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RESUMEN 

La calidad de cocción es una de las principales cualidades que el consumidor busca en 

el frijol. Esta calidad se incrementa por un tratamiento previo a la cocción y se 

disminuye por el almacenamiento inadecuado de la semilla. En semilla fresca el efecto 

benéfico va acompañado de una disminución en el peso molecular de las pectinas. 

Mientras que en la semma almacenada la pectina se insolubiliza y el remojo no 

disminuye el peso molecular de la pectina soluble; aunque si mejora ligeramente la 

calidad de cocción de este tipo de lote. Lo anterior indica que las pectinas se modifican 

cuando las semillas se someten a tratamientos previos a la cocción que alteran su 

calidad sensorial y nutricional, así como su tiempo de cocción. 

Las pectina son polímeros de ácido galacturónico cuyo peso molecular disminuye en 

presencia de Poligalacturonasas. enzimas presentes en la pared celular. Durante el 

crecimiento por elongación, estas hidrolasas relajan la pared de la célula vegetal, a 

través de disminuir el peso molecular de los polisacáridos que la forman. Por lo anterior, 

el efecto diferencial del remojo sobre el peso molecular de las pectinas en semillas 

frescas o almacenadas podría ser consecuencia de la actividad de enzimas 

Poligalacturonasas, las cuales estarían presentes en la pared celular y cuya actividad 

en frijol fresco se incrementarla durante el remojo. En cambio, el almacenamiento 

inadecuado inducirla una disminución en la actividad de estas enzimas, cuyas 

consecuencias serian la insolubilización de las pectinas en semillas almacenadas, y la 

imposibilidad de modificar el peso molecular de la pectina soluble. Con la finalidad de 



demostrar lo anterior, en este trabajo, se determinó la actividad de estas enzimas en 

semillas de frijol frescas y almacenadas; tanto secas como remojadas. Se encontró que 

estas enzimas están presentes en la pared celular de la semilla y su actividad se 

incrementó .dos veées por efecto del remojo. La actividad de Poligalacturonasas se 

perdió totalménte después de un corto tiempo de almacenamiento inadecuado, y no se 

recupero por e.facto del remojo. Los resultados anteriores indican que el remojo y el 

almacenamiento. tienen efecto sobre la actividad de las Poligalacturonasas en semillas 

de frijol. También ·se demostró que la pectina aislada de frijol es hidrolizada por una 

preparación · comercial de Poligalacturonasas. Lo sugiere que la actividad de 

Poligalacturonasas presentes en la pared celular de semillas frescas de frijol participa 

en Ja modificación de las características de la pectina Inducidas por tratamientos que 

afectan la calidad de cocción de la semilla. 
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INTRODUCCIÓN 

En México el frijol es uno de Jos principales alimentos y es consumido por todos los 

estratos sociales. es un grano rico en proteínas ya que contiene 25o/o de éstas, además 

de 69.5% de hidratos de carbono totales. 4.7% de fibra cruda. 4.2% de cenizas y 1.3% 

de grasa y presenta un alto contenido de llsina. 

Para que el frijol sea aceptado por el consumidor es necesario que sea un producto de 

buena calidad, además de apariencia y sabor agradable, es muy importante que la 

semilla requiera cortos tiempo de cocción, (40 mln. aproximadamente). Si el frijol no 

presenta buena calidad de cocción, será rechazado por el consumidor y esto se 

reflejará en im~ortant;.s pérdld~s econó;nicas y de cosecha. 

La calidad de.~c~cció~{¡)~ed~;<;urrir modificaciones tanto positivas (disminución en el 

tiempo de coccÍón/a~,';-;er1tc:>:·.;.·,:, Ía disponibilidad de nutrimentos y la reducción en el 

contenido de f~ci~r~~··~~tf~~~~i~riaÍes) como negativas (aumento en el tiempo de 

cocción y disminucióri''.:;,ri"1a· disponibilidad de nutrimentos). El remojo es un tratamiento 

que se le da al frijoÍ pr;,.'vid'a Ía cocción, este tratamiento favorece la calidad de cocción, 
'""···' -' 

ya que su principal fu~~Íón es disminuir el tiempo de cocción, y el cambio observado es 

una disminución en'·1~ .. d.ureza de la semilla. El almacenamiento en condiciones de alta 

temperatura y elevada:· humedad relativa, provoca una pérdida en la calidad de cocción 

ya que a pesar de Jos tiempos prolongados de cocción, la semilla no alcanza la 

suavidad y palatabilidad deseadas por el consumidor. lo cual además de representar un 

problema económico; es un problema nutricional, debido a la importante pérdida de 
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nutrientes por el prolongado tratamiento térmico; es un problema energético por el 

aumentado gasto de energia durante la cocción y ecológico debido a que en 

poblaciones rurales se cocina con leña, y un largo tiempo de cocción implicarla un 

aumento' en la tala de árboles. 

La suavi:Za;,ión de Ja semilla, depende principalmente de cambios fisicos de sus 

constituyentes celulares. y desde el punto de vista estructural, de la pared celular y su 

lámina media formada principalmente de pectinas: 

Se han estudiado los cambios que ocurre~· .. en el frijol fresco durante el remojo 

encontrándose una disminución en el peso molecular de las pectinas. esta modificación 

parece ser .. Ja .responsable del menor tiempo de cocción observado en el frijol fresco 

remojado· ~aspecto· del que presentan Jos frijoles secos. Por otra parte, en estudios 

realiza~os ~:~~t:rÍormente se ha observado que el peso molecular de las pectinas de 

frijoles alm.;.'<:~nados no disminuye por efecto del remojo. 

El cambio en el peso molecular de este polisacárido podrla deberse a la acción de las 

enzimas Poligalacturonasas presentes en Ja pared celular de semillas de frijol seco. La 

actividad de esta hidrolasa podría incrementar o disminuir por Ja hidratación de Ja pared 

celular durante el remojo y/o almacenamiento en condiciones adversas. Como 

consecuencia de esto, se podrfan modificar o no las pectinas. 

Con la finalidad de probar la hipótesis anterior en este trabajo se estudió el efecto que 

tiene el remojo y el almacenamiento sobre Ja actividad de Poligalacturonasas. 
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ANTECEDENTES 

HISTORIA Y GENERALIDADES: 

El frijol (Phaseo/us vulgaris sp.) es miembro de la familia de las leguminosas. de la tribu 

Phaseolae, subfamilia Papllionoidea. Son semillas variadas en color y en forma, de 4-5 

mm de largo por 3.5-4 mm de ancho. (Graham et al. 1997). 

Algunos de sus nombres'comUnes son: frijol, habichuela, judla común, alubia, cholo, 

ayocote, ajote, fr~nch' ,bean,' lddney bean, poroto, entre otros (Blancas, 2001 ). El frijol 
··\'·.' •'' ;~· 

común se repo"!O:.;;iofiglnario de México y Centroamérica (Graham et. al., 1997). 

Poblaciones ,,;iJva'~l;.;~f(je' Phaseo/us vu/garis se encuentran desde el centro de México 
. '•\·-· =~:;::. '.; '· 

hasta el norte', de ~rg~füi.na y poblaciones de frijol cultivado han sido encontrados en el 

centro de México y··an la sierra de Perú hace 7000 años, también se han encontrado 

frijoles silvestres en Oaxaca de 9000 años de antigüedad (León, 1987). 

Los Españoles y Portugueses se llevaron al frijol común de su centro de origen a 

Europa, África y otras partes del nuevo mundo. Ahora es ampliamente cultivado en Jos 

trópicos, subtrópicos y regiones templadas del mundo. De manera general, el 30% de la 

producción mundial es en Latinoamérica. 

Es una especie que se desarrolla en altitudes de 800-2000 m; en lugares donde el 

rango de precipitación es de 90-4290 mm y las temperaturas óptimas son de 15.6-21.1 º 

C; es sensible a las concentraciones de aluminio, boro, manganeso y sodio. pero se 

adapta a un amplio rango de pH: 5.5-6.8, 5.5-7.5, 6.0-7.0 y 6.0-7.5 dependiendo de la 

variedad o cultivar (Duke, 1981). 
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La planta del frijol florece anualmente entre los meses de octubre y noviembre y Jos 

frutos se producen de diciembre a mayo éBinder, 1997; Duke, 1981; León, 1987). 
:'·. ·:_ - . 

