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RESUMEN 

I...a semilla. de frijol ae produce anualmente por lo que requiere de lo.reos periodos de 

alma.cena.miento 1J da.da la. co.r~ncl~ de 'infraestructura. almo.ceno.miento se reo.liza. 

inGdecuGdGmente " temperotura ~·hum~:~ .relativo .. !too (>30"C 75% HR). Dicho.o 

condiciones provocan que el tiempo de cocción de la. semilla. ae incremente. respecto al que 

presenta la. semilla. olma~noda. en condiclones Óptimas (4•c g en nuestro país. este .50% 

HR). A e:ste fenómeno de pérdida. de la. colidad se le denomina. endurecimiento. 

~tudios anteriores (Blancas, 2001 g Ménde"Zy 2CX>3) demuestran que la. m48nitud del tiempo 

de cocción depende de las ccra.cterística.s moleculares de la pectina.. por lo que el 

incremento del tiempo de cocción del lrijol endurecido respecto o.l control podría. deberse a. 

que durante el almacena.miento ino.decuo.do (>30.C q 75% HR) de la. semilla. la. pectina. se 

modifique de to.l manero. que fuese más difícil de termosoluhilizar. Una. de las moclifica.ciones 

que lo. pectina puede sufrir durante el o.lmocenomiento inadecuado de la semilla, 1:J que 

resultaría. en una. menor facilidad de termosolubilizoción. es la. hidrólisis enzimática de los 

¿\ruJ>03 metilo que-se __ encuentra.n,·est~rificodos en el ácido urónico. Esto. desmetilación 
- . ··-· - -;-· --· -··,. ,_ -·. 

result<lrÍo en un~~~;;it~~'t7~~f cS!,f~{~~~d;;j).~pectinG _,., interG=ion<lr con cG!cio 

formando las e~t~.iC:íiii~~- "de:' c;~j~:' ~-~~-~;'.~-~::>d,;minuirío.n la termosolubillzación de la 

pectina.. /.,::.\;~?~-: , .,· .-;,; .;_:_::~: ... :;//.~:~. 

En este trabo.jo se ~~~ii·~~6.ef~;;;~~-¿~-~~#'t·d~~-~6-~ de las pectinas extroídas de tres cultivare:s 

de frijol almo.cenc:-do en condiciones a_decuo.do.s e inadecuadas o.sí corno lo. actividad ele 

pectinmetilestero.sc (P1'1E), enzima. que coto.lizo. lo. desmelilación de lo. pectina.. La. pectina. 

extraída. de frijol almacenado en condiciones inadecuada.:s presentó un grado de rnctiloción 

1 



RESUMEN 

ligerarnente menor que lo. extraída de frijol almccenado en condiciones adecuo.das.. MientrCLS 

que lo. actividad de P1'-fi! se incrementó en dos de los cultivo.res. &'lo Mocentra.l g Flor de 

Ma.1:10, durante el cs.lmo.cenorniento inadecuado de lo. semillo.. :Estos resulta.dos sugieren que 

al menos en e.dos cultiva.res durante el alma.ceno.miento del frijol la pectina. se dcsmetila. por 

efecto de lo. P?--iE lJ que esta pectina desmetilada es ca.paz de interaccionar fuertemente con 

calcio. Apo.rentemente, esta. interacción evita la despolimeriz.o.ción de la mismo.. 

2 





1 ANTECEDENTES 

U Culuvo g pn>duc:cláa ea Méaico 

La semilla. de Írijol es de aran importancia. en México,. debido a que el frijol conatituqo un 

a.limen to hciaico en la. dieta. del mexlcono. De la superficie total cultivable del país. el 30% 

ae destino. al cultivo del frijol. 

Esta. leguminosa se cultiva. en dimos tropicales. templa.dos q fríos. on sueloa neutros o 

ligeramente o.leo.linos 1:J su o.doptación varía. entre los50 basta. los 2300 metros sobre el nivel 

dol m.o.r. En la. Repubhco Mexlco.no. existen múltiples variedades de frijol. las cuales se 

diferenc::la.n en cu.a.itto G: ca.ro.cterísticas lisicia.s, rendimiento por hectárea. resistencia. a. plagcu 

g a enfermedades (Re\les-Moreno el J99j). 

Esta sem.dlo provee del 20 al !>0% de la proteína total a. los poblaciones de todos los niveles 

económicos. La proteína del frijol es rico en lisina. pero pobre en aminOÓ.cido.s azufrados.. 

Po.ro. tener una. diete. c.decua.do. en cuanto o. los o.rninoócidos esenclo.les es necesario consumir 

una combinación con cerea.les como mo.Íz, trigo. etc:. :En lo. to.blo. 1 se puede observar la. 

diferencio. de arninoócidos esenciales entre las dos semillas hásicas de la dieta del pueblo 

mexicano. el maíz '1:J el frijol. 

