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RESUMEN

La semilla de frljol se produce anuu]mente por o gue requiere de largos periodos de

al amient

clmacenumiento v dada Ia carencla dv nfr‘c‘l se realiza

inadecuadamente a temperatura y- hug_ea;.d clativa altas (>30°C 75% HR). Dichas
condiciones provocan que el tiempo de coceién de la semilla se incremente, respecto al que
presenta la semilla almacenada en condiciones éptimas (4°C y en nuestro pais, este 50%
HR). A este fenémeno de pérdida de la calidad se le denomina endurecimiento.

Estudios anteriores (Blancas, 2001 y Méndez, 2003) demuestran gue la magnitud del tiempo
de coccién depende de las caracteristicas moleculares de la pectina, por lo que el
incremento del tiempo de coccién del frijol endurecido respecto al control podria deberse a
gue durante el almacenamiento inadecuado (>30°C y 75% HR) de la semilla, la pectina se
modifique de tal manera que fuese mas dificil de termosolubilizar. Una de las modificaciones

qgue la pectina puede sufrir durunte el olmccenamienlo inadecuado de la semilla, y que

resultaria en una menor facllldcd de termosolubﬂixocion. es la hidrélisis enzimética de los

grupos metilo gueise ené\; niran { > : 6nico. Esta d tilacidn
resultaria en un a

formando las ‘estru

peoctina.
En este trobajo se ai ‘lizo el < 16n de las pectinas extraidas de tres cultivares
de frijol - al > ‘n en conr" i > adecuados e inadecuadas asi como la actividad de

pechnmeulesterosa (PIVIE) enﬂma que catalha la desmetilacién de la pectina. La pectina

extraida de frijol almacenado en condiciones inadecuadas presents un grado de metilacién



RESUMEN

lig t que la extraida de frijol almacenado en condiciones adecuadas. Mientras

gue la actividad de PME se incrementd en dos de los cultivares, Bayo Mecentral y Flor de
Mclgo. durante el almacenamiento inadecuado de la semilla. Estos resultados sugieren gue
al menos en estos cultivares durante el almacenamiento del frijol la pectina se desmetila por
efecto de la PME y gue esta pectina desmetilada es capaz de interaccionar fuertemente con

calcio. A;:

t te, esta int ccidén evita la despolimerizacién de la misma.







1 ANTECEDENTES

11 Chultivoy d i6n en Méxi

La semilla de frijol es de gran importancia en México, debido a que el frijol constituye un
alimento bdsico en la dieta del mexicano. De la superficie total cultivable del pais, el 30%
se destina al cultivo del frijol.

Esta leguminosa se cultiva en climas tropicales, templados y frios, en suelos neutros o
ligeramente alcalinos y su adaptacién varia entre los 50 hasta los 2300 metros sobre el nivel
del mar. En la Republica Mexicana, existen miltiples variedades de frijol, las cuales se
diferencian en cuanto a: caracteristicas fisicas, rendimiento por hectdrea, resistencia a plagas
y a enfermedades (Reyes-Moreno et 1993).

Esta semilla provee del 20 al 50% de la proteina total a las poblaciones de todos los niveles
econdmicos. La proteina del frijol es rica en lisina, pero pobre en aminodcidos azufrados.
Para tener una dieta adecuada en cuanto a los aminoscidos esenciales es necesario consumir
una combinacién con cereales como maiz, trigo, etc. En la tabla 1 se puede observar la
diferencia de aminoacidos esenciales entre las dos semillas basicas  de la dieta del pueblo

mexicano, el maiz y el frijol.
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Tabla L. Contenido de inodcid iales en maizy frijol
CONTENIDO DE AMINOACIDOS ESENCIALES ENMAIZY FRIJOL
AMINOCACIDO MAIZ FRIJOL
(ma de aminocédcido/ gramo de Nitrégeno Total)
Lisina 284 739
Isoleucina 4435 54>
Treonina 3.90 428
Valina 506 582
Leucina 12.84 8.4>
Triptofano 062 093>
Metionina 102 187
Fenilalanina 4.60 547
Cisteina 97.00 53.00
FAO Roma 1970
12 Probl de al ient

Debido a la falta de infraestructura en el manejo de la’ ae‘rn_i]tla durante el proceso post-

cosecha, el frijol se almacena en condiciones inadecuadas proiroéand_o cue la semilla pierda

su calidad. Una de las manifestaciones de esta pérélda dé uliéad és el incremento en el

tiempo de coccidén que la semilla. requiere ; para obtener la suavidad que el consumidor

demanda. Esto inc ta el m :.r‘de combﬁsiib]e'q ‘decrementa el valor nutrimental de

la semilla.

Estas caracteristicas de la semilla almacenada en condiciones inadecuadas hacen gue el

frijol endurecido no sea aceptado por los comerciantes ni por las amas de casa, teniendo que

venderse en un 30% menor a su precio real

(wararinf r m/Zhortaliza htm).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




1 ANTECEDENTES

) B ) Procesamiento de la semilla
La coccién es probablemente el procedimiento mas antiguo de preparacién de frijoles para
consumo humano, incluye el remojo del grano previo a un tiempo de ebullicién determinado.
Durante dicho proceso el frijol se suaviza, desarrolla un sabor y aroma agradables y pierde
toxicidad, volviéndose digerible (Reyes 1993; Stanley y M J. et 1986). En la primera fase (el
remojo de la semilla a temperatura ambiente) los granulos de almidén se hidratan y
aumenta su volumen (Sefa~-Dehed y Stanley 1979). Ademas la adhesién intercelular de la
semilla disminuye a causa de hidratacién de los polisacéaridos de la pared celular (Kon 1967)
lo que da como resultado la disminucién en la dureza de la semilla. En la segunda fose (el
tratamiento térmico que es necesario para la coccién), el calor aplicado induce en la semilla
los cambios estructurales gque conducen a su ablandamiento (Garcia-Vela e 2/1989) dichos
cambios son: la gelatinizacion de los dranulos de almidén, gue se realiza paulatinamente
conforme se incrementa la temperatura hasta llegar al punto de ebullicién; remocién parcial

tu lubili i6n de la 1 1 dia, todo esto induce a la

de los po]ilenoles g la £ ']
pérdida de rigidez y ablandamiento de la semilla.
En resumen, el proceso de coccidn esta relacionado a cambios en la microestructura de la

semilla provocados inicialmente por la presencia de agua durante el periodo de remojo y,

posteriormente por el efecto adicional del calorusado durante la etapa de coccidén.