La composición de Ja semilla es 25,% ,proteinas, 69.5% hidratos de carbono totales, 
"< •••• ' 

4. 7% de fibra cruda, 4.2% de cenizas;· e~ .3% de, grasa 7.4 % de humedad y presenta un 

alto contenido de lisina (Bin_der/1519.'n:!/ 

El frijol se considera ~orno,Íacuarta~fuente deproterna en América tropical (García et. 

al. 1988). Su contenld~· pro;~lc~~é~;:~~P~~:fnmdamente el doble del de la mayoria de las 

::::::~::sv: .. :;:csod:~.~t~~~~·~t~:l:::::::ss :~:~ ;~;~~:e:e:1 ~:do:::~c: 
Paredes, 1993). Po~ íC;;·~~{t;i~:~:;~ijg;~~-:~·a Í~guminosa alimenticia más importante para 

cerca de 300 millo;~~~~d:~~~r~¿~~·~~~·'d~;.·. e~ su, mayoría, viven en paises en desarrollo 

~::::: :. j~\~~li~~~::~.::~::";~::::::·.::,·'"º'° º" 
.,... '. ; V •• • •",:,::•_> ~ • ' - -• •,. • O - :_'·:~\: : • 

: y-'·' ~.::.-..;'- -·.:.::;:~- ,·:~';_·,-:-~ 

ESTRUCTURA DELF,RIJÓL 

Botánicamente, LJna·.;.;n;iila n'iadura de frijol esta compuesta de testa, dos cotiledones y 

un embrión. La testa consiste de varias capas de células, dependiendo de la especie. 

Los cotiledones están formados de células parenquimatosas, las cuales contienen 

distintas paredes celulares y organelos especializados conocidos como gránulos de 

almidón y cuerpos proteicos (Liu Kenshui 1995; Figura 1). 
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Hipocatilo~E'picatilo 
1 Radícula t/_.-- ·;\--- Plumul~ 

Mcrofilo tJ=' Catiledón Hilum · 
. ' 

· Testa . ..~ 

Figura 1. Anatomla de la semilla de frijol. 

PARED CELULAR 

La pared celular es un componente tipico de las células vegetales. Tienen un papel 

Importante en actividades como absorción, transpiración, traslocación, secreción y 

reacciones de reconocimiento. En las células del cotiledón encontramos: 1) lámina 

media. 2) pared primaria y 3) pared secundaria. (Figura 2). 

1) Lámina media: Se inicia como "placa celular'". en el momento de la división celular. 

Es amorfa y ópticamente activa. Es una zona libre de celulosa y se compone 

principalmente de pectina. Se descompone con facilidad. y cuando esto sucede el 

tejido se separa en células individuales. 

2) Pared primaria: Se forma inmediatamente después de la división celular. antes de 

que la célula complete su crecimiento. Los cambios que experimenta son reversibles. 

Es una estructura que se expande y se acomoda durante el crecimiento de Ja célula. 

3) Pared secundaria: Sigue a la pared primaria en orden de aparición. Tiene una alta 

proporción de celulosa. Generalmente consta de tres capas con caracteristicas físicas y 
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químicas diferentes, que se denominan de afuera hacia adentro S1 (capa externa), S2 

(capa medial o central) y 53 (capa interna). Algunos consideran que la última capa 

puede ser considerada como una pared terciaria. 

1; 
i 1 

i ~ 
/.Jim;UD~ 

P.ln!'J~ 

Figura 2. Porción de Pared celular. 

PECTINA. ESTRUCTURA Y COMPOSICIÓN 

La pectina fue definida por Kertesz (1951) como los ácido pectinicos solubles en agua 

de grado de metilación variado que son capaces de formar geles con azúcar y en 

medio ácido bajo condiciones determinadas. 

La pectina es un heteropolisacárido estructural, que le confiere rigidez a las paredes 

celulares de todos los vegetales en los que actúa como agente cementante. Su peso 

molecular varía de 20 a 400 KDa, lo cual depende del tipo y estado de madurez de la 

fuente de origen. 

Está formada por un polimero principal de moléculas de ácido 0-galacturónico unidas 

por enlaces a(1,4), algunos de cuyos grupos carboxilos están esterificadOs con metano! 

(metoxilados); contiene, además pequeñas cantidades de azúcares neutros como 
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ramnosa, galactosa, arabinosa y xilosa que forman cadenas laterales en Ja estructura 

principal (figura 3) (Blancas, 2001). 

en ramnosa 

o .Acido Galacturónico 
Ramnosa 
Galactosa 
A":abinosa 

Figura 3. Estructura de la pectina. 

Agrupsmiemo 
esterificaclón - -----

Zona de 
poliurónidos 

- Xilosa 
<> .Acldo Glucuronico 
.-;- Glucosa 

9'/etil ester 
Metil éter 

Las sustancias pécticas constitúyen una tercera parte de Ja pared celular de las plantas 

dicotiledóneas y de algunas monocotiledóneas. (Jarvis et al. 1988). En ellas las zonas 

más ricas corresponden a la pared celular primaria y a Ja lámina media que las separa. 

Las sustancias pécticas se hallan asociadas a Jos otros constituyentes de la pared 

celular (celulosa, hemicelulosa, lignina, etc.) mediante uniones físicas y/o qulmicas 

actuando como cementante intercelular y dando así rigidez a los tejidos (Pilnik y 

Voragen, 1970). 

Un aspecto que diferencia a las pectinas entre si es su contenido de esteres metilicos. 

o grado de esterificación. que disminuye al producirse la maduración y ablandamiento 

de las plantas. 
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Existen diferentes tipos de sustancias pécticas: la protopectina que es la sustancia 

péctlca presente en Ja pulpa de los frutos Inmaduros; los ácidos pectrnicos son 

sustancias pécticas menos metiladas que la anterior, dependiendo del grado de 

polimerización y el de metilación los ácido pectinicos pueden ser coloidales (de alto 

metoxilo) o solubles en agua (de bajo metoxilo). 

Asociadas a las pectinas se encuentran diversas hidrolasas como: Poligalacturonasas 

Galactosidasas, Xilosidasas, Pectln metilesterasas, entre otras. Estas enzimas 

modifican las propiedades de la pectina durante la elongación celular, y tanto su 

actividad como su especificidad dependen del grado de esterificación metlllca. 

Como las sustancias péctlcas son elementos estructurales de la lamina media y Ja 

pared celular primaria de los vegetales superiores, las alteraciones en su grado de 

polimerización y esterificación provocados por acción de enzimas pécticas producen 

cambios en la textura de las frutas y legumbres durante la maduración, el 

almacenamiento o durante su procesamiento. 

PROCESAMIENTO DEL FRIJOL 

La preparación del frijol para su consumo se realiza en dos etapas separadas: el remojo 

y la cocción. 

Remojo: Le permite a la semilla de frijol absorber el agua que necesita para cocinarse 

uniformemente. Como consecuencia de la hidratación aumenta el volumen de la semilla 

y se favorece la solubilización de compuestos (Stanley et al. 1978). Además la finalidad 
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del remojo es disminuir el __ tiempo de cócción de los frijoles ya que un tiempo de cocción 

prolongado resuita én_la _d_est;ucción de protelnas y vitaminas por acción del calor. 

Cocción: En· este trata,;.;ier{fo. térmico, el calor aplicado induce en la semilla los 
,. • . '. . i-~. ,,~~. , __ ._ ' ' 

cambios e<>tr~ciÜ'¡.~l;;;.;;•q;,~-.'éidnducel1 a su ablandamiento, al desarrollo de sabor y 

aroma agra~-~~~~~'ty'',[~:-f~;:f~¡~~inución de su toxicidad. La suavización de los 

cotiledones; depende pdnclpalmerite de cambios flslcos de los constituyentes celulares, 
· :.-:+.::~ ;:-¡~1~~;~;:,!M)>D.;7,;:~/,~. -": '· 

como son _la :·-gelatlnlzación •:del -almidón, la desnaturalización de protelnas, lipidos, 

polifenoles, ·y'cie-sde el punto de vista estructural, la pared celular y su lámina media en 

donde se fa¿~~e¿á;;;- la_·solubllización y despolimerización de la pectina (Stanley et al. 
- ;[-;:.;_:.' 