4 



1 ANTECEDENTES 

Tal:Ja. 1. Contenido de a.mlnoécldo. eeenclolea en mo.ia 'IJ ÍrijoL 

CONTENIDO DI!AMINOACJDOS ESENCIALES I!NMAIZ Y FRIJOL 
AMINOÁCIDO MAÍZ FRIJOL 

(ma de a.ininoácido/ gramo de NitrÓAeno Total} 

Li:iina. 
lsoleuclno. 
Treonina. 

Va.lino. 
Leuclno. 

Triptolo.no 
Mctionino. 

Fenilo.lo.nino. 
Cistoina 

FAO Roma 1970 

L2 Problemcu de alma.cena.mlcnlo 

2.84 7.39 
4.43 !>.43 
3.90 4.28 
!>.06 !>.82 
12.84 8.43 
0.62 0.93 
1.02 1.87 
4.60 !>.47 

97.00 !>3.00 

Debido a. la !alto. de inlro.estructuro. en el manejo de la: semilla. durante el proceso post-

cosecha, el frijol se almo.cena en condiciones inadecuadas provoca.nd_o que lo. semilla. pierda. 

su co.hdo.cl Uno. de los mo.nilesto.ciones ele esto pérdida. de colida~ es el Incremento en el 

tiempo de cocción que lo. semilla. requiere: paro. obtener la suavidad que el consumidor 

demanda. Esto incremento. el ~nsum~_de combusúble\• ·decremento. el valor nutrimento.l de 

la semilla. 

Estas coracterísUco.s de lo. semilla alma.cenada. en condiciones ino.decuadas hacen que el 

frijol endurecido no sea acepto.do por los comerciantes ni por la.s a.moa de cosa.,, teniendo que 

venderse en un 50% menor a su precio real 

(www infoa,Arg cgm/hgrta)izos/iudig htm). 
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1 ANTECEDENTES 

Ü Prooeaa.miento de la.1Mtmilla 

La cocción es probablemente el procedimiento más antiguo de preparación de frijoles poro. 

consumo humo.no, induge el remojo del grano previo a. un tiempo de ebullición determinado. 

Durante dicho proceso el frijol se suavb:a.. desonolla. un so.bar lJ aroma aarado.bles q pierde 

to,.lcldod, volviéndose digerible (Reqes 1993; Stonleq q MJ. el 1986). 'En lo primero fose (el 

remojo de la semilla a. tempera.tura ombiente) los gránulos de almidón se hidratan y 

aumenta su volumen (Selo.-Debed 1J StanlelJ 1979). Además la adhesión Intercelular de la 

semilla dismlnuqe o causo. de hidratación de los polisacáridos de lapo.red celular (Kon 1007) 

lo que da. como resultado la disminución en la dureza de la semilla. En la segunda la.se (el 

trato.miento térmico ciue es necesa.rio paro. la cocción), el co..lor aplicado Induce en la semilla. 

los co.mbios estructurales que conducen o. su o.blo.ndcunlento (Gorclo.-Velo el al1989) dichos 

cambios son: lo. geloUnizo.clón de 103 gránulos de almidón, que se realizo. po.ulatinamcnte 

conforme se incremento. lo. tempero.tura hasta llegar al punto de ebullición; remoción parcio..l 

de los pohlenoles 1:1 la lra.ctura. ~ eolublllsa.clón de la. lo.mela.. media... todo esto induce o.. la. 

pérdida de rigidez 1:1 ablo.ndo.miento de la .semillo... 

1:.n resumen, el proceso de c:occión esta relaciona.do o.. cambie» en lo. microe.structuro. de la. 

semilla. provoco.dos infcio.lmente por lo presencio. de o.gua durante el periodo de remojo 1:1. 

posteriormente por el efecto adicional del calor usa.do durante la ela.pa. de cocción. 
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1 ANTECEDENTES 

El frijol a.l igual que otras semilla.a de legumlnosaa. presenl.4 una tendencia. natural a. 

envejecer. Unas de las mo.nilestaclones del envejecimiento o deterioro es el incremento 

progresivo en la dureza. del grano (ead.UleclmJento) lo cual se hace evidente durante el 

proceso de cocción. Lo velocidad con que este deterioro se est.G.hlece, depende tanto del 

tiempo del a.lmacenamiento, como de la tempera.tura lJ humedad relativa de la Gbnfufero. en 

que se encuentra alma.cenado. De tal forma que cuando el frijol se almacena. en condiciones 

de alta humedad relativa. g alta. temperatura. (>.3CrC lJ >50 o/'o HR) se deteriora. o endurece 

mulJ rápido.mente. Un Írijol a.lmo.cenado en condiciones lnadecu.o.dos es consideto.do 

endurecido cuando no logra. su cocción o bien, el tiempo de ebullición que tardo. en 

.suavizarse es significo.Uvcnnente mo.gor comparo.do con el de un gro.no almo.ceno.do en 

condiciones o.decuo.do.s. I:.n la. tablo. 2 se observo. el electo del o.lmo.ceno.miento g remojo en 

el (Tiempo de cocción meclio) TCoo del cultlv"r Flor de m"'lº (~rlínez 200:., P.,checo 

2()()3). En o.mbo.s condiciones de almo.cena.miento, el remojo dismlnu11ó de manero. 

importante el TC:,o. mientras que el olmo.ceno.miento inadecuado lo incrementó. 

