medio de 

puentes de hidrog<mo y_cniribcs cowlent~.si"''.eitdci "':¡: no solml1~nié~omo elementos de 

relle~ci ~¡~~- ~d~m~-~~~ici1:"d~ ·~n I~rit j: ~.~;·~"-~*~h~¡~~'.l~~#jfü,f':i/x• ~--··· · 
Finalment~ é ~e en~~é.:,t~ las proteínas; las, cuales -juegan u~• papel fundamental en el 

desarrollo ·de · ·~ - paredes ce-~u~~e~~-: p~~s;-~¡~~~~~-~- ~-~.~v~:~j~~~~~~~/~'C :._ organi7.ar a los 

polisacaridos du~tc el crccirili-C:ni~ Y ~c~~ll~:~~~-~-~-.:~~~~-~~~j~~;.~~·~~,~--
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Figura 11 

Modelo de la pared celular primaria 

Propuesto por Carpita y Gibcaut (1993) 

TESIS CON 
:FALLA DE OPJGEN 
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4.9 LAMINA MEDIA 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La lamina media es la primera rc!gión que se forma cuando la célula se divide y es por ello 

la frontera inicial entre las dos células hijas recién formadas (García y Peña; 1995). esta 

permanece entre las células y sirve para mantener unidas a las células adyacentes .. pues 

cuando estas se tcnnosolubiliznn las células se separan .. produciéndose así la cocción de los 

vegetales (Bemal y col, 1997). 

Esta capacid~~ ·.d~ . _ .. pegado.. entre las pectinas esta dada principalmente por las 

interaccione~ :c;~lrc las regiones de homogalacturonanos con los iones Ca++,. estas 
··. ', ..... __ -

intcracCióñes.tien,dei:i a. formar estructura conocidas como ••cajas de huevo"\ en las cuales 

los ioriCs cal~--¡~:5'o:·n.··atrap~dos ·entre cadenas de homogalacturonanos., estabilizándose estas 

estructuras por interacciones ionicas (Figura 1). 

Figura 1 

EstructurA conocida como ••Caja de huc"·o"'" 
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5 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

5.1 HIPOTESIS 

Si solamente tras el remojo las semillas de frijol deteriorado logran cocerse., entonces 

durante el remojo., las pectinas de la lamina media de los cotiledones de los frijoles 

deteriorados sufren algún tipo de modificación .. que favorece su tcrmosolubitización. 

5.2 OB.JETIVO GENERAL 

El objetivo de este estudio, es conocer las modificaciones que sufren las pectinas de la 

lamina media de los cotiledones de los frijoles deteriorados durante el remojo de las 

semillas 

5.2.1 OB.JETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar si existen diferencias en los tiempos de cocción de los frijoles deteriorados 

secos y remojados. 

2. Determinar si existen variaciones en la composición de azucares de las pectinas 

extraídas de las paredes celulares de los frijoles. 

3. Determinar si existen cambios en los pesos moleculares de las pectinas de la lamina 

media de los cotiledones de los frijoles deteriorados durante el remojo de las semillas 

4. Determinar 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 MÉTODOS 

6.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

En este trabajo se empicaron dos variedades de frijol: Flor de mayo (FM) y Bayo Meccntral 

(BM) y una línea: 2626. Donadas por la doctora Cannen Jacinto de CEV AMEX, INIFAP 

6.2 ENDURECIMIENTO DE LAS SEMILLAS 

Todos los experimentos fueron realizados con las semillas deterioradas de la siguiente 

manera: En un recipiente con cierre hermético y dos compartimentos con una separación 

fisica permeable a la humedad (Figura J), se colocó en Ja parte inferior una solución salina 

preparada con 39.2 g NaCI (J. T. Baker) en 100. mi de agua desionizada. la cual 

proporcionaba una humedad relativa_de 75% .. E~ el compartimento superior se colocaron 

las semillas cuidando de que estas no se mojara:n,con la solución satina. 

Posteriormente se introdujo _el re'c;ip~~ente ~~r~éticarnente cerrado en un horno a 40 ºC, 

durante 30 días. 
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20cm 
....L... 

l--30cm 

Figura .J 

CÁMARA DE DETERIORO 

TESIS CON 
FALLA. DE ORIGEN 

Tapa 

Rejillas 

Contened..-

La cámara de deterioro cstu conformada por un contenedor y tapa de plástico. la cual sella 
herméticamente y es impermeable a la humedad. La rejilla que pro1xnciona la separación 
fisica entre las semillas y la solución salina también es de plástico laminado., la cual tiene 
en su superficie perforaciones de 3 mm cuadrados (las cuales la atraviesan de un lado a 

otro) separadas entre si por 2 mm. 

27 



6.3 REMO.JO DE LAS SEMILLAS 

Se colocaron las semillas en un matraz con agua desionizad~ durante 18 horas en una 

estufa a 32ºC ... Transcurrido este período se pesaron los cotiledones de las semillas. Por 

medio· de. la_dif~re_ncia_entre el peso de los cotiledones remojados y las semillas secas se 

deterri..i;.,6 .la c.lnti~a'd d.; agua absorbida. 

Debid~ :~ <i":'·~\~ -~.,:~~~-~jo. de las semillas. éstas contenían una gran cantidad de agua entre 

el cotil~dófl· Y tá' tCStB.;: fue preciso eliminar esta ultima para determinar el agua absorbida. 
. ~. ·. 

asumiendO·:·qu~:-~··:-icstll -~onforma una mínima parte del peso total de la semilla seca. se 

considero que ·el ·error· en la determinación gravimétrica causado por la eliminación de esta 

fue despreciable . 