El periodo_ de,tra_tamiento térmico que requieren las semillas para alcanzar la textura y 

palatabllidad deseada por el consumidor se le denomina tiempo de cocción (Blancas 

2001). 

CALIDAD DEL FRIJOL. 

La calidad del frijol es determinada por factores como aceptabilidad por el consumidor, 

caracterlsticas en el remojo, calidad de cocción y valor nutrimental. Las caracterlsticas 

de aceptabilidad incluyen !amano, color, forma, apariencia, estabilidad bajo condiciones 

de almacenamiento, propiedades de cocción, calidad en el producto obtenido y sabor 

(Reyes-Moreno y Paredes, 1993). Un estudio en la calidad de las caracterfsticas de 

consumo de frijol identificó el tiempo cocción como uno de los factores más 

importantes (Herpen, 1991). 
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La calidad del frijol está relacionada el tiempo de cocción; un frijol con buena calidad de 

cocción adquiere un grado de suavidad aceptable para el consumidor en un tiempo 

aproximado de 40 minutos {Dos Santos y Bourne. 1985; Moscoso et al., 1984). El 

consumo del frijol puede ser afectado por una pobre calidad de cocción {Vindlola et al. 

1986). Se han estudiado algunos tratamientos que modifican la calidad de cocción. Es 

sabido que al remojar las semillas secas mejora su calidad de cocción (Liu y Me 

Watters, 1994; Silva et al.;.1981; Singh et al .• 1988; Taiwo et al., 1996); y si el remojo se 

realiza en soluciones salinas de hidróxido de sodio, carbonato de sodio o bicarbonato 

de sodio, se favo_r~ce la absorción de agua y se reduce drásticamente el tiempo de 

cocción (Palma-Tirado et al. 1992). el tratamiento con enzimas pectinasas también 

reduce el tiempo de cocción de los frijoles (Singh y Rao 1995). 

Se han realizado muchos estudios acerca de la pérdida de calidad de cocción, cada 

uno de ellos hace énfasis en diferentes aspectos: grado de hidratación (Rockland y 

Jones, 1974); grado de cocción (Kon, 1980; Molina et al. 1975); tiempo, temperatura y 

humedad del almacenamiento (Burr et al., 1968; Martson, 1946; Morris, 1963; Sefa

Dedeh y Stanley, 1979; Sefa-Dedeh et al., 1979) cambios en la microestructura 

(Rockland y Jones, 1974; Varriano-Martson y Jackson, 1981 ); y cambios quimicos o 

enzimáticos ocurridos en el cotiledón durante el almacenamiento (Gloyer, 1921; 

Varriano-Martson y Jackson, 1981; Moscoso et al., 1984). 

Pero no todas las modificaciones sobre la calidad de cocción son positivas, también 

existen condiciones que pueden afectarla aumentado el tiempo de cocción, como por 

ejemplo: condiciones genéticas. ambiente de crecimiento, o almacenamiento. El efecto 

del almacenamiento inadecuado sobre la calidad de cocción ha sido estudiada por 
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varios investigadores quienes encontraron que los frijoles secos pueden deteriorarse 

muy rápidamente como una función de tiempo y condiciones de almacenamiento, 

particularmente bajo las condiciones de temperatura elevada y humedad alta que 

prevalecen en climas tropicales. Las consecuencias observadas de este deterioro 

involucran un aumento en tiempo cocción y un deterioro de la textura y el sabor (Martin

Cabrejas et al. 1999), pero la textura no es el único atributo de calidad afectado; el valor 

nutritivo también es dañado por una pérdida de vitaminas y una disminución en la 

disponibilidad. de la proteína (Sgarbieri y Whitaker, 1982). Estos cambios resultan en 

pérdidas económicas debido a que los consumidores rechazan los frijoles con una 

textura pobre y también por la necesidad aumentada de energía requerida para 

cocinarlos, este fenómeno es conocido como el defecto Hard-to-cook (HTC) (Malina et 

al., 1976; Reyes-Moreno et al., 1994). Las semillas HTC no logran obtener la textura 

adecuada a pesar de ser sometidas a trempos prolongados de cocción debido a un 

fracaso de las células del cotiledón para separarse durante la cocción (García et al. 

1998). 

Se han sugerido varias causas para explicar el fenómeno de HTC. (1) la formación de 

pectatos insolubles en la lámina media de la pared celular (Chang et al., 1977; Kon y 

Sanshuck. 1981,; .Iones y Boulter, 1983,; Moscase et al., 1984; Hentges et al., 1991). 

(2) la degradación de membranas de la célula (Varriano-Marston y .Jackson, 1981 ). (3) 

los cambios en los compuestos fenólicos también fue implicado por varios autores y (4) 

una combinación de mecanismos también fue sugerida (Hincks y Stanley, 1986; 

Aguilera y Ballivian. 1987; Liu, 1995). 

13 



Las células de Ja lámina media de los frijoles frescos se destruyen durante la cocción. 

en cambio las semillas de frijoles almacenados muestran una pobre separación durante 

la cocción (Liu Kenshui 1995). lo cual se ha atribuido a un Incremento en las 

propiedades adhesivas de los componentes de la lámina media durante el 

almacenamiento (Bourne. 1976; Hincks y Stanley. 1986). 

MODIFICACIONES DE LA PECTINA DURANTE EL REMOJO y EL 

ALMACENAMIENTO. 

Se han estudiado los cambios que ocurren en la pectina durante el remojo del frijol 

encontrándose que en frijol seco hay una disminución en el peso molecular de este 

polimero (Tabla A). un descenso en el contenido de residuos ácidos de la pared celular. 

y un aumento en la cantidad de ácidos urónicos solubles en agua. Mientras que el peso 

molecular de las pectinas, aisladas de frijol endurecido, no se modifica por efecto del 

remojo. Esto se interpreta como que en el primer caso los ácidos urónicos de la pared 

celular, localizados fundamentalmente en la lámina media se solubilizan (Ebbelar, 1996 

y Blancas, 2001 ). Mientras que en el segundo esto no ocurre. Lo anterior puede 

deberse a que la hidratación de la semilla durante el remojo debilita la unión 

electrostática calcio-ácido urónico lo que se puede deber a la acción de 

Poligalacturonasas presentes en la pared celular de semillas frescas sin remojo y 

activada por la hidratación de la pared celular durante el remojo de las semillas, esta 

modificación podria ser la responsable del menor tiempo de cocción observado en el 

frijol remojado respecto del que presentan los frijoles secos (Blancas, 2001). 
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Tabla 1. Modificaciones del peso molecular de la pectina de frijol por efecto del 

remojo. 

PMde Flor de Mayo Bayo Mecentral 2626 

pectinas Seco Remojado Seco Remojado Seco Remojado 

2000 kDa 56 26 62 52 72 56 

500 kDa 22 40 14 31 20 23 

70k0a 18 23 14 14 6 12 

7 kDa 4 11 10 2 9 

Mientras que durante el almacenamiento Ja estructura o composición qulmica de las 

peclinas se podrlan modificar. Estas modificaciones evitarlan que las 

Poligalacturonasas actúen sobre la cadena de pectina para despolimerizarla y facilitar 

su solubilización durante la cocción. 

Otra alternativa serla que durante el almacenamiento inadecuado del frijol la actividad 

de Poligalacturonasas disminuyera. y por lo tanto el peso molecular de las pectinas no 

se modificarla. 

POLIGALACTURONASAS 

Las enzimas pécticas catalizan Ja degradación de las sustancias pécticas de las 

paredes celulares. 
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Las Poligalacturonasas catalizan la hidrólisis de los enlaces a-D-1,4-glicosldlcos de los 

residuos no esterificados de la pectina (Figura 4). Su .sustrato preferido son las pectinas 

de bajo grado de metc:ixaación. Su pH óptimo es del rango de 4.5 - 6.0 (Wong, 1986). 