Tahlo. 2 .. TC!')O para Flor de M.a.110 almaceno.do hojo dllorontea c:oadlclonea. 

TRATAMre.NTO 

!'>0% HR/4ºC 
75% HR/ 30ºC 

Sin remojo 

126 minutos 
>300 minutos 

~ 
Con remojo 

38minutos 
126 minutos 

El endurecimiento ele lo. semilla. de frijol inducido por un almacena.miento ina.clecuo.do está 

o.compaño.clo de cambios tanto en su composición químico. como en su estructuro. (Keshun et 
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1 ANTECEDENTES 

al 1005) especio.lmenle en los componentes de la. lo.melo. medio. estructura. situada. en la. 

pared celular. Lo anterior sualere que el oumento en el tiempo c:le cocción que presenta. el 

frijol endurecido poclría. deberae a. que durante el almacenamiento ina.dec:uo.do de las 

semillas. la pecti":_a. polímero matJorito.rlo de la la.mela media. ae mcxlifica. de tal forma. que 

requiere de mcis tiempo de ebullición paro. solublliza.ne. 

El frijol es una vaina. o legumbre colgante, recta o o.rquea.da. comprimido.. que se abre en doa 

valvas, para. do.r lugar a las semill~u que son de forma varia.ble generalmente reuniforme ma..s 

o rnenos comprimidas 'J o.lguno.s veces redondea.do.a o esféricas. Según ol color que pcesento.n 

las semillas se distinauen numerosas varieclo.des do frijol como amarillo, blanco, balJo, negro. 

etc (Gro.ham 1007). La semilla. do frijol consto. de las siguientes partes: 

El embrión q la cubierta externa o tesla.. Esto protege al eje embrionario {Figuro 1). 

Figuro 1. Ana.tomío del frijol 
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l ANTECEDENTES 

Al retirar la. testa. de un Írljol remojo.do lo que queda al descubierto es el embrión. el cuo.l 

está formo.do por el hlpocoUlo o talluelo que tiene en un extremo la radícula. 1J en el otro los 

cotiledones v la plúmula (Blhcderls el 1981). 

L6 Pared celulcr 

:Esta mlcroe.dructuro. determina en gran medida. los o.tributos de calidad de frutos 1J 

vegeto.los. así como las características de proceso.miento. La. pared celular de lo.a plantas es 

rígido. 1J o. través de ella se establece la lnteracc:ión entre las diversas células por lo que el 

deso.rrollo 1J la. morfogéne:ds de los organismos multicelula.res este.in restringidos por las 

propieclo.cles de las µa.red.es celulares. Ca.do. célula esta a.socio.do. con sus células vecinas o. 

través de uno. capo. común hmlto.nte ~noclclo. como lo.mela. meclla.. 

Desdo el punto de vista químico las parecles celulares primarllU (Figuro. 2) son normalmente 

suficientemente porosas pera permitir el paso de a.gua q los solutos de peso molecular bajo 

del exterior de lo. célula. hacia la membrana plo.smótlca e interior celular. La parecl celular 

consiste de microfibrillo..s celulosicas embebidas en una matriz de polisaco.ridos incluqendo 

hemlceluloso.s v pectlnc (Albershelrn 1996). 

r
1
. -.-.-~--•·••-·-.-_._:_:_:--~~. ·i 

_ __ _ _ )•;... ~~;,¡¡";;,,,;;;.:· ·· ·--~á.i'- ·., ........ _e;;:;; ..•... _.:;;.... ·-·---e~·-,·:···· ¡_1 
Fiaura 2. Pa.rccl celular 
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1 ANTECEl>ENTES 

L7 Pec:Uno. 

La. pectina es uno sustancia. viSCOSG. coloidal. que ae puede extraer de los tejidos veAeto.le• 

por colento.rniento 'J presión; su función es lo. de servir como cementonte intercelular 

(Carplta ot 1993, Doeshurg 1965 lJ Jarvis 1988). 

Lo. capacidad de intero.cción de los .su.sto.ncios pócticos depende principa.lrnente de la.s 

regiones de ácido urónic:o. los cuales forman eshucturcu de caja de huevo con iones calcio. 

:Existen tres tipos de austoncios pectico.3! El primero, polímero de alto peso molecular 

insoluble en o.gua, pero soluble en hello.motofosfo.to ele sodio. los ácidos pectínlcos o pectinas 

alta.mente metilo.das solubles en a.gua. lJ los ácidos pé.cticos o pectinas poco metilo.dGS 

(pecta.tos) que pueden lntero.cclonarcon iones g CU1.JO. solubilidad depende de la ca.ntldod de 

cationes asociados con ellos U ames 1999. Krall el a/1998 lJ Reginald 1988). De acuerdo a 

los corocterísUco.s químicas loa pectinas presentan diferentes propiedades de solubilidad 1J 

e.sta. propiedad se explota. para. su extracción de la. pared celular. Como disolventes se 

utilizan soluciones quelantes. Como quelantes se utilizan el ácido .. trans-1,2-

diaminoclclohexano N.N.N' N· lelraacétlco (COTA), etilendiamln?lelracético (EDTA). lJ el 

Hexa.metaloslato. También se pueclen utilizar soluciones ligera.mente a.lcalina.s (Na.~03). 