1 ANTECEDENTES

14 Endurecimiento de la semilla

El frijol al igual gue otras semillas de leguminosas, presenta una tendencia natural a
envejecer. Unas de las manifestaciones del envejecimiento o deterioro es el incremento
progresivo en la dureza del grano {endurecimiento) lo cual se hace evidente durante el
proceso de coccién. La velocidad con que este deterioro se establece, depende tanto del
tiempo del almacenamiento, como de la temperatura y humedad relativa de la atmésfera en
gue se encuentra almacenado. De tal forma que cuando el frijol se almacena en condiciones
de alta humedad relativa y alta temperatura (>30"C y >50 %6 HR) se deteriora o endurece
muy répidamente. Un frijol almacenado en condiciones inadecuadas es considerado
endurecido cuando no logra su coccién o bien, el tiempo de ebullicién que tarda en

suavizarse es significativamente mayor comparado con el de un grano almacenado en

condiciones adecuadas. En la tabla 2 se observa el efecto del al ientoy jo en

el (Tiempo de coccién medio) TCao del cultivar Flor de mayo (Martinez 2003, Pacheco

2003). En ambas condiciones de almacenamiento, el jo disminuyd de
importante el TC:o. rnientras que el almacenamiento inadecuado lo increments.

Tabla2. TCao para Hor de )’fago almacenado bajo diferentes condiciones.

TCso

TRATAMIENTO Sin remojo Con remojo
50% HR/4°C 126 minutos 38 minutos
75% HR/ 30°C >300 minutos 126 minutos

El endurecimiento de la semilla de Irljo] inducido porun almacenamiento inadecuado esta

acompaiiado de cambios tanto en su composicién quimica como en su estructura (Keshun e¢

7 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




1 ANTECEDENTES

al 1995) especialmente en los tes de la 1 la media, estructura situada en la
pared celular. Lo anterior sugiere que el aumento en el tiempo de coccién gue presenta el
frijol endurecido podria deberse a gue durante el almacenamiento inadecuado de las
semillas, la pectina polimero mayoritario de la lamela media, se modifica de tal forma que

reguiere de mas tiempo de ebullicién para solubilizarse.

15 Estructura de la semilla

El 1!{]01 es una vaina o lesumbre colaan!e, recta o arqueada comprimidn, que se abre en dos

valvas, para darlugar a las semillas que son de forma variable g 1 t iforme mas
© menos comprimidas y algunas veces redondeadas o esféricas. Segiin el color gue presentan
las semillas se distinguen numerosas variedades de frijol como amarillo, blanco, bayo, negro,
etc(Graham 1997) . La semilla de frijol consta de las siguientes partes:

El embrién y la cubierta externa o testa. Esta protege al eje embrionario (Figura 1).

convE semsiTusiman

Figura 1. Anatomia del frijol

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




1 ANTECEDENTES

Al retirar la testa de un frijol remojado lo que gueda al descubierto es el embridn, el cual
estd formado por el hipocotilo o talluelo gue tiene en un extremo la radicula y en el otro los

cotiledones y la plimula (Biliaderis et 1981).

16 Pared celular

Esta microestructura determina en gran medida los atributos de calidad de frutas y
vegetales, asi como las caracteristicas de procesamiento. La pared celular de las plantas es
rigida y a través de ella se establece la interaccién entre las diversas células por lo que el
desarrollo y la morfogénesis de los organismos multicelulares estén restringidos por las
propiedades de las paredes celulares. Cada célula esta asociada con sus células vecinas a
través de una capa comiin limitante conocida como lamela media.

Desde el punto de vista quimico las paredes celulares primarias (Figura 2) son normalmente
suficientemente porosas para permitir el paso de agua y los solutos de peso molecular bajo
del exterior de la célula hacia la membrana plasmadtica e interior celular. La pared celular
consiste de microfibrillas celulosicas embebidas en una matriz de polisacaridas incluyendo

hemicelulosas y pectina (Albersheim 1906).

TESIS CON

° FALLA DE ORIGEN




1 ANTECEDENTES

17 Pectina

La pectina es una sustancia viscosa, coloidal, que se puede extraer de los tejidos vegetales
por calentamiento y presidn; su funcién es la de servir como cementante intercelular
(Ccrpita et 1993, Doesburs 1965 y Jarvis 1988).

La capacidad de interaccion de las sustancias pécticas depende principalmente de las
regionesde dcido urdnico, las cuales forman estructuras de caja de huevo con iones calcio.
Existen tres tipos de sustancias pecticas: El primero, polimero de alto peso molecular
insoluble en agua, pero soluble en hexametafosfato de sodio, los d4cidos pectinicos o pectinas
altamente metiladas solubles en agua y los acidos pécticos o pectinas poco metiladas
(pectato&) que pueden interaccionar con fones y cuya solubilidad depende de la cantidad de
cationes asociados con ellos (James 1999, Krall ef a/1998 y Reginald 1988). De acuerdo a

las ca teristicas guimi las pectinas presentan diferentes propiedades de solubilidad y

esta propiedad se explota para su extraccién de la pared celular. Como disolventes se
utilizan soluciones quelantes. Como qguelantes se. uulxu_.n ‘el. " cido . .trans-12-
diaminociclohesano NNN*N- totraacético (CDTA), etilendiaminoteiracético (EDTA), y ol
Hexametafosfato. También se pueden utilizar soluciones 1‘;5;.;me'nce alcalinas (NagCO3).
En el primero se solubilizan las pectinas altamente metiladas, en el segundo las pectinasde

bajo metoxilo y gue int ionan con cati divalentes y en el tercero las pectinas dealto

Ppeso moleculnr(stolle—-s et 19‘99).
Una de las propiedades mé&s notable de los compuestos pécticos es su capacidad para formar

geles a bajas concentraciones, por lo cual son utilizadas comercialmente como agentes

TESIS CON
1° FALLA DE ORIGEN
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5e]ificant§s. Esa propiedad de las pectinas para formar geles depende de la longitud de las
cadenas de dcido urdnico y de su grado de metilacién.