Hay dos tipos de· Poligalacturonasas: Las exopollgalacturonasas clasificadas como 

EC.3.2.1.67, que eliminan residuos de ácido galacturónico (Pressley et al., 1971 ). Las 

endopoligalacturonasas, clasificadas como EC.3.2.1.15, rompen los enlaces a-1-4 

gllcosldlcos al azar a lo largo de la cadena de urónlco. Los dos tipos de enzimas 

requieren de residuos desesterificados. La acción de las Poligalacturonasas está 

limitada ya que su acción termina cuando en la cadena principal hay residuos de 

ramnosa u otros monómeros. 

¡ 

.;~~~- 1 
º? , ... 

·~~;.~ 

Figura 4. Mecanismo de acción de Poligalacturonasa. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

./ Determinar la participación de la Poligalacturonasa en las modificaciones que sufre 

la pectina cuando la semilla de frijol se somete a tratamientos que modifican su calidad 

de cocción. como son remojo y almacenamiento inadecuado. 

Objetivos específicos 

a) Determinar los tiempos de cocción de tres variedades de frijol fresco y 

almacenado, utilizando semillas con y sin remojo. 

b) Optimizar la técnica para determinar actividad de Poligalacturonasa en semillas 

de frijol. 

c) Explorar la presencia de Poligalacturonasa en semillas de frijol frescas. 

d) Determinar el efecto del remojo sobre la actividad de Poligalacturonasa. 

e) Identificar el efecto del almacenamiento inadecuado sobre la actividad de 

Poligalacturonasa. 
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HIPÓTESIS 

En este trabajo se plantearon la siguiente hipótesis: 

El remojo de semillas frescas de frijol resulta en una disminución del peso 

molecular de la pectina. La Poligalacturonasa es una enzima que hidroliza la 

pectina entonces la acción de la Poligalacturonasa podrla ser la responsable de 

estos cambios. '··., 

; ~.~;' ),. ~:":; ~ "'" .. 

E< ~mo~1L.ii,:':.j~k,.~~<;~ ,.; ~mao do ''"°' •n~•uom= <oo ,~unao 
La Poligal~'~t~~~~j~·~~:'.'.in~ ~ri~i"i,,~ ~ue f;,,cilita la solubilización de las pectinas 

entonces e1:á1;.,:¡áher!''a,;,i;;,..;to:lnadécu'ado induce una disminución en la actividad 

de la enzima. 
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MATERIAL BIOLÓGICO 
' . ' 

Se utilizaron tres.variedades de semillas de frijol (Phaseo/us vulgaris) las cuales fueron: 
.. ' . ·.: .:., , .. 

Flor de Mayo· .cosecha 1999; Bayo Mecentral y 2626 ambos cosecha 1996. Los 

cultivares ~e· mantuv;er~n ~nfr~scos herméticamente cerrados y almacenados a 4º C 

hasta el momento de su análisis. 

Tanto· las semillas frescas como las envejecidas se ensayaron en dos condiciones: 

secas y remojadas, esta última condición se logró remojando las semillas en agua 

destilada durante 18 horas a 30º C. 

Las variedades Bayo Mecentral y 2626 se ensayaron solo en forma fresca tanto secas 

como remojadas. 

ENVEJECIMIENTO DE FRIJOL 

Las semillas de frijol Flor de Mayo fueron almacenadas en un recipiente de plástico 

sellado a una temperatura de 30º C y con una humedad relativa del 75% obtenida a 

partir de una solución saturada de NaCI. En nuestro laboratorio hemos demostrado que 

en estas condiciones de almacenamiento el frijol alcanza un 16% de contenido de 

humedad, lo cual es suficiente para que se realicen las reacciones que conducen al 

endurecimiento del frijol, pero son limitantes para el crecimiento de hongos. El tiempo 

de almacenamiento fue de 10 y 18 dias. 

OBTENCIÓN DE HARINA DE FRIJOL SECO 

Con ayuda de una navaja se retiró la testa y el eje embrionario de los frijoles secos. 
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Los cotiledones se molieron en licuadora por pulsos para evitar que la muestra se 

calentara y se desn.aturallzaran las. proteínas presentes. Después de cuatro ciclos de 

molienda, la harina se tamizó en un cedazo y se almacenó en un frasco bien cerrado y 

en refrigeración hasta su uso .. · 

TIEMPO DE COCCIÓN. 

Se utilizó el "cócinador Má.rtson" (Figura 5} que contiene una .charola :con 25 pozos en 

donde se colocara~ los trÚ~les, s~ puso una varilla encir~ad~·cada.fr.iJol:coll'una ·masa 

de 200g cada una. El cocinador se Introdujo en una 611a'co~,,~gua ~r..Vrendo, se cubrió 
.'. ,·.::¡ _--:._~- >f'. ,.:-

la olla con una tapa de plástico y se mantuvo el agu .. e11 ~bulÍicÍór1-··Zse'i6mó el tiempo 

en que cada una de ras varillas perforó ra semi11a:<:1Íi_.frijo1ii:ie' tii2:o una gráfica de 

numero de frijoles cocidos contra tiempo (Figura 6)'y de Ía grafica se obtuvo el tiempo 

de cocción medio (TCso) determinado como los minutos en los que er 50% de las 

semillas de frijol se cocieron. Las pruebas de cocción se realizaron por triplicado para 

cada tratamiento; frijol fresco (seco y remojado} y frijol almacenado (seco y remojado). 
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Figura 5. "Cocinador Martson" tomado de Varriano-Martson and Jackson (1981) 
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Figura 6. Cinética de la cocción de un lote de frijol. En la gráfica se indica el 

tiempo de cocción medio (TC50). 
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PREPARACIÓN DE LA COLUMNA DE BIO-GEL. 

a) El Bio-Gel seco se adiclon6 gradUalmente a un vaso de precipitados que 
. . . 

contenfa agua destilada_y .si:. dejo t\ldraíClr por 'dos dfas a temperatura ambiente, 

la resina S~ agitÓ sÚav~rTH31Íte y'.~e r~tir~;Cl;, los finos. 
. . - -,· - - ·. ·. ' , - : ~:~ -' ' - , ·. . 

b) Para montar la columr'íá;' ésta'se·cerrÓ·y adicionó agua hasta arriba de la mitad 

de la columrla; eón· unB:'pi~~ta;_:~e·;prás'tiC:o se tomaron aproximadamente 10 mi 

de la resina la éual {~;;d~j¿; ci~~/1ent~ y cuidadosamente en el interior de la 

columrla. 

c) Desp~és se abrió 1.:.):§1~:,ri~~ §~e ~di¿;ionó el agua necesaria para evitar que la 

columna se se~ .. ra.' Duránt;,'_ese proceso" la resina se empaqueto perfectamente. 

Se cuido que no'se for~~~:~·t,-·J;:;:,ujas en el Interior de la columna. 
. ~ - , .. --:~.:;_. -~-~--~·:>~~~,~-. -.· .. ,~.-·'; 

d) El volumen ex_te~{~~~~~-~l·t~c~IÚmna ·se determinó adicionando a la columna 

empaquetada :400: ~l~dei IJ'ia'. s~l~Ción colorida de sulfato de hierro. En cada 

fracción se re,~le;i:t'a·;~-~~1~;~~~~~ ~n .tubos de ensayo hasta que eluyó de la 

columna tod~ '1~ sC>iü~iÓn c;;loricla, todos los tubos que no contenfan solución 

colorida se va~;;;~c:,"~'·.~;,'.~~ .. probeta graduada y se midió el volumen total, este 

volumen fue de 1.6 mi que se consideró como el volumen externo, es decir, es el 

volumen en el que salen las sustancias con un peso molecular mayor que el 

sulfato de hierro. 

e) Para equilibrar la columna se utilizó un buffer de acetato de sodio 0.1 M (pH = 

4.5). La columna se lavo con 10 mi de este buffer. Para comprobar que en la 

columna se habla equilibrado el buffer de corrida se diluyo 1:100 y se midió su 

conductividad que fue de 111 .n. El buffer que emergió de la columna se 
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recolectó, se diluyó 1:100 y se le midió la conductividad que fue de 112 n, estos 

valores semejantes de conductividad indicaron que la columna se habla 

equilibrado .. 

' ,··. 