. 6.4 DETERMINACIÓN DE LOS TIEMPOS DE COCCIÓN 

El tiempo de cocción de las semillas fue determinado por medio del método de Manson 

modificado (Jackson y Variano 1981). Este método permite medir cuantitativamente la 

cocción de los frijoles, 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 de aluminio, un capuchón de plástico para tapar. la olla y tres 

platos sostenidos por medio de tornillos. el primero a 5 cm de el fondo de la olla. 

guardando una separación entre cada plato de 15 cm. Cada plato contiene perforaciones 

distribuidas uniformemente en su superficie de tal suerte que las perforaciones de cada uno 

de los platos coincide una sobre otra. El plato inferior cuenta además con zonas cóncavas 

en cuya parte más profunda se encuentra el agujero que atraviesa el plato (Figura K). 

Este método consiste en colocar una semilla dentro de cada depresión del plato y sobre esta 

una varilla con una pesa (siendo la varilla sostenida verticalmente por las perforaciones de 
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los dos platos superiores). Todo este sistema se coloca en la olla con agua hirviendo .. 

cuidando que las semillas siempre se encuentren sumergidas en el agua en ebullición .. 

posteriormente se tapa la olla. Cuando las semillas alcanzan cierta textura son atravesadas 

por las varillas. 

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

intervalo, se puede conocer el tso, que representa el tiempo de ebullición en el cual la mitad 

de las semillas se ha suavizado. 
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Figu.-.1 K FALLA DE OfilGEN 1 

Cocedor de Frijol'!~ MaUson 
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6.5 EXTRACCIÓN DE LAS PECTINAS DE LA l'ARED CELULAR DE LOS 

FRl.IOLES DETERIORADOS, SECOS Y REMOJADOS 

Para preparar la harina se empleo una modificnción de los métodos propuestos por 

Redgwell y Hansen (Redgwell y Hansen, J 999)y Coimbm y col (Coimbria y col 1996). Se 

colocaron los cotiledones de las semillas (2.S gr) en un mortero y congelaron con nitrógeno 

líquido., posteriormente se molieron en el mismo,. hasta obtener una harina fina. 

Para inactivar las enzimas que aún pudiesen tener actividad .. en los cotiledo:ncs. d~teri~rados 
.:; ;_ 

se empleo una modificación del método propuesto por Howard y col (Howm:d·Y;.col 1997). 

Se colocó la harina a ebullición con agitación en. metanoldJ.'.,T.";'rink~~). áÍ 80%, 
,,.,, ,._,;,;_:: .. , .. ,;:.::.:- '"','-" 

manteniendo el volumen constante durante una hora..· é~do··"s<f:1a'Í~~Pe~6.\:s18 m~zc1á fue 
:,:. .>;:-:·._;>' <E'.'";:-?""':'::>: ·º->'"~:·. 

centrifugada a 3000 rpm en una centrifuga media SorvaÍú-2't:'Co;.i'u~ ,.;;'tc,;:s1 SOT. 

Para la extracción de la pectina se sigllió ·una :·--~J~J.~~~1~'h~;~~~-~;~ ~~~riletodo de Coimbria 

(Coimbria y col 1996). El material insoluble en;~;'t~!i/~:~:,~~fcrido a un matraz con 

=~~~==~=:::::±~~Jl~it::=:;: 
a 3000 rpm en una centrifuga media sorvi.1rJ"2i/;;~'ri'".un ·rotor SI SOT (para facilitar la 

separación del material soluble e insolubl;, en COTA). Se separó por decantación el 

material soluble en el COTA y se guardo a 4° C. 

El material insoluble se empleó para las siguientes extracciones que duraron 18,. 2 y 2 

horas.. guardando en cuda ocasión el material soluble a 4ºC y empleando para las 

extracciones sucesivas el material insoluble en CDTA. Obteniéndose de esta manera los 

mejores rendimientos en la extracción de las pectinas. 
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Se juntaron todas las fracciones solubles en COTA y se centrifugaron a 55000 rpm. durante 

30 minutos a 4ºC en .·una· .·ultra centrifuga Beckman .XL- 100 K con un rotor 60ti9 

cuantificando Cn ~1 sobr~na~~~~~ ~~~ azú~~s ·¡~,¡~.~~ -;~.~'~· ~-i~o-. urónico por medio de los 
. ~ _, ... _ {,: 

métodos de Dubois (oubOis y col : 1 ~56) y BIÚmenkriintz. (Blumenkrontz y Asboe. 1973) 

respectivamente.-. 

Coimbria y col (Coimbria y C::c:>I 1996) ~justwi el pH con ácido acético, pero también es muy 

común ajustar el pH o re.alizar: las extracciones con ácido clorhídrico (Carmejo y col 1996. 

Bellido 1992 y Sharma 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 baño 

de hielo durante una hora. pues se observo que de esta manera aumentaba el rendimiento. 

La suspensión se centrifugó a 12000 rpm en la centrifuga media Sorvall T21 con un rotor SI 

SOT S minutos a temperatura nmbiente. 

La pastilla se resuspendió en la menor cantidad de agua posible y se dializó con membranas 

de celulosa (Spectrum 25221 - 698). terminándose la diálisis cuando la conductividad 

eléctrica del agua no cambiaba en un periodo de 2 horas. La pectina dializada se precipitó 

nuevamente con cuatro volúmenes de etanol al 85% en un baño de hielo durante 1 hora. 

Para facilitar la separacióri de las pectinas del etanol se centrifugo n 12000 rpm durante 5 

minutos en una centrifuga media Sorvatl T2 l con un rotor SI SOT a temperatura wnbiente. 

La pastilla se secó al vació en cajas de Petri hasta alcanzar peso constante. Las muestras 

secas fueron cuantif)cad-:is químicamente para obtener el rendimiento final. por medio de 

los métodos de Blumcnkrontz (Blumcnkrontz y Asboe. 1973) para Ácido urónico y el de 

Dubois (Dubois y col 1956) para los azúcares totales (Diagrama 1). 