Las pectinas de alto metoxilo gelifican en presencia de agua y anicar (6996) en un medio
acido (pH= 2.9-52). Los geles formados por este tipo de pectinas se caracterizan porque a
altas temperaturas pueden ablandarse pero no se derriten.

Las pectinas de bajo metoxilo forman geles en presencia de calcio. Las propiedades de estos
geles estd determinado por la concentracién de calcio, pH, fuerza idnica y temperatura a la

que se induzca la gelificacion.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

El principal tituyente de la pectina es una cadena de acido urénico unido con enlaces

171 tructy de la pecti

af{l-4), formando la cadena principal de los tres posibles dominios de la pectina:

homogalacturonano, ramnogalacturonano I y ramnogalacturonano Il (Fig. 3).

11
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+

Se cree que estos d inios se covalent te unidos entre si para formarla red

pectica (Albershein ef 271996, Neill 1994 y Vennigerholz y Walles 1987).
El homogalacturonano es un homopolimero lineal del dcido urénico con uniones a (1-4), Este

dominio es abundante y ext en la pectina. Entre el 70 al 80% de residuos de cido

ico se tran metilesterificado en el C6. Ad as, los 5 de acido urénico

pueden esterificarse con dcido acético en los C2 y C3 (Figura 4). Los residuos del dcido

urénico que no estdn metilados se asocian con calcio.

\ ester metilicos -

ester
- o~acetilicos

N
(o]

Figura 4 Regién lisa del homogalacturonano esterificado en metanol (C6) y dcido acético

(C2yCD)
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El ramnogalacturonano 1 es un polimero heterogéneo, formado por una cadena de dimeros

de ramnosa y galacturdnico unidos por enlaces glucosidicos. Este polimero presenta

ramificaciones de anicares neutros que se sustituyen en el C4.

Debido a la naturaleza altamente ramificada del ramnoanlacturonono. se le conoce como la
. regién melenuda de la pecting, en contraste a los dominios del y sus cadenas laterales

contienen once homogalacturonano gue se conocen como la regién lisa. El

ramnogalacturonano Il no se relaciona estructuralmente con el ramnogalacturonanc I, este

esun dominio ramificado de la poctina que tiene en

su espina dorsal homogalacturonano diversos articares TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1.8 EBuzimas que modifican la estructura de la pectina

Las enzimas pectoliticas rompen y debilitan la pectina de la pared celular reduciendo la
viscosidad e incrementando la solubilidad de éstas.

Las enzimas pectoliticas son usualmente clasificadas en 2 grandes grupos
(Kertesz 1951y Kinsella 1991):

Enzimas Pectoliticas

|
I 1

Desesterificadoras Despolimerasas
|
1

Hidrolizan los grupos metanol dela Hidrolasas Liasas
cadena de acido urénico.

afl-4) en presencia Beliminacion

de una molécula de formandoun

agua. doble enlace.

13




1 ANTECEDENTES

18.1 Pectinmetilesterasa (PME)

Pectinmetilesterasa es sintetizada por plantas particularmente en vegetales y citricos,
hongos y bacterias. Solamente algunas levaduras han reportado su produccidn, esta no es
sintetizada por los animales. El metanol es el producto mayoritario de la accién de PME. La
especificidad de la enzima es con los grupos metilester.

Se ha visto gque la actividad de pectinmetilest esta p te antes de cualqguier

actividad de poligalacturonasa, la actividad de estas enzimas es sinergista (Ketsa €1999)

19 Cromatografia de Gases
La cromatografia de gases es un método {isico de separacidén basado en la distribucién de la
muestra entre dos fases. Una fase es el lecho estacionario de extensa superficie empacada en
una columna. En esta fose se adsorbe la mezcla a separar. La otra fase consiste en un gas o
licquido que esta 3(‘>bre la fase estacionaria denominandose fase mévil.
Enla cromatoeyarlriéf:d'e/ 5:asers,il; fase mévil se denomina gas portador, ya que es un gas inerte
cuya finalidad es transpo;iarvlés moléculas de la muestra a través de la columna.
En cromatografia de gases, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
de cromatografia. La elusién se produce por el flujo de una fase mévil de un gas inerte, y a
diferencia de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase mévil no interacciona con las
moléculas del analito; su vinica funcidn es la de transportar el analito a través de la columna
(Douglas 1999).

La cromatografia es un método sensible para determinar compuestos voléatiles como el

metanol que se produce en la desmetilacién de la pectina (RF.Mcfeeters 1984 ).

14



1 ANTECEDENTES

La flsuru 5 representa al esquema de un sistema tipo para clomaloelaﬁa de Aases. Las partes
basicas son: 1) cilindro del gas portador 2) control de caudal de gas J) entrada de la muestra

4) columna 9) detector y 6) registro de gréfico.

Gas Portador

Inyactor Detoctor

Caratula de Contral

Sistema de Adquisicidn ¥y
Fracesamiento de Datos (El Control
del Cromatdgraflo también sw puede
efoctuar mpdanlo ta Cornpulaiiona)

Figura 5. Diagrama de cromatégrafo de gases.
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2 HIPOTESIS

St durante . el . almacenamiento ’inadecu”udo de la semilla. de. frijfol la  enzima
pectinmetilesterasa modifica a ]qbpe(:ti_ng. el efecto de su uéélén,sé detectard como una

disminucién del grado de metilacién de éste polimero.

V2
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la contribucién de la enzima pectinmetilesterasa en la pérdida de calidad culinaria

del frijol cuando se almacena en diferentes condiciones.

OBIJETIVOS PARTICULARES

Para probarla hipétéiis anterior, se realizaron los siguientes sub-cbjetivos:

O;:-ﬁmixar la metodolog:a.

Determiknar el efec!o del almacenamiento inadecuado delasemillaenla

solubilidod y cbmposicién quimica dela pectina.

Cuanﬁﬁcar el 5rado de metilacién de las pectinas aisladasde fnjol
didones adecuac]as e inadecuadas.

Cunntiﬁcar la'a ﬁvldad de pectinmetilesterasa en frijol almacenadoen

condiciones adecuadas e inadecuadas.

19
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4 METODOLOGIA

41 Ma!erial biolégico
Se utilizaron tres cultivares de PAaseo[us vu/gan’s: Flor de Mayo (FM) cosecha 1999, Bayo

Mecentral (BM) cosecha 1996 y 2626 cosecha 1996. Las semillas de estos cultivares se

ael para evitar la humedad a una temperatura constante de 4°C.