PREPARACIÓ~ DEL ~RACTO ENZIMÁTICO 

Se pesaron ~oÓ ~~·de harina.de cotiledones y se congelaron con nitrógeno liquido, se 

homogenizó con.);;o~~r~ y sé resuspendieron en 5 mi de agua destilada, se centrifugó 
. ,•· , .... 

por 10 minutos· a's~ciÓ rpni a 4º C y se guardó el sobrenadante. La pastilla se sometió a 

una extra~ciÓ~'.~~n~·~·~1 cÍe b~ffer (acetato de sodio 0.1 mM, NaCI 1.5 M pH 4.5) con 

agitación lll~·~~· .. ti~a'~~rá~t.; 30 minutos a 4º C; se centrifugo nuevamente a 6000 rpm 
'' ',-~··'"'- ., ,·... , . . 

por 10 minutos.; • .,i'_'1~,.c/,Y se juntaron los sobrenadantes. La pastilla se reextrajo con 

otros 5· mi cie?tiúffer/ los.cuales después se centrifUgaron se juntaron con los otros 

sobrenadantes. 

PURIFICACIÓN PARCIAL DE LA ENZIMA 

Todos los sobrenadantes se precipitaron con sulfato de amonio al 100% de la siguiente 

forma: 

a) Se agregó poco a poco y con agitación constante, 10.45 g de sulfato de amonio 

a los 15 mi de sobrenadante obtenido de la extracción enzimática en fria. El pH 

de esta solución se midió frecuentemente, esto es con el fin de evitar que varia y 

que las enzimas se desnaturalicen, el pH se mantuvo en valores por arriba de 5 

adicionando NaOH 1 M. 
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b) Una vez adicionado todo el sulfato de amonio se dejó en agitación por 15 

minutos más para que las proteínas terminen _de precipitar. 

c) Pasado ese tiempo se centrifugo 15 minuto_s a,-:1000 rpm a 4° C, se desechó el 

sobrenadante y Ja pastilla formada se disolvÍó en 2_ mi de buffer de ensayo 

(acetato de sodio 0.1 mM, pH =5.5). 

d) Se centrifugo a 4° C por 10 ml~utos a 3~0~rp~,.~ 
. . ' 

e) Enseguida se filtraron 400 µI del extr~6to pcir·~f'la columna de Bio-Gel P-10 (Bio-

Rad Laboratories) para eliminar las sales contaminantes. 

ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA 

La actividad de Poligalacturonasa se determinó cuantificando la cantidad de ácido 

urónico obtenido de incubar ácido poligalacturónico con el extracto enzimático. Se 

utilizó la metodologia propuesta por Gross (1982) en la cual se usa 2-cianocetamida. 

a) A dos tubos eppendorf se adicionaron 100 ¡ti de buffer de ensayo (acetato de 

sodio 0.1M, pH 5.5), 400 ¡ti de extracto enzimático desalado, 100 ¡ti de solución 

de ácido poligalacturonico (SIGMA) al 0.5% y finalmente agua c.b.p. 800 ¡ti. El 

blanco se elaboró de la misma manera pero sin adicionar extracto enzimático. 

b) Enseguida, los tubos eppendorf se incubaron durante 1 hora a 37º C, 

transcurrido ese tiempo se paró la reacción con 100 ¡ti de buffer de boratos 

(ácido bórico 250 mM, tetraborato de sodio 250 mM) y 100 µI de 2-cianocetamida 

1% pH 9. 
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c) Se incubó por 45 minutos a 95º C. Una vez terminado el tiempo de incubación 

se centrifugo a .velocidad máxima por 1 minuto y se leyó en espectrofotómetro a 

270 nm. 

d) El contenido de ácidos urónicos se obtuvo con la ecuación de la recta de una 

curva· e~tá~dar: a partir de una solución de ácido galacturónico (ALDRICH) de 1 

mg/ml adicionándole en lugar del extracto enzimático y siguiendo la metodología 

anterior. 

Se hicieron tres repeticiones independientes para cada variedad de frijol sometido a los 

diferentes tratamientos (frijoles frescos y frijoles envejecidos) tanto secos como 

remojados. 

DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

OPTIMIZACION DE LA TÉCNICA 

1. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD A DIFERENTES VALORES DE pH 

Con la finalidad de optimizar la técnica la actividad de la Poligalacturonasa se determinó 

a diferentes valores de pH. Los valores de pH utilizados para los ensayos fueron 4.0, 

5.5, 6.0, 7.0 y 8.0. Para realizar esta determinación se usaron buffers de fosfato de 

sodio 0.1 M, cuyo valor de pH fue ajustado con NaOH concentrado cuando se requirió 
' ,. 

subir el valor de pH, o HCI concentrado para disminuir el pH del buffer. 

El ensayo se realizó por triplicado, y siguiendo la metodologia antes descrita para 

determinar actividad de Poligalacturonasa. 
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2. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 

SUSTRATO 
. ,'• . . . ·.' 

Las diferentes c1;mcentraciones.depoligalacturonato ~on .l_c>s que se, d .. tern,tinó actividad 

de Poligalacturonasa ~ar~ con.;ce~ ~Í.Jal es .;I ~alar Óp~irno fueron 0.1 o/o: 0.2%, 0.5% y 
1 - -<·:,-. •' 

1.0%. 

Este ensayo se. realizéÍ· 

anterior .. >.:~:-' .:~\';·· 
.-;._· 

DETERMINACIÓN.·DE.PROTEINA 

Se empleó.;, rriéíc)d;;><:J.; Lowry et al (1978). 

.. ·- ·., ,\ ;· ::.~. _: :; 

óptin:.ÓÍ:!et~rmi~adC:. ii~. el ensayo 

a) En.'1m tubJ
0

de ensayo se adicionó de 50 a 150 ~il de extracto enzimático 

desalado y de agua destilada c.b.p. 350 µI, luego se agregó 1 mi de solución C ( 

Na2C02 2%, NaOH 0.4%, tartrato de potasio 0.16% y SOS 1% que constituye la 

solución A; Y cuso. • 5H20 4% que es la solución B en una proporción 100:1 ), 

b) Se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

c) Se agregó 0.1 mi de reactivo de Folin, se agitó y se incubó a temperatura 

ambiente por 30 minutos para desarrollar color y se leyó a una longitud de onda 

de 660 nm en un espectrofotómetro. 

d) El valor de absorbencia obtenido se interpolo en una curva patrón que se realizó 

con una solución estándar de seroalbúmina de bovino dentro de un rango de O a 

100 µg de protefna /mi, siguiendo la técnica de Lowry para conocer los ~·g de 

protefna en la muestra. 
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EXTRACCIÓN DE PECTINA CON CICLOHEXANO-TRANS-1,2-DIAMINO-N,N,N'.N'

TETRACETATO ÁCIDO (COTA), 

a) Se pesaron 5 ~ramos deha'nn¡. de frijol.fresco y,seco,-sé h~m°og~n1z6 ~n 50 mi .. - - - . {~ ·--. ,. ,,. 

de buffer de extracción (so'mM'/ac.:.t>.tb'cie sodio, 5C(mM:coTA;'•p¡:f6.5) y se 
"'"i'· :);~-:~:--·. "•>'.:"<> ''··~·:-,,.-~--: •• :.· __ , -._.-,_.·.~- ,: •.• 

agitó durante 16 horas a Í~mperatu~ ambiente ..• ' > -··-- :;• :· <> , 
b) Transcurrido este tiernP.ú~f~~;~~!~~,~\~~;1~~~2··~~·~:;~º[ 1?, ~f~utos a 4º c, 

fuego se separó el sobrenadanteyse guardo'en un_ túbo;·'f•:·:-
- ,,~ ' ,, ·f',, ·'-·,,.". ·'·' 

c) El pelle! resultante se hcihlog¡;,~itÓ ,;,•¡:.; sorÍ:,J de agua desÚÍada para lavarlo, y se 

centrifugo nuevamente~a:',10000 rpin durante 10 minutos a 4º c. el sobrenadante 
'.!': :' ~ :~:;" ~:-~;,~'--' :--~~ _'.~:\· . 

obtenido _se junto cor:i''el _anterior y se guardo el pelle! a 4° c. 
' ' ,. ~' - . 

d) Los sobrenadantes ,acumulados se dializaron con varios cambios de agua 
_ ... - _·, .::· .~: :::.: ¡ -

destllada_a 4º C\usando membranas para diálisis de celulosa ester (CE) con un 
-- : .. ·~ :-- -· _. 

poro que solo-deja pasar compuestos con un peso molecular menor o igual a 500 

Da de peso molecular (Spectra/Por). El dializado obtenido fue liofilizado a -50ºC. 