I:.n el primero se solublliza.n las pectfn45 a.Ita.mente metlla.da.s. en el segundo las pectin4S de 

bajo metoxilo 1:1 que intera.cciona.n con ca. tienes diva.lentes 1:1 en el tercero las pectinas de alto 

peso molecular{Stolle-S ell999). 

Una. de las propiedades más nota.ble de los compuestos pécUcos es su capacidad po.ra. lorma.r 

geles a bajas concentraciones. por lo cual son utilizada.:s comercialmente como ca.a.entes 
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1 ANTECEDENTES 

gehlica.ntes. Esa. propiedad de la.s pectinas pera formar geles depende de la. loneuud de las 

cadenas de ácido urónico 'J de su ara.do de metilo.ción.. 

Los pectinas de alto metoxllo gelifican en presencia. de o.gua. 'J azúcar (M%) en un medio 

ácido (pH= 2.9-3.2). Loa geles formo.dos por este tipo de pectinas se ca.ro.cterb.o.n porque o. 

a.l tos tempero.turas pueden a.hla.ndo.rse pero no .se derriten.. 

Lo.s pectinas de bo.jo metoxilo forman seles en presencia. de calcio. Lcu propiedades de estos 

geles está determinado por la concentración de calcio, ptf. luena. fónica 'J tempera.tura. a. la 

que se induzco. la. gelilicación. 

L7.1 Eatructura. ele la pocUno. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

El principal corutitugente de la. :pectina. es uno. cadena de ácido urónico unido con enlaces 

a(t-4). formando la. cadena. principo.l de los tres po3ibles dominios de la. pectina: 

homogalacturonano. ra.mnoga.la.cturona.no l tJ ra.mnoga.la.cturona.no 11 (Fig.3). 
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1 ANTECEDENTES 

Se cree que esto.a dominios se encuentron covalentemente unidos entre sí para formar la red 

pec:tlca (Albenheln et a/1996, O' Ne1ll 1994 q Vennlgerholz q W ollea 1987). 

:El hornogalacturona.no es un homopolímero lineal del ácido urónlco con uniones a 0-i). Este 

dominio es abundante lJ extenso en la. pectina... Entre el 70 cJ 80% de resicluoe de ácido 

uronlco .se encuentran metilestorilico.do en el C6. Además. los monómeros do ó.cido urónico 

pueden esterillcarse con ácido o.célico en loa C2 lJ e,:) (F¡gura. 4). Loa residuos del ócido 

urónico que no están metilo.dos se asocian con ca.lelo. 

ester metilicoa 

Fi.Sura. 4 Rea1ón lisa. del homoga.locturona.no esterifico.do en rnetanol (C6) lJ ácido acético 

(C2g0) 
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:E.l rcunnogala.cturono.no) es un polímero heterogéneo, forma.do por una cadena. de dímeros 

de ra.mnosa. 1J golocturónlco unidos por enlaces glucosídicos. E.de polímero presenta. 

ro.mllicaclones de azúcares neutros que sesustituqen en el C4. 

Debido o la. na.turo.lezG o.Ita.mente ro.milica.da. del ra.mnoga.lacturonono, se le conoce como la. 

región melenudo de la. pectina, en contra.:de a loa dominios del 1:1 su.s cadenas la.tero.les 

contlenen once homogolocturonono que conocen como lo reglón lisa... l!l 

ro.mnCJSa.lacturono.no 11 no se relaciona estructuralmente con el ramnogala.cturonano l. este 

es un dominio ramificado de lo pectina. que tiene en 

su espina. dorso.l homogolocturonono diversos azúcares TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

L8 l!n:.tma..a que modi{ica.n la. ealru.c:tura. de la. pectina. 

Los enzimas pectolíticos rompen lJ debilitan la pectina de lo pared celulo.r reduciendo lo. 

vlscosido.d e incrementando lo. solubilidad de éstas.. 

Las enzimas pectolíticas son usualmente clasificadas en 2 grandes grupos 

(Kertesz 1951 y Kinsella 1991 ): 

Dcsesterilico.doro.s 

Hidrolizan los gn.ipos metano} de lo. 
cadena. de ácido urónico. 

J:nzimo.s FjectoliUcos 

:Dcspolimero.sa.s 
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Hid.rolo...sa.s 

Rompen los enlaces 

a.{t-4) en presencia 
de una molécula de 
agua. 

1 

Liosas 

Producen la 

J3elimlnación 
formando un 
doble enlace. 



1 ANTECEDENTES 

1.8..1 f'.ec:tlnmelileoler ..... (PME) 

Pectlnmetdestera.sa. es sintetiza.do por plo.nto.s particularmente en vegeta.les 1,1 cítricos. 

hongos q bacterias.. Sola.mente algunas leva.duras han reporto.do su producción. está. no ea 

sintetizada. por los anima.les.. El meto.no! es el producto ma.qoritario de la acción de P~ La 

especificidad de la. enzima. e:i: con los arupo.3 metilester. 