42 Condiciones del al to inad do de la semilla

En una cdmara con 18 subdivisiones en forma de rejilla, con capacidad para 25 frijoles cada

una, se colocaron semillas de cada uno de los tres cultivares. Las camaras de deterioro se

tura tante :]é SO-C ]

almacenaron durante tres meses en una incubadora auna t »

una humedad relativa de 75% (almacenamiento inadecuado). Esta ﬁitima se 10516 con'la

ayudadeuna solucio;x% saturada de NaCl (Keshun 1992y Varriano-Marstonet et 1081).

45 Remojo de la semilla
En un matraz Erlenmeyer llenado a la mitad de su capacidad con aada destilatla se le
aiadié 25 frijoles. El matraz se colocé en una incubadora por 18 horas a :.50 C. Despues de]

tiempo transcurrido se decanto el agua, deséchdandose. El frijol remojaclo se uhlim para las

pmebos de determinacién enziméatica y aisl tode P as.

44 Obt i6n de los cotiled

Con la ayuda de una navaja se partié la semilla seca en forma longitudinal éxtiétjéndose el

eje embrionario y quitéandose la testa, que es el tejido ¢ue cubre a !a'sem}na exteriormente.

21



4 METODOLOGIA

Los cotiledones se éuardaron en frascos herméticos a 4°C hasta el momento de su analisis. En

jados después de d tar el agua del remojo, se retiré la testa de

el caso dé los (rijolc:a's‘ r
la semilla :\; el ’ejere'nﬂ:rionar{o. Los cotiledones obtenidos de semiilas reinojadas se utilizaron

de lnmeclléto.

45 Prepa 16n del extract ati

Para la semilla almacenada en condiciones adecuadas e inadecuadas se peso 1 8 de
cotiledén descascarado y se colocé en un mortero. Se aiiadié nitrégeno liquido para congelar

el y evitar la desnaturalizacién de la enzima. Con la aguclu del pisulo la semlllc se

homoaenizo hasta obtener una harina fina. La harina se transfirid a un matrqz g se le

esde p

agregaron 10 ml :le una solucion de NaCl al 8.8% e inhibid

{fen ilmeulshuon 1

almacenados en condlclones adecuadas e Inndecuadas. se utllizaron 10 cotlleclones cle'

semilla de frijol (Ann 1086).
46 Actividad eniimaética.

La actividad de la PME fue determinada usando un ensayo continuo espectrofotométrico

con azul de bromotimol gue es un indicador de pH (Monique 1996). La mezcla de réacciau

22



‘4 METODOLOGIA

contenia Pectina citrica al 05%. 0.01% de azul de brombtimol, aun ):H de 75.La mezclade

1 se inicid Aﬁ diend ?OO p.l clel exhccto. la reeccion se slauio por la disminucién en

re.

la al:sorbancia a 615 nm, Lo: $ o e:pectr fot tricos se realizaron a25°C en un UV~

Visible SHIMADZU ;
La activic]acl cle la PNIE'se expreso como nmol dcido uronico / rninuto / mg de proteina. Fl

equipo se callbro <o aaua (Fal:lenne 2001).

47 lnmbxcxonael.‘ i ,‘ 4 tilest con SDS.

para después extrae

48  Cuantift

cle I..own, (Lowrl) et al 1951)

La proteina se cnantific
Sé preparduna sé OH 0 4%. tnrtrato cle potnsio 0. 165% y SDS
1%.

Solucién B dé sq“uf de

Folin I:1 con oau‘a‘c]‘t‘.;sﬁ !

23




4 METODOLOGIA

La solucién Clue una mezcla de'A-A—B (100:1) )

En tubos :le ensago limpios se anadio 1 ml de la solucion C, 350 ul cle aguay 1.5 pl de

extracto cle co!lledon. se‘mezclo. y se dejo reposar 10 minutos. Lueao se agregaron 100 ul de

Folin, Ia mgzcla se aano y se dejé reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Laslecturas se

real uu ‘,.‘ £ tr te a 660 nm. El blanco utilizado fue elaborado de la

misma a, pero en ia del extracto enzimatico.

49 Obtencién de sélidos insolubles en etanol.

Se pesaron 9 g de harina de frijol, a la cual se le agregd 100 ml de etancl al 80%. Se
centrifugd la mezcla a 5000 rpm en una centrifuga media Sorvall Super T21 con un rotor
SL~-50T . Se decanté y la pastilla obtenida se colocé en un desecador durante 2 dias hasta

peso constante.

410 FExtraccié dé 4

P

10000rpma4CEl Lre

destilada volvlendo a centri(uaa.r. Sejugturon los sobrenadantes y se desechq Ia’p;;tilla; i

Dialisis

24




4 METODOLOGIA

Se utilizaron tubos :le diali:is de 500 Da](ons. de 10 em de longitud. Previo a su utilizacién se

sumergieron en‘un recipitado con agua destilada para que se hidrataran y

facilitara e des tubos de dialisis conteniendo el extracto enzimatico, se

colocaron ,én u pi edo con'4 litros de agua destilada contenxendo 0.02% de

mertiolate. La una temperatura de 4°C, cambiandose el agua cada 2

horas. Ser a’didlisis cuando el agua de diélisis presentd la misma

conductividad aléctrica gue el agua bidestilada.

Liofilizacién

Enlos vaso: > para l’iofﬂhnr se vacioel liguido contenido en los tubosde la dialisis y

n nitrégeno liquido, después se conectd el vaso al aparato de liofilizacién, se

se congelé

liofilizé ha;tu sequedad. Se siguié la misma metodologia para los cultivares almacenados en

coundiciones adecuadas e inadecuadas.

411 Determinacién de la Composicién Quimi
4111 Hidxélisis de pectina con dcido trifluoroacetico (TFA).

Se pesaron 5 ma de pectina extraida de los cultivares alinacenados con CDTA pH 6.5 on los
viales de fondo concavo se agreas 850 il de agua destilada y 150 pl de TFA se dejé esta
mezcla en una estufa a 110°C durante 4 horas. Cuantificandose los cidos urénicos y amcares

neutros por el método colorimétrico.

25



4 METODOLOGIA

4.11.2 Determ!naclon de Acido Urouloo.

un meioclo colorimétrico por la formacién de un complejo

El acido urouico se cuanti(ico

que se lee a 5?0 nm (Blumenkrantz’ Asl:oe—Hansen 1973).