HIDRÓLISIS DE LA PECTINA POR POLIGALACTURONASAS. 

Para determinar que la Poligalacturonasa era responsable, al menos en parte, de las 

modificaciones que sufre la pectina durante el remojo del frijol, se ensayaron diversas 

fuentes de pectinas (pectina de frijol, pectina cítrica y poligalacturónico), y 

combinaciones de enzimas que utilizan a la pectina como sustrato (Poligalacturonasa 

de Aspergilfus niger y Pectin metilesterasa de citricos y Aspergilfus niger. 

El ensayo fue similar al descrito en la sección actividad de Poligalacturonasa. 
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Las diversas combinaciones de enzimas se indican en el pie de tabla donde se 

muestran los resultados de estos. experimentos. 
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RESULTADOS EXPERIMENTALES 

OPTIMIZACIÓN DE LA TÉCNICA 

ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA A DIFERENTES VALORES DE pH 

En la literatura encontramos que el pH óptimo de la enzima Pollgalacturonasa es 5.5 en 

determinaciones realizadas en tomate, con la finalidad de determinar si en el frijol este 

valor es el adecuado pa.ra·determinar actividad enzimática. cuantificamos esta actividad 

a diferentes valores·C!e pH (4, 5.5, 6, 7 y 8). Confirmando lo reportado en la bibliografía, 

se obsé,.;,6· q~~}~í' ·.~·~···6ptimo para la determinación de Poligalacturonasa es de 5.5, 

siendo en est.e \falor donde encontramos mayor actividad enzimática, por el contrario a 

pH 4 se observa la actividad más baja (figura 7). 

pH 

Figura 7. Efecto del pH en la actividad de Poligalacturonasa extraida de semilla 

de frijol remojado durante 18 ha 30º C. 
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ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA A DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE SUSTRATO . . 
. ::: ·.:· .. ;, "'.. . . ·.- . 

Con la finalidad ~e cónoé.E>r la .. concentración óptima de sustrato para medir actividad de 

Poligalacturona~a •. ·.1é)< qÜ~ ·:se " hizo fue deteniiinar su actividad a diferentes 

concentraciones de pCÍliga"1"áctÜronato (SIGMA) que es el sustrato para esta enzima. Los 

diferentesvalo;~~-~~l~niJ~s .~;e ~~tlvÍ~~d de Poligalacturonasa se muestran en la figura 

8. 

1.4 

1.2 .. 
~ i 1.0 

.3 en 

1 
E :s 0.8 

~ -o o 0.8 

~ E 

:1 .s. 
0.4 . 

¡-- -- --. 

00 0.2 o.4 o.s o.e o.o 
Concentración de Poligalacturonato (º/o) 

Figura 8. Actividad de Poligalacturonasa a diferentes concentraciones de 

poligalacturonato. 

Observamos que la concentración de Poligalacturonato que satura la enzima es 0.5º/o, 

siendo en esta concentración donde se aseguró que la Poligalacturonasa alcance su 

actividad máxima. 
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De los resultados anteriores se concluyó que la actividad de Poligalacturonasa debe 

ensayarse a pH 5.5 y a una .concentración de poligalacturonato de 0.5% para asegurar 

que la enzima alcance un máximo de actividad. 

ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA EN SEMILLAS DE FRIJOL FRESCO. 

Con la finalidad de verificar: la presencia de las enzimas Poligalacturonasas en frijol 

fresco, se determinó su· actividad en extracto enzimático desalado de semillas frescas 

de tres diferentes variedades; Flor de Mayo, Bayo Mecentral y frijol 2626. 

En los tres cultivares de frijol detectamos actividad de Poligalacturonasas, Indicando 

que la enzima PoligaiacÍuronasa esta presente en la pared celular del frijol fresco. La 

actividad especifica de Pollgalacturonasa fue significativamente menor en 2626 que en 

Flor de Mayo y similar en Flor de Mayo y Bayo Mecentral (Tabla 2). 

Tabla 2. Actividad de Poligalacturonasa en semillas de frijol fresco. 

Variedad Actividad (nmol AU/min/mg proteína) 

Flor de Mayo 

Bayo Mecentral 

2626 

4.076 ± 0.4ª 

3.997 ± 1.3ª 

2.179 ± 1b 

Letras diferentes en un mismo renglón indican diferencia significativa ( p s 0.05) 
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EFECTO DEL REMOJO EN LA ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA EN 

SEMILLAS DE FRIJOL 

Para conocer el efecto del remojo sobre la actividad de Poligalacturonasa, las semillas 

de frijol de las tres variei:la"ci;,s ~e· _colocaron en agua durante 18 horas a 30º e, y los 

valores de actividad en~C>n't~~cios. fueron comparados con la actividad de esta enzima 
' •""e,'\•'• • 

presente en estos mi~,,.;os »~~ltivares pero en semillas secas. Se observó que la 

actividad especifica de· Po1ig'á1ácturonasa (figura 9), se incrementó más de dos veces 

por efecto del remojo .. 

12-.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

" 10 

6 

5 

- SinRemojo 
ITSffi Con Remojo 

Figura 9. Efecto del remojo en la actividad de Poligalacturonasa del frijol. 

EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE LA CALIDAD DE COCCIÓN 

Para conocer el periodo en el que el almacenamiento bajo condiciones de alta 

temperatura y elevada humedad relativa producen un efecto negativo sobre la calidad 
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de cocción de las semillas de frijol Flor de Mayo, Jo que se hizo fue determinar el tiempo 

de cocción de Jas.. semillas de frijol almacenadas de cada Jote (10, 18 y 35 dlas) con y 

sin remojo •. ~ usa_ndo el "cocinador Martson" y se comparó con el TC5a determinado en 

frijoles frescos s'eé::os .Y remojados. 

Ob~ervamo~: q.ue ·e1 valor TC50 de las semillas de frijol aumento con el tiempo de 

almacenamiento en condiciones adversas. es decir, un almacenamiento inadecuado 

produjo una pérdida en Ja calidad de cocción de las semillas de frijol (Tabla 3). 

Tabla 3. TC50 para frijol Flor de Mayo fresco y almacenado. 

TC so (minutos) TIEMPO DE 

ALMACENAMIENTO SIN REMOJO CON REMOJO 

O DIAS (FRESCOS) 

10 DIAS 

18 DIAS 

35 DIAS 

126ª·' 

Letras diferentes en un mismo renglón indican diferencia significativa ( p s 0.05) 

42b.1 

55b.2 

79b.3 

Números diferentes en la columna sin remojo Indican diferencias slgnlficativas ( p s 0.01) 
Números diferentes en la columna con remojo Indican diferencias significativas ( p S 0.001) 
Almacenamiento a 30ªC y 75% HR. 

Los tiempos medios de cocción de frijol remojado son en todos los casos menores a los 

determinados en frijol seco debido a que el remojo disminuyo el tiempo de cocción tanto 

en semillas frescas como en semillas almacenadas. Sin embargo aún con remojo se 

puede observar que a partir de 18 dias en almacén los frijoles se endurecen porque el 

TC50 es significativamente mayor que a O días de almacenado. 
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EFECTO DEL ALMACENAMIENTO EN LA ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA 

EN FRIJOL FLOR DE MAYO. 

El efecto del almacenamiento en la actividad. de Pollgalacturonasa se ensayo en frijol 

Flor de Mayo, almacenado en condiciones adversas. Lo que se hizo fue determinar su 

actividad en frijoles almacenados, secos y remojados. Se siguió exactamente la misma 

metodologia que para determinar. actividad en semillas frescas. Los resultados se 

muestran en la figura 10. La actividad de Poligalacturonasa decayó a medida que 

transcurrio el tiempo de almacenamiento: Esta disminución se observo tanto en frijol 

seco como en frijol remojado. La velocidad de este decremento fue tal que en 7 dias de 

almacenamiento la actividad de la enzima ya no fue detectable. 