Diagrama 1 
Extracción de las pectinas de la pared celular de los cotiledones de los frijoles deteriorados .. 

secos y remojados 

Cotiledones de 
fri'olcs deteriorados 

Preparación de la 
harina 

Material Insoluble 

Cuarta extracción 

Material soluble 

Malcrial soluble 

Material soluble 

Material soluble 
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Secado de las pectinas 
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33 



6.6 DETERMINACIÓN DEL ÁCIDO URÓNICO Y AZÚCARES TOTALES POR 

MÉTODOS QUIMICOS 

Las pectinas fueron cuantificadas quimicamcntc por medio de Jos métodos de 

Blumcnkrantz (Blumenkrnntz y Asboe, 1973) para ácido urónico y el de Dubois (Dubois y 

col 1956) para los azúcares totales. 

Dado que en un experimento anterior .. se observo que no era posible el cuantificar el 100% 

de los azúcares totales y ácido urónico en las pectinas cítricas por medio de estos métodos 

(es decir los resultados obtenidos no coincidían con los del análisis proximal de las pectinas 

cítricas), se rcaliz.aron las siguientes correcciones: 

n) Para obtener el ácido urónico total la cantidad de ácido urónico determinada fue 

multiplicada por 100/67. 

b) Para obtener los azúcares totales a la cantidad dete~inada. se le sumó la mitad del 

ácido urónico total. 

e) Los azucares neutros se obtuvieron restando a los azucares totales el ácido urónico total 

Obteniéndose de esta nutnera los resultados reportados en la etiqueta de la pectina cítrica. 

También se observó que el solvente en que se encontraban disueltas las pectinas influía en 

la determinación de los azúcares totales y ácido urónico. por lo cual se realizaron las curvas 

patrón requeridas para cada determinación con el solvente en el cual se encontraban 

disueltas las pectinas en ese experimento 
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6.6.t CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDO URÓNICO 

El método de Blumcnkrantz para Ácido urónico consta de los siguientes pasos: 

De las soluciones de pectina se tomaron en tubos de ensaye alícuotas., agregándoles agua 

suficiente. paro completar 400µ1, los tubos fueron colocados en bailas de hielo 1 minuto. 

tras é~e periodo;~ 1~· adicionó 2.4 mi de una solución de ácido'sulfúrk!o.'(Mnlli~ckrod)/ 
, •.. \•_e. ' ' . : ' ' .. , ,. ·; ·, ·- , o -

tetrnborato (Cllrloerba) 0 .• ~125 M, agit~do(os tubos tras lll ~dicióny'd;,j~Ío~'ri,p~~otro 

::·::.:;1~"f~'~'~S2t.!7E~:·3~~i1f¡~~.: 
posteriormente se les adiciono unii solución de O - hicÍroxif.;,nn(Áldrich) al CÚ5o/~ (p/v). 

' ·- ·' . - . . . . - -·- . - , ·~· :·: 

dejando. iflcubar. los tubOs a temPerntu~ -~bientC· Jo- nl"ii:._ulos, ~git!1f1do ~spon\cii~~Ú~erltC. 
. . . 

Al finalizar la incubacióÍl las -~uestras · fuci:ron leidas a 520 nm en un espectrofotomctro 

sequoia turner modelo 340.·,lnterpoláiidose los resultados en una curva patrón de ácido 

gnlaeturónico (Sigma - Chemiéal) de O a 90 µg. 

6.6.2 CUANTIFICACIÓN DE AZÚCARES TOTALES 

Los azúcares totales fueron cuantificados por el método de Dubois (Dubois y col. 1956), el 

cual consiste en tomar en tubos de ensaye alicuotas de la solución de pectina,. agregándole 

agua suficiente para completar 500 µl. posterionnentc se le agrego 0.3 mi de fenal (Baker) 

acuoso al 5% (p/v) y 1.8 mi de ácido sulfúrico (Mallinckrodt) concentrado. dejándolos 

incubar 10 minutos. Para finalmente ser leídas las absorbancias de las muestras en un 

cspcctrofotomctro scquoia tumcr modelo 340 a 485 nm. 

Interpolando los resultados en una curva patrón de glucosa (Sigma - Chcmical) de O a 50 

µg 

35 



6.7 SEl'ARACION DE LAS PECTINAS EN UNA COLUMNA DE INTERCAMBIO 

IONICO 

Se preparo una columna de intercambio ionico como se muestra en el anexo 1 y 

posteriormente fue filtrada en la misma 1 mi de una solución de pectina que contenía de 

t mg de pectina/ mi de bufer.de fosfatos pH 6.5 (cuantificada químicamente como azúcares 

totales). 

La columna se eluyo con un bufcr de fosfatos pH 6.5 con las_ siguienteS ~~dccntnÍciones de 
, .. ' .. --

cloruro de sodio: 0.00, 0.25, 0.50. 0.75, 1.00 y 2.00 M mo.dili~ndo·:1a:concentración de 

NaCI cada 25 mi para crear el gradiente salino, rccolcctd.ndose fracc~orles~.~e.2.S·ml en un 

colector de fracciones (Biorrad modelo 211 O). En las pectinas filtradas se cuantificaron 

ácido urónico y azúcares totales por medio de Jos métodos de Blumenkrantz (Blumcnkrantz 

y Asboe. t 973) y Dubois (Dubois y col 1956) en cada una de las fracciones. 

6.8 DETERMINACIÓN DE l'ESOS MOLECULARES 

Se preparo la columna de pesos moleculares como se muestra en el anexo 2 y 

posteriormente. se preparó una solución de las pectinas extraídas en un bufer de acetato de 

amonio (pH 5), de 1.5 mg de pectina/ mi de bufer de acetatos (cuantificada químicamente 

como azúcares totales). 