Se ba. visto que la actividad de pectlnmetilestera.sca. esto. presente antes de cualquier 

actividad de pollga.la.cturona.so., la. actividad de estas enzima.a es sinergisto. (Ketso. e/1999) 

1.9 Crom .. toarcúlo de C.....o 

La cromatografía de gases es un método físico de separación basa.do en la distribución de la. 

muestra. entre dos fases. Una. fase es el lecho estacionario de extenso. superlicie empacada. en 

una. colum.no.. En esta fo.se se adsorbe la. mezcla. a. separar. La otra la.se consiste en un ,aa.s o 

líquido que esta. sobre la. fa.se estaciona.ria denominándose fa...se móvil. 
. . 

En la.. croma.togra.fía. de aa.Ses, la. fase móvil se denomina. sa.s portador, ga que es un gas inerte 

cuga.. finalidad es tra.nsporta..r las moléculas de la muestra a tra.vés de la. columna... 

En cromatogra.fía. dega.ses, la.. muestra.. sevolatiliza. g se ingecta en la cabeza de una. columna.. 

de cromatografía. Lo. elusión se produce por el flujo de una fase móvil de un ea.s Inerte, g a 

diferencia de la mcu.Joría de lo.s tipos de crornatografío.., la fase móvil no interacciona. con los 

moléculas del a..nalito; su Única función es la de transportar el analito a. través de la columna. 

(Douglas 1999). 

La cromatografía es un método sensible para determinar compuestos volátiles como el 

metano] que se produce en la. desrnetilación de la pectina (RF. McfeeteH 1984 ). 
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1 ANTECEDENTES 

l..a figura 5 representa. 4} esquemG de un sistema. tipo pa.rc. cromat<>8,rolía. de gosea. La.a partes 

bó.sicas son: 1) cilindro del gas portador 2) control de caudo..l de gcu 3) entra.da de la muestra 

4) columna!>) detector lJ 6) registro de gr.illco. 

Gas. Portador 
lnyectot OE:too:or 

l&ill 

D 
Ststema de Adquisición y 

Procesamiento de Datos (Et Coritrol 
del C101nalógrafo tarnbién '°'* pu1:tde 
ufnduarrniulturilo la Curnpul;¡¡dor;,) 

Figura 5. Dia¿\ro.mo. de croma tógra.fo de gases. 
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2 HIPOTESZS 

Si durante el olmo.ceno.miento inadecuado de la. semilla. de frijol la. enzima 

pecUnmeUlesterasa. modifica. .ª la. pe-Cuna. el efecto de :su acción se detecto.ró. como una 

disminución d~l gro.do de meUlo.clón ele éste polímero. 





3 OBJ'ETJ:VOS 

OB.JETWO GENERAL 

:E.valuar lo. contribución de lo. enzima. pectinmc.Ulestercuo. en lo. pérdida de calidad cu.lino.ria. 

del frijol cuando so almo.cono. en diferentes condiciones. 

OBIBTIVOS PARTICULARES 

Po.ro. probar lo. hipótésis o.nterior,se reo.liza.ron los siguientes sub-objetivos: 

Optirni:zo.r lo. metodologío.. 

Detel-rninar el electo del almo.cena.miento ina.decuo.do de lo. semilla. en lo. 

soluhiltdo.d ·9 c~r_nJ,osición químico.. de lo. pectina. 

Cuo.nu'r~;~~;r::~~.~;~~o a·e rneUlo.ción de las pec:Uno.s aislo.das de frijol 

o.lmoce'n~·~i~-~:-~-~-~fciones adecuo.das e Inadecuadas. 

Cuant~ficar }~ ~~l~~¡d~d depectlnrnetilesterasa en frijol almaceno.do en 
condtCtOrieS ~decuo.do.s ~ lno.dec:uacll'U. 
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4 METODOLOG:rA 

4.1 Material htológtc:o 
Se utilizaron tres cultivares de Phaseolus vuk:fari.s:Flor ele Maqo (FM) cosecha 1999. Ba1.JO 

Mecentral (BM) cosecha 1996 lJ 2626 cosecha 1996. L.s semillas de estos cultivares se 

mantuvieron almacenados en ir.ascos herméticamente cerracl03 con una. muñeca de síhca 

gel po.ra. evitar la humedad a una tempera.tura constante ele 4ºC. 

4.2 Condiciones del almacena.miento Inadecuado de la .em.tlla 

En una cámara con 18 suhd.ivisiones en lorma. de rejilla., con capacidad para 2.5 frijoles ca.da 

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

almacenaron durante tres me:ses en una lnc::uha.clora a. una temperatura constante de .30ºC lJ 

una humedad relativa de 7.5% (almacenamiento inadecuado). &ta úitima se logró con la 

dlJuda de una solución -saturada de NaCl (Keshun et19921.J Va~ia.no-Marstonet e/1981). 