‘ io 0125 Men HQSOq concentrado.

co'a una concentracién de

and§ aun vélumen final de

El blanco uulizado (ue “elab o de la mi sin- la presencia de muestra
. P

asregandose 40},11 c]e NaOH al 5% (P/'V)

4.113 Det i ‘:‘“ de azd neut:

Los azicares neutros ‘se’cuantihcaron por un método colori;nét'rico por la formacién de un
complejo que se leeca 485 nm (Dubois efa/1956).

Se utilizaron alicuotas cie 100 ttl de extracto tanto para frijol seco, remojado, y almacenado

en condiciones ac]ecﬁe‘nc]#u e in‘aclecuaclas. En tubos de ensayo llmpios s¢ adadié 100 Lll de

26



4 METODOLOGIA

muestra con 1.8 ml de écido mlfﬁr;co concentrado y 300 ul de fenol acuoso al 59 (p/v) y

900 plde Aéua ,c,lersl‘oulhada. Se dejaron reposando 10 minutos y posteriormente se leys en el

espect!o‘otémef}p.’

Elblaneo Jﬁli;z;ds fu :el;aiborédo de la misma manera sin la presencia de muestra.

Se realho una curva patrén a partir de una solucion de 5lucosa a una concentracién de 200
as de 50 75 100k 1?5 y 150 p.l llevnndo aun volumen ﬁnel delml

con agua desionizade

homogalacturonan

Se utilizé un croma con una columna SP™ 1000 30 mts,

032 mm, 025 Pm. perutura maxima de 220°C con helio

e htilimron-a 220°C.

como gas acarread
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4 METODOLOGIA

Fiaura 6.Diagrama de Fibra para cromatégrafo de gases
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FALLA DE ORIGEN

28




2Q




5 RESULTADOS

351 Seleccién del método de extraccién de pectina

Dos de los dimeros distinguibles en la pectina lo constituye el l:om-ogn]acturonano y el
ramnogalacturonano el primero esta formado principalmente p‘or residuos de dcido urénico
parcialmente metilados y el segundo altamente ramificado formado por dimeros de
ramnosil-galacturonil; donde las ramificaciones formadas de aziicares neutros se unen a la
posicién cuatro del residuo de ramnosa (Bonnie 2002). La interaccién intermolecular
formada por estos dos dominios también es diferente. En el dominio lineal la interaccién
intermolecular se establece con iones calcio, mientras que en el segundo las interacciones
son principalmente de puentes de lﬂdréaeno. Para lograr el objeﬁvo planteado en este
trabajo se requiere de estudiar el efecto del almacenamiento inadecuado en el dominio
linealdela estf\xcéﬁic; dé lfa pectina y por lo tanto se debe emplear un método que solubilice

prlncipalmenté este dominio. |

Con esta finalid compan;;on dos métodos ;:;ara extraer las pectinas del frijol. La

dilerenci;éngre e H del solvente de extraccién gue en este caso fue CDTA:

La cantidm:‘l e a

pectinas aisladas
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5 RESULTADOS

Tabla 3. Efectodel pH en la posicién de la pectina del cotiledén del frljol.

Composicién Quimica (P/)?)

pH Auzicares Neutros (90) Acido Uronico (%)
65 440 004
80 132 840
52 Efectodelal fento inad do en la solubilidad y composicién guimicade
la pectina

Con la finalidad de detectar si el almacenamiento inadecuado de la semilla inducia
cambios en la solubilidad y composicidn quimica de las pectinas lo que se hizo fue comparar
la cantidad de pectina soluble en CDTA. presente en frijoles almat;enaclos en ambas
condiciones (Tabla 4). Se observé ¢ue con excepeién de Flor de Mayo, en los otros cultivares,

el almacenamiento inadecuado aumentsd de manera importante la cantidad de pectina

extraida con CDTA.
Tabla 4. Solubilidad en CDTA de la pectina de frijol al d dici d d
e inadecuadaa.
AILMACENAMIENTO ADECUADO INADECUADO
CULTIVAR Pactina (%) p/p °
Flor de Mayo 11 12
Bayo Mecentral 7 19

626 10 17

El efecto del almacenamiento inadecuado en la composicién guimica de la pectina se
determiné cuantificando la abundancia de azicares y dcido urénico en la fraccién de

pectinas aisladas, En la'tabla 9 se muestra ¢l resultado de estos experimentos. En frijoles

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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5 RESULTADOS

almacenados adecuad te, la lancia entre la cuantificacién quimica y la
aravimétrica fue de entre 86 a 05%, mientras que en frijol almacenado inadecuadamente

solofue de entre 52 y 1 68%.

posicidn guimi Jelar. tina de frijol.

Tabla 5. Efecto del al toenla
TRATAMIENTO ADECUADO INADECUADO
Lla/ma pectina }.la/mg pectina
CULTIVAR AN AU AU/AN" AN AU AU/AN"
Flor de Mayo 44 904 20 96 597 6
Bayo Mecentral 162 806 . D 185 345 2
2626 46 817 18 182 DT 2

AN = Azticares nentros, AU = Acido urénico

* Cantidad relativa de dcido urénico en la fraccién de pectina.

Estos resultados podrian deberse a que la fraccién de pectinas aisladas de frijol almacenado
inadecuadamente estuviera contaminada con otros componentes o a quie las condiciones de

hidrélisis de esta { aceidn ue t er’o}n adecuadas. Para distinguir entre estas posibilidades lo

gue se Bizo fué hi:lr_qllgu ia peckix';larvts'is'l;da de #rijol almacenado inadecuadamente, previo a

su c]e!;nn’inacié‘n’ mica (Ta.blaﬁ)
Tabla 6.C. r: tcis c;-n’ ade pectina hidrolizada con dcido trifluocrcacético
AIMACENADO INADECUADAMENTE
CULTIVAR l.l.a/ma pectina
AN . AU AU/AN

Flor de Mayo 254 837 35
Bayo Mecentral 256 7 ) . 35
2626 318 860 27

AN = Aziicares neutros, AU = Acido urénico

* Cantidad relativa de dcido urénico en la fraccién de pectina.