T 
i··. 
j_ ·--. 

··., 

1
-•- sin remoje:> 1 

• con remOJO 

- • . 
.!.---~,_ 

···-----·-----··---· 
o 3 7 10 18 35 

Tiempo de Almacenamiento (dias) 

Figura 10. Efecto del almacenamiento en la actividad de Poligalacturonasa en frijol Flor 

de Mayo 
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Para descartar la posibilidad de que la actividad de la enzima Poligalacturonasa no se 

detectara debido a problemas durante la realización de la técnica, se repitió el ensayo 

enzimático con las siguientes modificaciones: 

1) Se determinó actividad de Poligalacturonasa en frijoles secos y remojados 

después de 10 días de almacenamiento en las mismas condiciones. 

2) Para eliminar la posibilidad de que la actividad se estuviera perdiendo por la 

presencia de contaminantes en la columna que pudieran inhibir a la 

Poligalacturonasa, se montó una nueva columna de Bio-Gel P1 O para desalar el 

extracto enzimático, 

3) Para descartar la posibilidad de que por las condiciones adversas de 

almacenamiento se ·.-~.uble_ra_ originado un entrecruzamiento de la pectina 

pr~vocando que· la-.e~~,:;,~:·quedará "atrapada" y requiriera de un mayor tiempo 

de extracción, .. seta~;;,·~;.,tó. el tiempo de extracción. En el ensayo original, la 
-·':~-·· ·;, . . ·-:·-·:}(~~-

extracción·s,é·_.re'aÜzó'jcios.:veces durante 30 minutos cada vez. pero en este 
-- ' ':' - • .. :~;-· --;:.·,:-:."'. 

ensayo se extrajo la.enzima durante 18 horas. 

4) Finalmente, pjr~:~~~l~i.,;;J..i;s de que no habla proteolisis se adicionó un cóctel 

de inhibidores':cie:~;:~~~~'sas ~!'buffer de extracción. Este cóctel contenía: fenil 

metil sulfonil fluoru_ro (~MSF) 1.0 mM, Leupeptina (50 µM) y Aprotinina (50 µM). 

En ninguno de las· ensayos anteriores fue posible detectar actividad de 

Poligalacturonasa en semillas de frijol almacenado en condiciones adversas durante 

10 días. 
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ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA COMERCIAL SOBRE PECTINA AISLADA 

DE FRIJOL 

Se ha reportadÓ que· 1a eficiencia con que la Poligalacturonasa hidroliza a la pectina, 

depende' d~lgr~~?-~;¡, rn.;,tilación del pollmero (Bonnin, 2002). A su vez el grado de 

metilación· de·:·_1á .. p.eCtÍna·:'élepende de la fuente utilizada para su aislamiento (ya sean 

citricos o ma~i,{n~í>.Par:lo que antes de probar la eficiencia de la Poligalacturonasa 

comercial para hidrolizar la pectina de frijol, se caracterizaron los tipos de pectinasas 

presentes en. una preparación comercial de Poligalacturonasa aislada de Aspergillus 

niger (figura 11 ). 

50 

m 
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Poligalacturonato 
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Pectina de cltricos 
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+ 

-~---~------------, 
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+ + + + 
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Figura 11. Caracterización de las actividades enzimáticas presentes en la 
preparación de Pectinasa comercial. 
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Dado que la preparación comercial de Poligalacturonasas utilizada era muy activa , la 

concentración de proteína en. el ensayo era muy baja, por lo que con la finalidad de 

proteger la actividad de la enzima de la posible desnaturalización por efecto de la 

dilución en todos los ensayos se adicionó BSA (seroalbumina de bovino). 

La velocidad enzimática mostrada por la preparación comercial de Poligalacturonasa 

fue similar cuando en el ensayo de actividad se utilizó poligalacturonico o pectina 

altamente metilada extraída de cltricos como sustrato. Sorprendentemente la velocidad 

de Pollgalacturonasa no se incremento en el ensayo en el cual se utilizó como sustrato, 

pectina altamente metilada, y como enzimas, una mezcla de Poligalacturonasas y 

Pectin metilesterasa obtenida de Aspergillus niger (Figura 5). Por el contrario, la adición 

de Pectin metilesterasa de Aspergillus nigeren el caso del poligalacturonato disminuyó 

ligeramente la actividad de la Poligalacturonasa (Figura 5). Donde no se adicionó la 

Poligalacturonasa no hubo hidrólisis de pectina (Figura 5). Lo anterior sugiere que la 

actividad que se esta cuantificando es debido a la Poligalacturonasa y que la 

preparación comercial de la enzima utilizada en este trabajo contenia Pectin 

metilesterasa. 

Cuando la pectina extraída del frijol Flor de Mayo con COTA se utilizó como sustrato de 

la Poligalacturonasa, se observó que la cantidad de ácido urónico libre era mayor 

cuando se incubo por tiempos cortos y mucha actividad de Poligalacturonasa que 

cuando se adiciono poca actividad de enzima y se dejó incubando por 18 horas (Figura 

6). Por el contrario, la enzima Pectin metilesterasa de cítricos y la Pectin metilesterasa 

de Aspergilius niger no tienen efecto sobre la cantidad de ácido urónico libre. Y cuando 

se incubo la pectina con los dos tipos de hidrolasas (PG y PME), se observó que la 
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cantidad de urónicos libres fue semejante a los obtenidos por la acción de la 

Poligalacturonasa sola (Figura 12). Lo anterior sugiere que la pectina de frijol es 

sustrato de la Poligalacturonasa. Dado que la preparación comercial contenla tanto 

Poligalacturonasa como la Pectin melilesterasa los resultados anteriores no indican si la 

pectina de frijol está o no melilada. 

8 
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Pectina de frijol 
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PME Citricos 

PME Aspergillus 
(10111/ml) 

Figura 12. Actividad de Poligalacturonasa en pectina aislada de frijol Flor de Mayo. 
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En cada ensayo, se cuantificó el ácido libre inicial, lo que permite calcular el valor de 

ácido urónico liberado por acción de la Poligalacturonasa y si este valor se modifica por 

la acción de la Pectin metilesterasa. Los valores de ácido urónico liberados se 

presentan en las tablas 4, 5 y 6 para pectina de frijol, pectina comercial y 

poligalacturonato respectivamente. 

Tabla 4. Acido Urónico liberado por acción de Poligalacturonasa comercial en 
diferentes sustratos. 

--------------------~--------------

SUSTRATO nmol AU/min/mg proteína 

Pectina comercial 40.08 

Pectina de frijol 4.112 

Poligalacturonato 38.92 

En todos los casos se observó que la acción de Poligalacturonasa provocó un 

importante aumento en los ácidos urónicos libres de las pectinas y del poligalacturonato. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS EXPERIMENTALES 

El tiempo de cocción de la semilla de frijol se debe principalmente a la velocidad de 

termosolubilización de la pectina que es el componente mayoritario de la pared celular 

de Jos cotiledones. El tiempo de cocción de esta leguminosa se ve afectado por 

diferentes factores, alguno,s de los cuales son positivos como el remojo, y otros que 

provocan cambios negativos en la calidad de cocción como el almacenamiento 

inadecuado. Ambos tipos de factores; remojo y cocción, tienen en común el favorecer la 

hidratación de la pared 'celuÍar,,y:~br'tanto proporcionar las condiciones adecuadas para 

que las enzimas presen;~s en ia''¡)~~ed celular de las células del cotiledón se activen. 

Una de estas enzimas, es' la, Pollg,alacturonasa que hidroliza a la pectina generando 

fragmentos de menor, pescí"mb'1'0Jt1,~r., Esta disminución del peso molecular de las . .·. . '\ ·. 

pectinas durante el remcij'Cifpociri~, ,incrementar su termosolubilización durante la 

cocción, mientras q.:.e}él<;:.~ci,ón,de,la Pollgalacturonasa durante el almacenamiento 

resulta ria en un iricrern'ento de la reactividad de estos poli meros debido a la exposición 

de un número ~·~i~~/~e-.'.~~remos terminales. En el primer caso, la acción de la 

Poligalacturonasa aumentarla la calidad de cocción de la semilla pues el tiempo de 

cocción disminuiría, ,En el segundo caso la acción de esta hidroiasa resultaria negativa 

pues el tiempo de cocción aumentaría. 