4.3 Remojo ele la .emtlla 

En un 1na.traz ErlenmelJer llenado a la mitad de su capacidad con aaüa destilada se le 

a.ñadió 25 lrijoles. El matraz se colocó en una incubadora por 18 hOr~ a 30"C.: Después del 

tiempo transcurrido se decanto el a.gua, desechándose. El Jrijol remojado.se utilizó para los 

pruebas de detern.tinocJÓn enzimático. 'J aislamiento ele pectinas. 

4 .. 4 Obtención ele los cotileclonea 

Con la º'Juda de una navajo se partió la semilla. seca en !arma longitudinal extra:ljéndose el 

eje embrionario 'J quitándose la testa. que es el tejido que cubre a la sem!lla exterlorrnen te. 
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4 METODOLOGrA 

Los cotiledones se guardaron en frascos herméticos a. 4 ºC basta el momento de su análisis. E.n 

el ca.so de los frijoles remojados después de d~antar el agua del remojo. se retiró la. testa de 

la semilla '.J el eje embrionario. Los cotiledones obtenidos de semillas reinojoda.s se utilizaron 

de inmechato. 

4!) Preparación del extracto enzimático. 

Para la semilla almacenada en condiciones adecuadas e inadecuadas se µeso 1 g de 

coUleclón descascarado q se colocó en un mortero. Se añadió nitrógeno líquido para congelar 

el 'l.J evitar la. desnaturalización de la endmia. Con la atjuda del pistilo la. sem~lla se 

homogenlz.Ó hasta obtener una harina hna. La harina se tra.nshrió ~ un mat~az 1.J _se:: le 

agregaron 10 rnl de uoa.soh1ción de NaCl al 8.8% e lnhih1dores.de prole~ loµl 4~·PMSF 

de 10 rnM cada una. Sed;;;j.;, ;,;g'¡¡.;.;'.dó 2.4 h;:¡¡..,." 4•c. Se centrifugó a 50,ócx) ..;,;;:.·/~O ri.1,;./ 
,_ : ~ .;; -,- » ' '; 

4ºC en una ultrdce~-trli¡~g~ &ck~a:~ TLX. crin u~ i-~tor SI 50T. El sc:;b~~~~d~~t~·~bl~~fdo se 
. . . - : ... ,·,·- '·• ... 

a.lm.acenados en condiciones a.decuaclas e .inaclecuaclas. se utilizaron 10 cotiledones de 

semlll" de Írljol (Ann 1986). 

4.6 Acttvidadenzimá.Uca. 

La activida.d de la PME lue determinada usando un ensat.JO continuo espectrolotométrico 

con azul ele hron10U1nol que es un indicador ele pH (Menique 1996). La mezcla de reacción 
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·4 METOl>OLOGrA 

contenía Pectina cítrica al 0..5%. O.Oto/o ele a~ul de hromOUmol, a uu µH de 7.5. La. mexclo. de 

reacción se inició a.ñadieu'clo 2Q9 µl del extra.eta. la reacción se siguió ~orla disminución en 

lo. obsorba.nc;;la a 615 'um. LoS e"uSdl.JOS es.Péctrolotométricos se reo.liza.ron ll 2.5ºC en UD UV-

V1s1ble SI-iIMADZU. · 

La actividad ele ~a P~ se e~resó como nmol ácido uronlco /minuto/ mg ele proteína. El 

equipo seco.libró con ..gua (Fablenne 2001). 

4.7 ln~lh~clón _d~ la·e·~zlma pecllnmettlesterasa. con SOS. 

Se agreg~r~,~ .5·.·g_·~..-~- s6I1d~ insolubles en .50rnl etanol del Írijol control Flor ele Ma90 

almacenad~\,~~·,·~~~~-,~·~::~~-~~~adas. Se prepara.ro~ 20 mi ele una sol_:ción de SOS al 0.1 % 

..gregánd.;~i,: 5 i.;í~¡~:~ .. ~-~i~.;j~;;d~.; aeitar 1 h;,ri para d~sp~és centrdugar a 50000 i?m 

durante-15 llt111UtO}·~~~ -~-~-~~~lt"i~~~ñtiil~g~- ~~~-~si TLX cO-n -Ún rotór SI 50T:repfu-.;Dclose 
. ,","-- . - ,; ·.- --···. ·. 

::~a :::::~:x~r::e;;~fü:j~fii~~~~~*~~~~~~ll#: ~or <l,~~llcodo co~ ..gua destilada 

-- ·. ~--.... ·.:~~::~·~ ::~~'.;~~7.;:._f, .:;~-~;:~~~--,~)~-;·_'.:~\~ - ·~,. 
-- ~- '··- ,~;·.: ; :~-

4.B Cuantili~~·~¿.:;¡;-;~~~~~i~};;~~.~'.\\ :;-~·<~ .. :· ... 

L. proteína se cuan,tJt~}~T~~~f ;~~~~;B~~ti{,;~~frl~.~e Lowrq (kwrq <>l al 1951). 

Sé preparó una soluél6n "A·CI<; Nó.2CO~ 2%,NaOI-i 0.4%. tartrato de potasio 0.165o/o q SDS 
. ~- ~~~~ .... •.¡:~~:;S~~:~p¿;Bi~~,~;S;r: ,; ->;: ~ · -¿~ : ·· 

lo/o. ·- . :';;:;.,~<;¡y~:~:~:. 