La solución de pectina (3 mi) fue separada en In columna de pesos moleculares sephacryl s 

400. empicando como eluyentc el mismo bufcr de ácetatos, con una velocidad de flujo de 

0.747 ml/min. recolectando fracciones de 2.5 mi en un colector de fracciones (Biorrad 

modelo 2110). cuantificando el ácido urónico y azúcares 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 empicados fueron: azul de dextran de peso molecular 

superior a 2xl06 y dcxtranas con pesos moleculares de Sxl05
, 7xl04 y 6xl0 3 donadas por 

el doctor en biotecnología Agustín López - Munguia Canales,. investigador del instituto de 

biotccnologla de Ja UNAM. 
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6.9 CROMATOGRAFÍA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN 

6.9.1 HIDRÓLISIS DE LAS PECTINAS 

Se pesaron alrededor de S mg de pectina en un vial limpio .. a las cuales se les agrego 850 µl 

de agua desioniz.ada para disolverlas., posteriormente se agregaron 2.5 mg de mioinositol (J. 

T. Bakcr). una \!CZ que todo esto se disolvió se agregaron 150 µI de ácido trifluoro acético 

2M, las muestras fueron colocadas en un block de calentamiento y cuando este alcanzo 

12lºC se mantuvieron a esta temperatura durante dos horas. una vez frias. las muestras se 

elimino el ácido mediante circulación forzada de nitrógeno gas. Pura eliminar todo el ácido 

se realizaron lavados con 1 ml de alcohol isopropilico hasta que este alcanzó un pH entre 4 

y 5, eliminando el alcohol por medio de la circulación forzada del nitrógeno, en ese 

momento las muestras fueron resuspendidas en 300 µl de agua desionisada.. cuantificando 

ácido urónico y azúcares totales por medio de los métodos de Blumenkrontz (Blumenkrantz 

y Asboc. 1973) y Dubois (Dubois y col 1956). 

6.9.2 COMPOSICIÓN PORCENTUAL DE AZÚCARES NEUTROS DE LAS 

PECTINAS 

El análisis de los azúcares neutros de las pectinas .. fue realizado por duplicado mediante una 

separación cromatógrafica en un sistema de líquidos de alta presión <HPLCl watcrs 60F. 

Equipado con una columna (4.6 mm x 25 cm) de fase estacionaria de supercrosil LC-NH2 

(5 micrones). Los az~cares se eluyeron con una fase isocratica de acetonitrilo: agua (85:15) 

a temperatura de 35 a 4:0ºC y con un flujo de 1.2 ml/min. Se utilizo un detector de índice de 

refracción Waters 41 O. 
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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 ácido urónico no se detecta con el detector de indice de refracción 

Wate~ , 41 O, este . fue, . detenninado químicamente por el método de Bulmenkrantz 

(Bulmenkrnntz y _Asboe, 1973). 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 IDENTIFICACIÓN DE LAS MODIFICACIONES QUE SUFRE LA PECTINA 

DURANTE EL REM0.10 DE LA SEMILLA 

La cocción del frijol ocurre debido a la tennosolubiliznción de las pectinas (Moscoso y col. 

1.984; Shomer y col 1990). Lo que indica que las pectinas de frijol deteriorado remojado 

(condición en que el frijol almacenado en condiciones adversas, se cuece), son 

tennosolubles y las del seco no (cuadro 2). Lo anterior sugiere que durante el remojo, la 

pectina se modificó y que esta modificación incrementó su solubilidad térmica. Para definir 

estn(s) modifiéación(es) se analizo el efecto del remojo de la semilla en la composición de 

azúcares -~eutros de las pectinas, su peso molecular y de manera indirecta la fuerza de 

interacción pectina - catión. 

Los resultados se describen a continuación. 

7.2 ABSORCIÓN DE AGUA, DETERMINACIÓN DE TIEMPO DE COCCIÓN DE 

LAS SEMILLAS DE FRl.IOL, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE 

PECTINAS 

7.2.t ABSORCIÓN DE AGUA 

Tras el remojo. los frijoles contenían una gran cantidad de agua entre el cotiledón y la testa., 

por lo que para cuantificar el agua absorbida por los cotiledones se tuvo que eliminar la 

testa. Todos los cultivares absorbieron agua en In misma proporción (Cuadro t ). El hecho 

de que hubiese agua atrapada entre el cotiledón y la testa sugirió que el fenómeno que se 
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estableció durante el almacenamiento del frijol no fue el de testa dura ( .. hard - shell"). 

además., el hecho de que la cantidad de agua absorbida por los cotiledones fuese similar 

entre los diferentes cultivares indicó que el fenómeno que presentan los frijoles fue el de 

dureza a la cocción .. hard - to - cook" (Liu. 1995). Hincks y Stanley (Hincks y Stanley; 

1986) han reportado que en este fenómeno los cotiledones si se hidratan. 