Dado lo anterior, este trabajo se realizó con el propósito de determinar si la 

Poligalacturonasa participaba en la modificación de la pectina, inducida por el remojo o 

almacenamiento inadecuado de la semilla de frijol. 
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Para comprobar lo anterior primero se determinó Ja actividad de Poligaiacturonasa en 

semillas de frijol fresco de tres.variedades, encontrando que la enzima esta presente en 

forma activa en Í~ ~P~~;_d:.celular ;del _frijol. El hecho de que la actividad de 

Poligalacturonasa fue~a cÍb~; ~.ic~~·;·m~~r· en ~emillas remojadas que en secas Indica 
: ·., ' ... ." ·:S·,~:. :~1{~;:j~-;~:,/I,:,::;:;;\;'.~/T~i-±ir:>.~ ~ .. ·.:::~'·>·::· 

que durante el remojo: de,Ja;semm~;·1a"e11zima se activó o bien este incremento se debe 

a un aumento de. e; ",,·d;jj~~:~bi~;;~,I~·;; CÍ~ Ja. enzima, a través de sin tesis de novo del 

péptldo. 
•,j <•• > •"" ~~ti\n,.\ •-

- ,; ,; '.:-;··~', 

En otros sistemas sf; ·ha derr16strado. que durante la elongación celular. la actividad de 

Poligalacturonasa se .in.~r~n'l~~t~· p~r•s.intesls de novo (Cotte et al. 2002 y Atkinson et al. 

1998). Dado que el remojo de.Ja semilla induce la elongación de las célula del cotiledón, 

es probable que el aumento de actividad de Poligalacturonasa aqui reportado, también 

se deba a una sintesls de novo de la enzima . Lo anterior sugiere que la disminución del 

peso molecular de las pectinas Inducido por el remojo (Blancas, 2001) pueda deberse a 

Ja acción de Poligalacturonasa. Si esto fuera asi, Ja pectina aislada de frijol deberla ser 

un sustrato adecuado para la Poligalacturonasa aislada de otra fuente. En efecto, la 

Pollgalacturonasa de Asperigillus niger fue capaz de utilizar a la pectina de frijol como 

sustrato aunque la velocidad de hidrólisis que en este caso presento la enzima fue 1 o 

veces menor que la que presento cuando el sustrato fue pectina altamente metilada ó 

poligalacturonato de sodio. Este resultado podria deberse a que la estructura y I o 

composición de la pectina de frijol fuese diferente a la reportada para pectina de citricos 

o el poligalacturonato. 

La composición del polimero aqui estudiado fue similar a la reportada para pectinas del 

tipo de los ramnogalacturonanos 1 que constituye el componente más abundante de Ja 
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pared celular primaria de las dicotiledóneas. Este tipo de pollmero está constituido por 

una cadena principal de n-1.4 ácido galacturónico con uniones a-1,2 ramnosa con 

ramificaciones de azúcares neutros en la posición 4 de .las pentosas (Bonnin, 2002). 

Mientras ~·~e las. pectinas .de cítricos y poligala.é:turonato están constituidas por una 

cadena liné1.1' de .ácld.; galacturónico. 

Estas dlfer.:.nclas en composición y estructifra explicarlan porque la Poligalacturonasa 
::---~ "'. . . . 

comercia'I p·r~S-ento.'menor actividad c.;n la· pectina aislada de frijol que con los sustratos 
)<. :. •, . . . 

ricos en homogalacturonano: En el primer easo el enlace a hidrolizar por la 

Poligalact~:r~n~~~ p~d~la pres~ntar menc:lr accesibilidad que en el segundo. 

La activicla:~ de:I;. :'~61i~aiac:luronasa disminuye desde los 7 dlas de almacenamiento. 
- '.-::· ,,_.,, 

Esta disminución no.se'debló a la acción de proteasas, pues se adicionaron lnhibidores 

de proteasas y la ·áctivi.dad de la Poligalacturonasa no se modificó. Tampoco parece 
,_-::-:·- . 

deberse a uná disminución en su extractabilidad, debido a que tiempos mayores de 

extracción de la enzima no modificaron el resultado. Dado que en otros sistemas se ha 

reportado que el aumento en la actividad de Poligalacturonasa se debe a sintesis de 

novo de la enzima, el resultado de que el almacenamiento disminuye la actividad de la 

Poligalacturonasa podria deberse a que en las semillas almacenadas el proceso de 

expresión de los genes de Poligalacturonasa se han danado y además que la enzima 

presente en la semilla fresca se hubiese inactivado reacción de Mlllard, ya que la pared 

celular es rica en carbohidratos. 

El remojo de la semilla almacenada no induce cambios en el peso molecular de la 

pectina; pero, el remojo también resulta un tratamiento benéfico para el frijol 

almacenado, ya que el tiempo de cocción del frijol almacenado remojado fue menor que 
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el del frijol almacenado y seco. Sin embargo en el lote de frijol endurecido no se detecto 

actividad de Poligalacturonasa, aún antes de que el frijol se endureciera. Estos 

resultados sugieren que en el ~efecto benéfico del remojo en el tiempo de cocción 

participan varios eventos 

Poligalacturonasa. 

siendo uno de ellos la hidrólisis de pectinas por la 

En conjunto, los resultados anteriores muestran que la pectina de frijol puede ser 

modificada por la Poligalacturonasa y que muy probablemente durante el remojo de la 

semilla, la Poligalacturonasa de la pared celular hidroliza a las pectinas in muro, 

incrementando su termosolubilización, lo que se refleja en una disminución en el tiempo 

de cocción del frijol. Lo anterior parece constituir la base molecular que explicarla 

parcialmente el efecto beneficio del remojo en la calidad de cocción. 

Para demostrar de manera definitiva que la Poligalacturonasa constituye uno de los 

factores que contribuyen al efecto benéfico del remojo en el tiempo de cocción se 

requiere contar con semillas de frijol que no presenten actividad de Poligalacturonasa y 

que por tanto al ser remojados el peso molecular de las pectinas no se modifique y el 

tiempo de cocción podrla o no disminuir. 

En el caso de frijol endurecido, la Poligalacturonasa no parece estar participando en el 

efecto negativo del almacenamiento en la calidad de cocción ya que la actividad de la 

enzima disminuye hasta niveles no detectables en el frijol que se ha almacenado pero 

la semilla aún no se ha endurecido. Lo anterior indica que durante el almacenamiento 

del frijol la pectina no es modificada in muro por la Poligalacturonasa presente en la 

semilla seca. 
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La evidencia que apoya esta última propuesta la constituye el hecho de que si bien el 

remojo de las semillas endurecidas disminuye el tiempo de cocción, los valores de 

tiempo de cocción alcanzados en estos lotes son mayores que los que presentan las 

semillas control remojadas en las que está presente la Poligalacturonasa y donde el 

peso molecular de las pectinas se reduce durante este tra!amiento. 
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CONCLUSIONES 

~ El remojo favorece la calidad de cocción aún en frijoles almacenados bajo 

condiciones adversas. 

~ La enzima Poligalacturonasa esta presente de forma activa en la pared celular de 

semillas de frijol frescas. 

~ La Poligalacturonasa Incrementa más del doble su actividad durante el remojo de las 

semillas. 
- . -, 

~ La actividad.de. Pollgalacturonasa se pierde después de 10 dlas de almacenamiento 

Inadecuado .. 

~ El remojo pierde .su efecto favorable de aumentar la actividad de Poligalacturonasa 

como consecuencia del almacenamiento inadecuado. 

Por las conclusiones anteriores podemos decir que los niveles de actividad de 

Poligalacturonasa están asociados a la calidad de cocción de las semillas de frijol. y 

para preservar esta calidad, es necesario almacenar el frijol bajo condiciones 

adecuadas de temperatura (4ºC) y humedad relativa baja. Por otro lado, 

recomendamos remojar el frijol antes de cocinarlo para favorecer considerablemente su 

calidad de cocción. 
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