TESIS. CCN
FALLA DE ORIGEN
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5 RESULTADOS

En estas cond[cibnés se observé que la cantidad de pectina cuantificada guimicamente fue

sirnilar ala cuantificada gravimetricamente . Se obsexvo que en los cultivares 2626 y Flor de

Mayo la abundancia de acido urénico (Ta]:la,f)) en pectina del frijol almacenado en

condiciones éptimas fue de 4 a D veces mayo q'ue la gbnndaucia de este compuesto en

pectina aislada de frijol Valmacven;d“o ‘yc‘:ox;t"]lcioues inadecuados (Tabla ©).

Sorprendentemente en el cultivar Bayo Mecentral el almacenamiento inadecuado no

modificé de manera importante esta relacién la cual en frijol almacenado en condiciones

Sptimas fue mucho menor que para los otros cultivares.

535 Optimi acté de la técnica para cuantifi el do de metilacién de la pectina
El metanql de las pecﬂnas se encuentra formado un enlace ester en los residuos de

5c\lactutonil Parn determinar su abundancia, el metanol se debe liberar de este enlat:e

cova.lenle; ¥ r r, ident(ﬁcu Yy finalmente cuantificar. En la hidrolisis del enluce es(er se

94% dimetil /' 1% \vriin;i‘lsivllo')‘x o) obteniendo tiempos de reten "“ muy ‘» (Flgura K¢
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5 RESULTADOS

A). La cclumx;a carl:ow‘ax,'e:' utilizada para analizar la pureza de los, compuestos polares
siendo su fase polle“]eualicol_ no alcanzdndose una buena elusién del compuesto a separar
(Figura7B).

La columna en la cual se obtuvo la mejor separacién fue en SP™ 1000 que es de cardcter
polar para dcidos siendo su fase polietileng]icol modificado con acido nlt{otereftalico con lo
cual se tuvo una separacién adecuada del metanol Figura 7C).

Como estdndar interno se utilizé propanol. En la Figura 7 se muestran los cromatogramas
obtenidos con meiclas de metanol y propanol. Se puede observar que la columna SP™ 1000

operada a 220°C en el quemador y 220°C en el detector proporciona la mayor separacién

del metanol. Siendo estas las lict para continuar el proyecto.
Tabla 7. Condiciones utilizadas para la opt i6n de la sep i6n y cuantifi i6n de 17 1
COLUMNA LONGITUD/ TEMPERATURA TEMPERATURA VELOCIDAD
DIAMETRO INYECTOR DETECTOR DE GAS
SE-54 50 30 mts/ 032 mm 200°C 200°C ND
CARBOWAX20M 30 mts/ 032mm 220°C 220°C ND
SP™1000 30 mts/ 032 mm 220°C 220°C 5955 ml/min
mv 2
=
- 1
e AN

Tiempo (min}

A) Columna SE-54 30 metros, 052 mm, 025 Hm

- “TESIS CON
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5 RESULTADOS

mv

3 1
e ..MKI\J\.A_,M“A_____.MMMLA ) I L RS
N - - - Tlamp;-(mln) - - - -

B) Columna Carbowax 20M 30 metros, 032 mm, 025 pm

mv
r 1 2
100
1
30
3
o S P,

10 20 ac 4z B T R 70 ”" o0

Tiempo (min) - =

_C) SPM1000 30 imetros, 032 smm. 025 fim
Figura 7 Cronlnfosvrama"s de l‘nsvdffgrep!e: columnas para optimizar la técnicade

cuantificacién de metanol (1 motanel, 2 Propanol).

También se evalué la reproducibilidad de la determinacidn en cuanto a tiempo de retencién

y cuantificacién. Coi _esta ‘iﬁa]ldbd se Inyectaron 5 veces el mismo volumen de una mezcla

de metanol y propa se calculé el coeficiente de variacién para cada pardmetro. El




5 RESULTADOS

eficiencia de los métodos de hidrélisis del enlace por el cual el metanol se encuentra
esterificado al residuo de urénico. Se utilizé pectina comercial grado de metilacién del 10%,
la eficiencia de los métodos se cuantificd como porcentaje de recuperacién (Tabla 9). Se
observo que la eficiencia de la hidrélisis enzimatica fue menor que la obtenida con los

métodos quimicos. Entre estos, la recuperacién con potasa fue mejor que con sosa.

Tabla 8. Det i ién del t po de L i6n del metanol en un sistema de
Cromatografia de Gases.
INYECCION VOLUMEN TIEMPO DE AREA
RETENCION
DEL METANOL
A 5k 145 ) 11281.00
B 75 ul 145 1448524
C 75 nl 145 12361.00
D 5ul . 145 11285.08
E 5l 145 15263.00
CV12%
Tabla 9.Eficiencia de hidrélisis del enl ester Galact i Met. 1
METODO DE HIDROLISIS GM
Enzimético 6
NaOH 17
KOoH 22

GM Gradode metoxilacién

TESIS CTi
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5 RESULTADOS

54 Grado de metilacién de las pectinas aisladas de frijol al do en es
adecuadase inadecuadas.

Una de las formas en gue la pectina podria disminuir su solubilidad es la de incrementar su
interaccién molecular con iones calcio. .Esto podria ser consecuencia de gue el
almacenamiento inadecuado de la semilla modificara el indice de meﬁ_lacién de la pectina.
Para explorar esta posibil]dad lo ¢ue se hizo fue determinar el indice de metilacién de las
pectinas aisladas de semillas almacenadas en condiciones éptimas e inadecuadas (Tabla 10).
En general el indice de metilacién de las pectinas de cualguiera de los cultivares fue del

orden del 5% y el almacenamiento inadecuado disminuyéd ligeramente este indice de

metilacién.
Tabla 10. Grado de metilacién de pectina de lrijo] 1 doen dici d dase
inadecuadas.
CULTIVAR FRIJOL ALMACENADO FRIJOL ALMACENADO
ADECUADAMENTE INADECUADAMENTE
AU JoMETANOL _CM AU . FoMETANOL  GM
Florde Mayo 903590 0.686 52 836.50 0540 39
Bayo Mecentral 806.00 0.684 52 77444 0500 38
2626 817.40 0.650 47 859.77 0.515 35

AU = Acido urénico
GM = Grado de metoxilacién

Dado que la enzima pectinmetilesterasa estaba activa en la semilla fr.esca. se exploré la -
posibilidad de que el grado de metoxilacién (GM) de la pectina estuviese subestimada
debido a que la enzlma gstuviera actuaudo durante el proceso de aislamiento de la pectina.
Para inhibir la activiclacl de la en:irn‘a ;e utilizé6 un detergente, como el SDS. Cuando la

actividad de la_enzima se extrajo de residuos celulares lavados previamente con SDS, se

TESIS CON
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5 RESULTADOS

encontrd que la actividad de la enzima disminuys tres veces respecto a la determinada en

extractos de residuos celulares que solo fueron lavados con agua .El grado de metoxilacén de

la pectina aislada de tejido con baja actividad de pecti tilest fue al obtenido

)

con alta actividad de la enzima (Tabln 11).