Solución B de s~ú~i~:J:;·~~b-~;;·;d'._ifY~:~:~:' 
-·">>·:;,-_··,·. 

Folin 1:1 con oguO destdadO..: 
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·4 METOOOLOG:IA 

L. solución C lue una mezcla de.A+B (100.1) 

En tubos ele ensal.JO htitpfos se aiiaclló 1 mi de la solución C. .350 µl de agua. l.J 1.5 µl ele 

. - '' 

extracto ele coÍtlecl~'u. se m~cló, lJ se dejo reposar 10 minutos. Luego se .agregaron 100 µl de 

Folin, la m~zda se agitó 'J se dejó reposar30 minutos a temperatura ambiente. Las lecturas se 

reali::r.arOn'~' espectrofotometricamente a 660 nm. El blanco utih::r.ado lue elaborado de la 

misma manera, pero en ausencia del extracto enzimático. 

4.9 Ohtenclón de sól.idoo lnaoluhlea en etanol 

s.. pesaron 5 8 de harina de lrijol, .. la cual se le aareaó 100 mi de etanol al 80%. s.. 

centrdugó la mezcla a. 3000 rpm en una centríluga mecha Sorv.sll Super 1'21 con un rotor 

SL-50T. Se decantó \j la µasUUa obtenida se colocó en un cleseco.dor durante 2 días hasta 

peso constante. 

4.10 Extracción de pectlnaa.. 

A la harina de cott!~6n de fitJol (5 a) se le aareaaron. ?,<> ~~de. ;_.n~-~~zcla de hu!le; 50mM 

de acetato ele sodi¡,'~~~.'~ ~-.~.d~ ~J?!~~·pfi .65.~ ~~~nsió~ ··~e--~1~6· c!'U~~~te; lG_ h~ras a 

temperatura ambi~~i~.)?~~~~~~ :.~~l !:f·~~~:~·~tra:n;~~i~~ ia. ~~d~·-s~ cent~Uuei 5 ~ln~t~ a 
__ .-ó •• _, 

10000 rpm a 4ªC: El ~oh~e~,~~~t~-:~--~~~ró ~ el paquete se res~sPenchó _e~ _5Ó m~·de.asua 

destilada volvieúdo a ~-~t~l~~S~-~ju~tdron los sobrenadan tes 1.J se deSedió.la pastilla... 

D1iillsls 
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4 METODOLOGJ:A 

Se utilizaron tu.hos de diálisis de .500 Daltons. de 10 cm de longitud. Previo a. su utilización se 

sumergieron en una :va.so de precipitado con a.gua destilada para que se hidrata.ro.u 1.J 
'..'<, ··<•'.· . , ... 

facilitara 'el 'clespéS~rl~-~·~.- tubo~· de diálisis conteniendo el extra.et.~ enzimático. 

- ~-; <~"<r·-~, .. ·:~-.. :·· :::>:;.~'·:·· ·;/._. -~ . 
coloca.ron en un v~~--d~:.~;~~~A~do con 4 litros de agua destilada conteniendo 0.02% de 

n1ert1olate:··La ~¡;;_¡'f·~:,~,:~,~:~~~fr~6'~:·u~O.·-temperaturo.. de 4~ carnhiándose el aeua cada. 2 

hom. Se ~~~~:~,~:.~1~}~~~: ~~j~ diálisis cuando el agua de diálisis presentó la misma 

conductivid.0.d. éléctrlca 'que el o.gua h1desUlado.. 
-~ ::·\-. ·-·"º . •' . 

Lioldtzacfóll·:· 

En los vas~ :~·~¡~~S para liofilizar se vacío ~l líquido contenido en los tubos de la. cltá.hsis 1.J 
' _'.,· -~-·- .:'_' . 

:i:e congeló C:On nitr6Seno hquido. después se conectó el vaso o.l aparato ele holihzación. se 

holilizó ha..sta sequecla.d.. Se siguió la misma metoclología. para loS cultivares almacenados en 

condiciones adecuaclo.s e inadecuadas. 

4.11 Determinación de la Composición QuimJca 

4.ltl H1dróllsls de pectina coa ácido trdluoroiic:etlco (TFA). 

Se pesaron 5 n1S de pectina extraída de los cultivares almacenados con COTA pli G.5 en los 

viales de loudo cóncavo se o.gregó 850 µl de agua destilada 1.J 150 µl.de TFA se dejó esta 

mezcla eu una estula a llOºC durante 4 horas. CuanUÍlca.nclose los .ácidos urónicos 1.J azucares 

neutros por el 1nétoclo colorhnétrico. 
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.4 METOOOLOGI:A 

4.1L2 Determlaaclóa ele Aclclo Uróalco. 