Cuadro 1 
Agua absorbida por los cotiledones de los frijoles 

deteriorados tras ser rcmo1ados durante 18 horas a 32 ºC 
Variedad (mg H 20/g cotiledón) 

2626 402. 707 
Flor de Mayo 467.580 

Bayo Mcccntral 485.099 

7.2.2 TIEMPO DE COCCIÓN DE LOS FRl.JOLES 

Los frijoles endurecidos secos presentaron tiempos de cocción 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 cocción similares 

para la variedad Flor de Mayo y la línea 2626. los cuales presentaron tiempos de cocción 

inferiores a los de la variedad Bayo Meccntral (Cuadro 2). Se ha reportado que el 

tennoablandamiento de la semilla de frijol se debe u que las pectinas de la lamina media se 

solubilizan y que la magnitud del tiempo de cocción depende de la velocidad de 

tennosolubilización de estos azúcares (Bemal y col 1997). Lo anterior sugiere que las 

pectinas de las semillas que no fueron previamente remojadas no se tcnnosolubilizaron y 

que durante el remojo los componentes de la lamina media se modificaron de tal manera 

que aumentaron su velocidad de tcnnosolubilización. 
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Cuadro 2 
Ticmoos de cocción 

Tiempo (min) 
Seco Remojado 

Variedad 

2626 >300 137 
Flor de Mayo >300 141 

Bayo Mecentral >300 245 

7.2.3 EXTRACCIÓN DE PECTINAS 

Con excepción de la variedad Bayo Meccntral., el remojo dificultó la extracción de las 

pectinas cuantificadas como azúcares totales en el sobrenadantc de CDTA (Cuadro 3). Un 

resultado sorprendente lo constituyo el hecho de que solo una fracción del material extraído 

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

Cuadro 3 
Pectinas ex.traídas con COTA 

Variedad 

2626 
Flor de Mayo 

Bayo Mcccntral 

Frijoles Secos Frijoles Remojados 
(mg/g de cotiledón) (mg/g de cotiledón) 

59. 08.J 30.546 
54.201 40.052 
35.569 32.889 

Los datos mostrados en CUr5ivn son el promedio de dos cxpcrimcnlos cuantilicados por triplicado. 
el resto son el promc.."f.lio de tres determinaciones. 

Todos los n..~ultudos son en base seca 

Cuadro 4 

Pectinas precipitadas con etanol 

Variedad 

2626 
Flor de Mayo 

Bavo Mcccntral 

Frijoles Secos Frijoles Remojados 
(mg/g de cotiledón) (mg/g de cotiledón) 

36.60 9.12 
26.28 17.92 
8.44 12.40 

Los dül05 mostrados en cursiva son el promedio de dos experimentos cuantificados por triplicado. 
el resto son el promedio de tres dctcnninucioncs 
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Los resultados anteriores se pueden explicar asumiendo que todos los azúcares que se 

extrajeron con COTA son pectinas, pero una fracción tiene pesos moleculares pequeños y 

no es precipitable por etanol. o bien. que solo una fracción de los azúcares presentes en la 

fracción de COTA son pectinas. Desgraciadamente no se realizaron experimentos 

posteriores para aclarar estas dos posibilidades. 

De la comparación de la relación de azúcares neutros I ácido urónico de cada una de las 

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

tipos de moléculas pero se pierden más azúcares neutros, que ácidos urónicos, por esto la 

rclació_n de Azlícares neutros I Acidos urónicos. fue menor en las pectinas precipitadas en 

etanol que las solubilizadas en el COTA. 

Cuadro 5 
Pectinas extraídas con COTA cuantificadas auírnicamcntc 

Frijoles Secos Frijoles Remojados 
Variedad (mg/g de cotiledón) (mg/g de cotiledón) 

AU AN AN/AU AU AN AN/AU 
2626 12.598 46.485 3.690 7.284 23.262 3.194 

FlordeMayo 11.945 42.252 3.537 8.870 31.181 3.515 
Bayo Mecentral 7.360 29.291 3.980 7.100 25.789 3.632 

Los datos mostrados en cursiva son el pr-omedio de dos CXJX.-rimc...-ntl>!i cuantificados por triplicado. 
el resto es el promedio de tres dctenninucioncs 

Cuadro 6 
Pectinas orecioitadas con etanol cuantificadas auímicamcntc 

Frijoles Secos Frijoles Remojados 
Variedad (mg/g de cotiledón) (mg/g de cotiledón) 

AU AN AN/AU AU AN AN/AU 
2626 5.312 12.194 2.296 1.937 4.131 2.132 

FlordeMayo 4.507 9.597 2.129 3.373 7.727 2.291 
Bavo Mecentral 0.655 1.451 2.215 2.669 5.910 2.214 

Los dalos mostrados en cursiva son el promedio de dos experimentos cuantificados por triplicado. 
el resto es el promedio de tres determinaciones 
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totales se encontró (cuadro 7) que el peso total de la pectina no era recuperado como 

azúcares. Lo que hizo suponer que en el COTA se estaban disolviendo otros componentes 

del citoplasma como las proteinas Sin embargo., esta posibilidad no fue evaluada. 

Cuadro 7 
Cuantificación quirnica de la pectina prccipitnda con etanol 

En peso Azúcares Totales 
Variedad Frijoles Secos Frijoles Remojados Frijoles Secos Frijoles Remojados 

(mg/g de cotiledón) (mg/g de cotiledón) (mg/g de cotiledón)(mg/g de cotiledón) 
2626 36.60 9.12 17.51 6.07 

Flor de Mayo 
Bayo Meccntral 

26.28 17.92 14.10 11.10 
8.44 12.40 2.11 8.58 

Los datos mostrados en cursiva son el pr-omedio de dos experimentos cunnlilicudos por triplicado. 
el resto es el promedio de tres dctcnninacioncs 

7.2.4 COMPOSICIÓN PORCENTUAL DE AZÚCARES 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 de este azúcar fue 

mayor en Bayo Mecentral (=- 37 a 43%) que para 2626 (= 32). En contraste en Flor de 

Mayo solo las pectinas extraídas de Jos cotiledones remojados contienen este azúcar (== 

13%) y en menor proporción que los otros cultivares. La abundancia de Xilosa en 2626 y 

FM fue mayor en pectinas extraídas de cotiledones remojados (=27 a 33%) que del 

cotiledón seco (==20 a 23%). Mientras que en Bayo Mecentral9 el remojo no disminuyó la 

abundancia de esta pentosa (==20 a 18%). En el caso de la arabinos~ su abundancia 

disminuyó en todos los cultivares remojados. Con excepción de pectina extraída de Bayo 
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Mecentral remojado que presento aproximadamente 5% las otras muestras no contenían 

glucosa y/ o galactosa (Cuadro 8). 