Tabla 11. Ffecto de la inhibicién de la actividad de p tilest en el grado de
metoxilacén de la pectina. .
TRATAMIENTO ACTIVIDAD FoMetanol GM
DELOR RESIDUOS CELULARES nmol AG/min"mg
proteina
SDS0.1% 232 1.80 14
H:O 798 0686 5

55 Optimizacién del pH de pectinmetilesterasa.

Para que durante el almacenamiento lnnglecuado la pectina modifique su arado de
metioxilacén se requiere la presencia de la enzima pectinmetilesterasa y estar activa o ser
activada por efecto del almacenamiento inadecuado. Para evaluar si algo similar sucedia en
el sistema agui estudiado se determiné la actividad de pectinmetilesterasa en trijol
almacenado en ambas condiciones, determinando previamente el pH éptimo para
cuantificar dicha actividad.

Conel propésito‘de definir el pH éptimo de la actividad de la enzima pecl.inmetileslerasa de
(rijol. la ucliﬁdéd de la enzima se determiné a pH “s. La enzima se extrajé del cotiledén del
frijol con agua y el ensayo de la actividad se ;ealizé en agua ajustada a diferentes pH “s. Los

resultados se muestranen la (Fieura 8).
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]
8
fEop
gF .
3E
F5f

H

2 ﬁ.O 5.5 7.0 7‘5 80 .

flaurq 8. Actividaclcle Bei;finmétilg;tera;a ardiferen tes pH e s.r
La activﬂd;d de la enzh;na ;ue constante en el rango de pH 6.0 a 65. La actividad de la
enzima qﬁe se detecté en este rango de pH fue de solo el 50% de su actividad maxima
detectada. El pH 6p“mo para esta enzima fue de 75 donde alcan:é la mayor actividad. A

pl‘l *s mas alcalinos disminugo la actividad de la enzima.

5.6 Efectodel al fento inad do sobre la actividad de pectinmetilesterasa.

El remojo de la semilla produjo efectos diferentes en la actividad de pectinmetilesterasa

:]epenclienclo de si la semilla fue almacenada en condiciones adecuadas o inadecuadas

(Tabla 12).
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5 RESULTADOS

En el caso'de los cultivares Flor de Mago y Bayo mecentral, el remojo no modificé la
actividad_ de,pg:c ;nmeulesl‘eraza en semillas almacenadas en condiciones adecuadas. Sin

embargo en- Semlllgs‘ alxﬁégenﬁdas en condiciones inadecuadas, el remojo dlsmlnuué la

activicla:’l.de' ,_'“‘ tinmetilest pecto a la semilla almacenada en estas mismas

condiciones ’p‘ero sin remojalr. En el caso del cultivar 2626 el remojo de la semilla

almacenada en condiciones adecuadas o inadecuadas incrementd la actividad de la

pecti etilest pecto a su contraparte seca (Tabla 12).
Tabla 12. Efecto del al toy jo sobre la actividad de pect tilest
ACTIVIDAD DEPME
nmol AG min-1 mg—] proteina
ALMACENAMIENTO ADECUADO INADECUADO
CULTIVAR SECO REMOJADO SECO REMOJADO
Florde mayo 8+131 8+269 12+ 061 43074
Bayo mecentral 2+041 2+04 10+1.06 7+15
2626 17+ 040 27+3.12 1£0.22 2 +£017
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6 DISCUSION

La determinacién del grado de toxilacién de la pectina requiere de una técnica que

permita aislar principalmente la regién de.homoaalacturonano. asi como de una buena
técnica de separacién y deteccién de metanol. Ambos cometidc;a son dificiles de alcanzar
porgue la mayoria de los protocolos para aislar la pectina extraen una mezcla heterogénea
de ambos dominios de la pectina. Ademads, el metanol es un alcohol de bajo peso moleculary
por tanto volatil. Es por esto que este trabajo requirié de la optimizacién de la metodologia
para extraer homogalacturonano y la hidrélisis y cuantificacién del metanol presente como

éster metilico en los residucs de dcido uronico de la pectina.

Eneld intodel } uﬂ‘ t ano se distlnauen dos regiones: La iénica LM la metilada. En

la pﬂmer&, el grupo ca boxilo del duo cle énico interacciona’'con calcio, para formarlas

cle huevo (Johanssou et al 2002). y en la seaunc]a el srupo

es!mctuu\sr llamadas ajas

cnrboxi n’ metanol "Es por esto que. 1: inte cclon

: de enleces‘

in(rumol' ano en la ‘ ) 16 1 2 media se estnblece a tra

iénicos \) enlaces l:ldrofobicos Por lo que su solul:llizacion requiere de un quelante cle ca]clo ’

como CDTA. Por otro. lado la e:tnbihdud del bomoaclacturonano esmenoraun pH alcnllno ;
que a un pH ccido (Albersheim et al, 1996, O Neill etal, 1904). La mayor eﬁcienda c]el

CDTA a pH 6.0, respecto a la t ién con el i solve_n(e pero a pH 80, en la
extraccién del homogalacturonano (Tabla 4) podria deberse a que en el primer caso la

regién del homogalacturonano fue mas estable. Otra explicacién podria ser que el pH

ligeramente acido {acilita la isidén de la lécula de pectina justo en el umbral donde la
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6 DISCUSION

regién de homoea]acturonano Y] el ramnoaa]ac(uronano se unen y el pH 8.0 hidroliza en la
regién del ramnogalacturonano,ya gue en pr;mer casola

abundanciade azicares neutros fue menor que en el segundo coso;