Cuadro 8 
Composición porcentual de los monosacáridos en las pectinas 

precipitadas con etanol al 85 % 
Muestras Ramnosa Xi losa Arabinosa Glu-Gnl 

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: Bayomc central seco; BMr: Bnyomc central remojado. 

En las pectinas se puede distinguir al menos dos tipos de dominios,. los 

homogalacturonanos fonnados por polímeros de ácido galacturonico y Jos 

ramnogalacturonanos que contienen ramnosa y ácido galacturonico de forma dispersa 

(Gnrcin y Peña. 1995). Ln ramnosn sirve como punto de ramificación en la molécula de 

pectina y a ella se unen los polímeros de azúcares neutros como cadenas laterales. (Carpita 

y Gibeaut, 1993). Se piensa que estos dominios están covalentcmente unidos. Formando 

una maya de pectinas a través de la lamina media y de la pared celular primaria. 

El dominio de homogalacturonanos es más abundante en la lamina media y el de 

ramnoga1acturonano en la pared primaria. Uno de los factores que evita o retarda la 

tennosolubilización es su fuerza de unión con calcio. 

De acuerdo con lo anterior, ta composición de azúcares 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 pn.ied c~IUlnr de los cotiledones de los diversos cultivares. En 

diversos sistemas vegetaleS Se ha · dCmóstmdO que - durante la elongación celular. la 
. . . - --. . ' - ' . . . - - . " ~ " 

composición quimica de C?St~.~---~:l'~~C~~-~ -~ ·~~~f-¡Ó~·-· Estas modificaciones permiten que la 

::~ :::;~l~~í~~1E~1~f ~:..::•::~:ro;;~,:.:.: :ro~7:::: 
Durante el remojo ·de·1a::semilln .de.frijol' las células del cotiledón se hidratan e inician un 

. .-:,:·.::_::: \'~.(: 11~,:0,:_ó~~\:1.r;:~-:.s·?:',.; ~·;._; ::.<,~:·.'. ::·: ·,:··.· .. -_ ::· : 
proceso :s-~~~·~~>~.·l~.-~t:órig~~i~~i~~~tl.~- _Cl~e ~l comportamiento a In cocción observado en las 

semillas .:rC~~;~~~~i;~~,~~~Í::-~~~~e .a que en el frijol remojado. la interacción pectina 

calcio ··n;,e'~c·~-~-~~i~-~~~~,~·~.·~~'.:···~l~·f;Íjo.l seco y por tanto en el primer caso. In cocción 

termos~_·l;~~t;~-~-~')~:;~·~·:¡~~~ ~-,~~:~~·1 s~gUndo no. 

La mayor_~·bJ·~~~~~~a-dt?:~~Ílos~,._eÓ _las pectinas aisladas de semillas remojadas de los 

cultivares Flor de Mayo- y 2626· sugiere que la diferencia en la tllagnitud de ta interacción 

pectina-Ca*---po·d~ía ~~r c~~~u~~c¡~·de u.n mayor grado de Xilosidación en el hidroxilo del 
, ;_ .. ,, · .. 

carbono 3 del residu~··de ácido· Úrónico. Se ha demostrado que este tipo de modificación de 

la cadena princiP'al en la P~ctina disminuye su fuerza de interacción con calcio (Le Goff y 

col. 2000). La validac.ión .de esta interpretación requiere demostrar que el residuo de ácido 

galacturonico de. la· cadena principal de pectina efectivamente se encuentra modificado. 

Para el caso del_ frijol Bayo Mecentral,. la pectina se podria estar modificando a través de 

una acetilación ·del residuo de ácido urónico (Rcnard y Jarvis. 1999). El contenido de 

acetilos de las pectinas no fue determinado en este trabajo. 
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7.3 PESO MOLECULAR DE LAS PECTINAS Y ..-UERZA DE INTERACCIÓN DE 

LAS PECTINAS CON LOS IONES 

7.3.1 FILTRACIÓN EN GEL 

En Jos experimentos de fillración en gel., la recuperación de las pectinas fue en todos los 

casos mayor del 60% y en todos los casos este porcentaje de recuperación mejoró 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). Este resultado se observo cuantificando tas pectinas como 

azúcares totales (Figuro L) o como ácido urónico (Figura M). 

En frijoles frescos., el remojo de In semilla de frijol resulta en una disminución del peso 

molecular de la pectina (Blancas, 2001). Se propone que estas modificaciones se deben a la 

acción de las enzimas presentes en la pared celular (datos no publicados. Martíncz). Por lo 

que el hecho de que el peso molecular de las pectinas aisladas de frijoles endurecidos no 

haya disminuido durante el remojo ,,S~giere que las hidrolasas de la pared celular se 

inactivaron durante el deterioro de la.semilla o bien que durante el remojo la pectina se 

modificó y estas modificaciones disminuyeron la accesibilidad del sustrato al sitio activo de 

la enzima. Existe evidencia que apoya cualquiera de las propuestas descritas. Se ha 

demostrado que durante el ºdeterioro la actividad enzimática disminuye (datos no 

publicados. Martinez. Pacheco y Ríos) adem~ 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 el efecto benéfico del 

remojo en la cocción del frijol endurecido no se debe a cambios en el peso molecular de la 

pectina. 
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7.3.2 FRACCIONAMIENTO DE LAS PECTINAS EN UNA COLUMNA DE 
INTERCAMBIO IONICO 

Las pectinas extraídas tanto de cotiledones remojados como secos contenían dos fracciones: 

1) Una que sé unió tenazmente a la columna (obteniéndose este resultado por la diferencia 

entre las pectinas que se cluyeron y las cuantificadas en las fracciones recolectadas), la cual 

no eluyo ni con 2M de NaCI (Cuadro 9) 

Aparentemente esta interacción es más evidente cuando las pectinas se expresan como 

ácido. urÓliico.'. Sügii-iendo que la región de horno galacturonnnos presento mayor afinidad 
' . . :: ,. ~·-·'>:':'' ·.·. '1.-

por la column0: qúe la región de heterogalacturonico. En todos los tratamientos y para todos 

los .. cultivares se observo algo similar. 

Cuadro 9 
Azúcares totales y ácido urónico unidos tenazmente a la 

columna de intercambio ionico 
Variedad •Azúcares totales (o/o} ••Acido urónico (%) 

Secos Remojados Secos Remojados 
2626 
FM 
BM 

36.78 52.83 78.99 67.13 
30.49 10.42 69.22 78.46 
30. 94 4 1-21 69. 70 58.23 

Los datos mostrados en esta tabla son el promedio de dos experimentos 
•Fracción de ázucares totales no recuperados de la columna 
••Frncción de ácido urónico no recuperados de la columna 

2) La otro fracción eluyo de la columna con el gradiente de NaCI utilizado (0.00 a 2.00M). 

En el patrón de elución de pectina recuperada se observo una fracción de azúcares neutros 

que no contenía ácido galacturónico puesto que no se unió a la columna. El contenido de 

esta fracción fue cultivar dependiente .. siendo mayor paro Bayo Mécentral y menor para 

Flor de Mayo. 

El remojo del cotiledón disminuyó la fuerza de unión de la pectina a la columna de DEAE 

- celulosa.. En el caso de 2626 y Bayo Mecentral (figura NA y NC). el remojo del cotiledón 
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incremento la abundancia de la fracción débilmente unida a la columna (eluida con 0.25M 

de NaCI). mientras que.· en todos los cultivares (Figuras NA. NB y NC) el remojo 

disminuyo la fracción él\'idá. con. 2M de NaCI. En las figuras OA, OB y OC, se muestra el 

patrón de elución cua~iifi~~d~ como ácido urónico, en todos los casos se observó que la 
···_ ,,,·: 

única fracción de uÍ-óniCO qu~ se eluyó está débilmente unida a la columna, pues se eluyó 

con 0.2SM de NaC{ 
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En el cuadro 1 O se muestra la abundancia de ácido urónico en las pectinas que se eluyeron 

de la columna y las que se quedaron unid:is. Con excepción de la variedad Flor de mayo se 

puede observar que la abundancia de ácido urónicos. fue mayor en las pectinas que no 

eluycron de·, la columna. Lo anterior sugirió que las pectinas unidas íuertcmente a la 

columna contienen regiones de homogalacturonano. La abundancia de este dominio 

representado por In pectina tenazmente unida fue similar para ambos lotes (cuadro 9) 

indicando que el remojo de In semilla no modifico este dominio y que por lo tanto .. la 

cocción del frijol endurecido no involucra modificaciones en la región de 

homogalacturonano. 

Cuadro 10 
Relación de azúcares neutros /ácido urónico de las pectinas separadas 

en la columna de intercambio ionice 

Variedad 

2626 
FM 
BM 

Pectinas unidas tenazmente Pectinas que eluycron 
a la columna 

Seco Remojado 
3.98 12.91 
3.08 6.64 
2.56 2.52 

Seco 
14.36 
10.48 
2.69 

Remojado 
18.23 
11.49 
2.64 

Por otro lado. la abundancia de azúcares neutros en las pectinas aisladas de frijol remojado. 

así como las.aisladas de frijol seco y que eluyrn en la columna de intercambio ionice~ 

indica que _estaS fracciones contienen mayor contenido de un polímero altamente 

ramificado. por ejemplo ramnogalacturonano. semejante a los polímeros que se encuentran 

formando parte de la pared celular primaria (Redgwell y Selvendran, 1986). La fuerza de 

unión a la columna de este polímero ramificado fue menor cuando se aislo de frijol 

remojado que cuando provenía de frijol seco. Como ya se indicó una fonna de disminuir la 
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fuerza de interacción pectina - cation divalcntc es n través de xilosidar o aceti1ar el 

hidroxilo del C-3 y C-2 respectivamente, del residuo de ácido urónico (Le GolT y col. 2000; 

Renard y Jarvis 1999). Los datos anteriores. al igual que los del cuadro 8 sugieren que una 

fracción de la pee.tina aislada del frijo 1 remojado se modifica de fonna tal que la interacción 

pecti~ catión divalente disminuye. Para demostrar la propuesta anterior se requiere 

cuantificar xilosa y acetato en estas fracciones. 

Los datos anteriores se pueden integrar en el siguiente modelo: Estructuralmente se ha 

demostrado que la cocción del frijol resulta de la separación celular (Shomcr y col. 1990). 

Lo cual parece ser consecuencia de la tennosolubilización de la pectina y el 

tcnnorclajamiento de la pared primaria que conlleva a un incremento en In presión de 

turgor con la consecuente separación celular. 

Los datos mostrados en el trabajo sugieren que el remojo de la semilla favorece la 

xilosidación y/o acetilación de las pectinas presentes en la pared celular primaria dominios 

ramnogalacturonano. lo que resulta en una disminución de la fuerza de interacción pectina 

- calcio (cation abundante en la pared celular). Esto favorecerla la termosolubilización de 

estos dominios pccticos arrastrando consigo los dominios covatentemente unidos de 

homogalacturonano presentes principalmente en la lamina media. Así la solubilización de 

la molécula de pectina resultaría en la solubilización de la lamina media y en la relajación 

de la pared primaria,. lo que conduce al aumento de turgor y a la separación celular. En el 

caso del frijol seco; la termosolubilización de los dominios de ramnogalacturonano no se 

realiza debido a su fuerte interacción con calcio. Con lo cual no se produce la cascada de 

eventos que producen la cocción. 
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8 CONCLUSIONES 

&1- La cantidad de agua absorbida por los cotiledones no es la rcsponsnblc de que los 

frijoles deteriorados remojados puedan cocerse 

11>- El remojo no modifica la relación de Azucares neutros/ Acido urónico de las pectinas 

,,,.,,_ El remojo no ~edifica los pesos moleculares de las pectinas. 