La otra metodologia gue se optimizé fue la hidrélisis de los grupos esteres de la regidn
metilada del homogalacturonano. De los métodos utilizados, la hidrélisis quimica fue mejor
que la enzimaética (Tabla 9). Esto puede deberse a que la estructura de la pectina a la
concentracién utilizada dificults la accesibilidad de los grupos éster a la accién de la enzima
© a que la enzima utilizada no fue efectiva en esta pectina. Se ha demostrado que la

pectinmetilesterasa de citricos, enzima utilizada en “este caso, no es ‘efectiva en pectina

extraida de hongos (Rnhel etal 200.3) Ia eliciencia de hidrolisls con las dos bases utilizadas

pH éptimo parc la actividad de pectinmetilesterm esentre 70y 80 Sin émbar&o. en est‘e
trabajo se determiuo el pH optimo de la pectinmetilesterasa de hijol debido a que la enzima
cle(ermina:]a en este tra]:;ajo debe haberse sintetizado y deposlta:lo en la pared celular
durante la formmacién de la semilla (Stolle-Smits et al 1999) y se ha demostrado gue en

diferentes etapas del desarrollo se expresan diferentes isoenzimas (Gaffe et al 1997) y el pH
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6 DISCUSION

no si coincide (Bordenave 1996). Encontramos que el pH

Sptimo de las
Sptimo de la PME del frijol fue de 7.9 (Figura 8) coincidiendo con lo reportado.

El principal objetivo de este trabajo fue demostrar la posible participacién de la enzima
pectinmetilesterasa en la disminucién de la velocidad de termosolubilizacién de la pectina
aislada de semilla de frijol almacenado en condiciones inadecuadas. La accién de esta
enzima se detectaria como una disminucién en el indice de metilacién de las pectinas

aisladas de frijol al do inad ad te respecto de las aisladas de semillas

almacenadas en condiciones éptimas. La disminucién en el indice de metilacién
incrementaria la posibilidad de formar estructuras de caja de huevo y disminuiria la
ﬂ—despolimérizdcién de la pectina. que se realiza espontidneamente cuando la peétina

metilada se hidrata (Kon 1968). En ambos casos, la disminucién del indice de metilacion f]e

la pecﬁna se 5

ﬂejana c u una disminucién de la velocidad de tenno:olubilhqcion e la §

pectina n ,aumen(o en el tiempo de coccién del (rijol almacena;lo

al del !ﬂjol almacenado en condiciones Sptimas.

El grado de metil, pectina de frijol no pudo ser establecido con precisién yague en

ba activa.

las condiciones e qu “polimero se aislo, la pect tilesterasa se

Incluso el trgté arina con SDS, un detergente que inactiva enzimas, solo
inactivé el 7096 de 1 iv-lclnd enzimatica (Tabla 11). En cualquiera de estas condiciones la
pectina de fl;ijol'fqe e ]:scjo érado de metilacién L] el almacenamiento inadecuado de la

semilla lo c]iixhlnu‘\Jg ljislerc;n:xente. casi un 30% (Tabla 10 y 11). Esta disminucién del grado de

metilacién podria deberse a la accién in muro de la pectinmetilesterasa presente en la



6 DISCUSION

pnred celulcr (Talslu‘ 10) Se ha demostrado que la actividad de agua en gue se almacenaron

los {rijoles (Aw— 075) es su(iciente para que las hidrolasas se activen (Mckay 1081).

Con excepcion c]e ?626 ]a actividad de PME se incrementd por efecto del almacenamiento

inndecuado de la semi“a (Tabla 12) esto poclna ser el resultac]o de la inactivacién de un

posible lnl:ﬂ:idor cle es!a enzlmc. presente en la pared qe!ular. o l:ie{n‘ lu aisminucion en

solubilldad elas ' Existe vid ia qrue cpbgd u (H a-Wei. Zl:’ou

et al 2000) Es‘ :le llamar la atencién el hecho c]e q-u Méljo se

covalenvte; nic : ’ 199.3): Erlrhomosa]nch;ronnno yel

ramnoaalacturohaxio'

Sptimo, el CDTA {a

metilo, y por tanto la B—despollmerlz clon no's s!a]:lece ose reallza a menorveloci:lacl por

N

lo que el CDTA arrastra juntos alos dos < ios de la a de pectinn. Tombién poclria
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6 DISCUSION

ser qgue el frijol almacenado en condiciones éptimas, durante la extraccién las glicosidasas
presentes en la pared celular (Vennigerhol: et al 1987) estén actuando e hidrolizen las
cadenas laterales de azicares de forma tal gque no son extraidas durante el proceso de
extraccién de la pectina. En cambio en frijol almacenado inadecuadamente, donde las
alicosidasas se han inactivado (Martinez 2003 y Pacheco 2003), el CDTA arrastra ambos
dominios. En cualquicera de las propuestas anteriores,la abundancia de pectinas de alto peso
molecular deberia ser mayor en la pectina aislada de frijol almacenado fnadecuadamente

que de frijol almacenado éptimamente. en efecto se ha demostrado que este es el caso

(Méndez 2003). .
Otra evidencia que apoya la prop ta de que el almace to inadecuado modifica la
sensibilidad de la pectiné ¢ Lir limeri lo tituye el b c hode quie la hidrélisis de la

‘condiciones

como iadelad i6n en grado de metiquién_ :}le"las pectinas.

Lo anterior sugiere gue la disminucién de la veloclda;i ;']e termosolubilizacién de las

i ci.

pectinas aisladas de frijol al o en con inadecuuc‘iu: sedebe a que durante el

almacenamiento se pierden los mecanismos que permiten la despolimerizacién de la pectina.
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6 DISCUSION

Estos mecanismos podrian serel arac]o de metilacién de la regidn del homogalacturonanoy

las glicosidasas.
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. 7 CONCLUSIONES

La actividad de Pectinmetilesterasa estd presente en los cultivares ensayados.

La cantidad de pectina extraida de los cultivares almacenados en condiciones

inadecuadas fue mayor que la de los cultivares al los en condi Sptimas.

La composicién gquimica de la pectina se mocliffcé durante el alma;enamiento

inadecuado.
El grado de metilacién de las‘v

inadecuadamente fue menor que el

1i

almacenadas en con

tinihetlleéterasa

olo co tta.rio en

el mltlvnr ?626

La acemdml - PMP_ e

del ,’ en el cultivar ?6?6 En

contraste en loa cultiva.re: Hor e mago g Baqo mecentral dism(nu\)o.
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