&i- El remojo disffiinuyó lll ~ue·rzJi d~ unión de las pectinas a la columna de intercambio 

ionico. • _¿;>i\-/:.;:·<s:;c: . 
&- El remojo si niÓdifiC~' Iii''COfuPoSi~iófi de.azucares neutros de las pectinas. La cual es la 

,~ ·",:_' \ •\ ·,,. ,, . ~ 

resporiSabt~ .. d~~.uná:sCriC'd,;,:e.~·crliOs,'Ct.iyri. consCcuenCi·a final es la cocción de los 
., ,-· __ ., ___ ., .. -··.·,e::·,;_ --_. . ' 

frijoles;·· 

A- Sobre t~ ~~~-d~ lo~--:i.~sulta~~~-:~bt~~~~os.:se p~pone el siguiente modelo 
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9 Modelo 

Como ya se mencionó en los antecedentes la pared celular es la zona más externa de las 

células vegctll.Jes .. en el caso de tos cotiledones constituida por pared primaria y lamina 

media (Figura P),. esta ultima sirve como cemento para mantener unidas a las células 

(FigumQ) 

FigurA P 

Pared celular con lamina media 
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Figura Q 

Dos paredes celulares unidas por una lamina media 

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 interacción de las pectinas con 

los iones calcio (Figura R) Esto favorecería la teÍmosolubiliz.ación de estos dominios 

pecticos arrastrando consigo los dominios covalentemente unidos de homogalacturonano 

presentes prirlcipalmente en Ja lamina media. Asi la solubilización de la molécula de 

pectina resultada en la solubilización de la lamina media y en la relajación de ta pared 

primaria., lo que conduce al aumento de turgor y a la separación celular (Figura S) 
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(Figura R) 
Perdida en la fucna de intcnacción de las ~cctinas de la pared celular con los iones 

ca• 
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Figur.1S 
Paredes celulares sin pectina 
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ANEXO 1 

PREPARACIÓN DE LA COLUMNA DE INTERCAMBIO IONICO 

Ln resina DEAE celulosa (Sigma) fue remojada en agua desioniznda 24 horas para permitir 

que esta se hidrata~ para posteriormente realizarle 4 lavados con agua desionizada.. 

agitando cuidadosamente con una varilla de vidrio y extrayendo la resina que no 

precipitaba después de 1 O minutos (conocida como los finos) por medio de una trampa de 

vacío. tras los lavados, In resina_ fue colocada en una solución de hidroxido de sodio (Baker) 

O.S N, dejándola·.~~~ 30 minutos, tras este periodo, la resina fue lavada con agua 

desionizad~:h~~ta'.·1~g~-u~-PH,:··ccrcanO a la neutralidad. Cuando esto se logró se colocó en 

una solució~--cl~ tící<I~ ~~~Í.!~ri¿~ (~aUinckiodt) O.S N dejándola reposar 30 minutos, para 

:::•i::t:t±Ls~~1:.~~~~i~:.~-~~~"!~~ Biorrad de 1 cm de diámetro por 30 de alto. de la 

Se coloca la cC:1uFEB!;t?Jzf~;)H~it-fa~icnl, y se nena hasta la mitad con HCI o.s N. 

Permitiendo el fluj~·de~ ácid~~~r::la parte inferior de la columna. se agregó lentamente la 

suspensión de la ~esi;:.~_-~;'~-,~~~;·:~\lperior de la columna con la ayuda de una varilla de 

vidrio~ cuidarÍdo .siem~·~ :d~-~~~~·.'.'.í~i~ina no cayese de golpe en la columna ni que esta se 

secase en ningún mome.nto:· C:Jliildo la columna se lleno fue equilibrada con el bu fer de 
. ,., 

fosfatos. hasta que esta alcanza un pH de 6.5 
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ANEX02 

PREPARACION DE LA COLUMNA DE PESOS MOLECULARES 

Se colocó la resina SEPHACRYL S-400 en agua dcsionizada dentro de un matraz kitasato 

teniendo el cuidado de agregar el agua en una forma muy lenta por tas paredes del 

recipiente con ayuda de un agitador. tras dejarla reposar 25 minutos se eliminó el agua de 

lavado con una tmmp.a de vacío. Para eliminar el aire que se pudiese encontrar en ta resina 

se tapo el matraz.y,,~ conecto al vacío durante 1 hora. La resina fue empacada en una 

columna Bio~~·~~ .· ~·.s· cm de diámetro por 40 cm de alto de la siguiente manera: se colocó 

la columna en posición vertical, y se lleno hasta la mitad con agua. Pennitiendo el flujo del 

agua pó~ l~<~~·~,~:~f~rior de la columna .. se agregó lentamente la suspensión de la resina por 

la parte s~~:~i~~·--d~' la columna con la ayuda de una varilla de vidrio. cuidando siempre de 

que la ~¡~~---~~· ~~:9-e_se de golpe en la columna ni que esta se secase en ningún momento. 

Una vez empacada l,a c,olurnna, se equilibro con 500 mi del bufer de acetatos 200 rnM a pH 

5 que se usara p~ ~parar- las muestras . 
.. _,. ' 

Tras cada separaci~O d!!_ una ·muestra la columna se lavó con 500 mi del bufcr de acetatos. 
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