El ácido urónico s~ CÚ.a.ntilicó Poi.~u métóclo colorimétrico por la lonnación de un complejo 

-·"'-- ··.-'.· ---~'-c.•::;_·'.'. .,·e~.,'-!: .. :'-__ _'._..-:~)~'.·-·~·'·-; 

5 ms / mi utihza',;d;i .J.¡~,;¿¡,¡~ d~ 10: 20. 5o: 100 IJ 200 µ¡ ú;.~;;;;,d~ a ua volumen final de 
:;~:. . _.--·:·: .. ·: ~ 

··, 

400 µl con a.gua. de;si~~i~"ada:--

El blanco uUhz~do lue elaborado de la mb:mo. manera Sin la presencia de muestra 

agres<'indose 40µ1 de Na OH al 5% (p/v). 

4.11.3 Determina.ci6n de azúco.rea neutros. 

Los azúcares neutros se cuantilicaron por un método colorJméti-ico por la lorma.ción de un 

complejo que se lee a 485 nm (Dubols et a/1956). 

Se utilizo.ron alícuotas ele 100 µl ele extracto tanto para lrijol seco. remojado. lJ .alma.ceno.do 

en condiciones aclecua.cl03 e lnaclecuaclas. En tuho.s ele ensa.\jo limpios se añadió 100 1-tl de 
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.4 METOOOl...OGJ:A 

muestra con 1.8 n1l ele ácido suUúrico concentrado q 300 µl de lenol acuoso al 5% (p/v) '-J 

900 µl ele osua deS10nizacla. Se dejaron reposando 10 minutos g p_osteriormeote se let1ó en el 

espectrolotómet~~· ~·~: · 

El blanco ~·tiliz~cl~ f~-~ ~lahor~do ele la misma manera sin la presencia ele muestra.. 
···,é"_·, .'' -

Se realizó u°:·~ ~-4.~)~~·t~ó.~ -·ª.partir ele una solución de glucosa a una concentraci_Ón de 200 

µg /mi utlllz~d.;·~¡~';;~'" ~ .. 50, 75, 100, 125 q 150 µl llev=do a un volum"n final de 1 ml 

con agua el_~~~~~~::,~~~~::'.;-
>>; ·< ;-.;'.:::' 

,> .. -. '.;.-

4..12 c~~~u(1~~6~--d-~ ~~tcu~oi por C~matog-r.illa d~ gasea. 
-. '~ ' " :- '\·.1:~0 - .· .": ,: ';. 

La peclln;;:'eit~~íd;;:\:Í.; Ic» ~;,111;.;do;;;.. (50 ,,,g,t .:!í.5 ml) se le ad1c1on~ 200 µl de KOH al 
... _: ._ .. :~.-;¡·-_ ,~:::.-::,-· ' -- . ,,__ - . ' ' :-.- . . - - -

50% q ... h1C:u~ .Pc'.i:1hc:>~;,./_~:CJ:C: Pó~terlonnente se aJ:ustó el µHa 5.0 con HCI al 10% q se 

aclicio~ó· ii~~¡¡~:~~~,~~~t·t;~Yi~~~~·~~~· .¡U,~)a .co~cell~ra~ió.n .{1n0.Í luera del lOo/o. &to último 

~::::;i~~~~~iiE7::::.:·,.:.::.~ 
0.32 man, 0.25 µrn:2·:2t!~~~}j·t\~~r~iL~~>~~·~,~~mperat~ra móxima de 220"C con helio 

. · .. ·~:",'~.~, ·, /:.}r:·~-?~~.~~-:·.:·t{:.~-;f .. \~'..~:';~ ~'.~·>·,~:~(:.'.;;>~:.~; .. ·:,,.\ .. .,;_ . . 
como gas acarreado~~ª~~q:c_~.:~.~1:1~-1:1 det~C~?r,;;~--~¡ ~:~gEK:tor se utllizcron·a 220 "C. 

Se utilizó una f1br'1 d~ ¡;~lldj;.,.,'iiI~¡¡~;.~·~''7".;úvi~1lhe;,ceno (Fisura 6) para absorber el 
. • ' .• ,·<· ~- .·. , '· 
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Figura. 6.Diagrama de Fibra. para cromatóaralo de gases 
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5 RESUL-TADOS 

3~.1 Selección del método de extracción ele pectina 

Dos de los dímeros distinguibles en la pectina lo consUtulJe el homogalacturonano lJ el 

ramnogalacturonano el primero está lormado principalmente por residuos ele ácido urónico 

parcialmente meUla.d03 1.J el .segundo alto.mente ramilicado formado por dímeros de 

ramnosil-galacturonil; donde las rcunilicaciones lor~ada.s ele azúcares neutros se unen a la 

posición cuatro del residuo de ramnosa (Bonnie 2002). La interacci6n lntennolecular 

formada por estos dos dominios también es dderente. En el dominio lineal la interacción 

intermolecular se e.stahlece con iones calcio; mientras que en el segundo las interacciones 

son principalmente de puentes de hidrógeno. Para lograr el objetivo p}411teado en este 

trabo.jo se requiere de estudiar el electo del almacenamiento· inadecuado en el dominio 

lineal de la estru.ctuia de la pectina 'l.J por lo tanto se debe emplear un método que solubilice 

Con esta· linaJ.1d8d·-·~é _·;:~mj:,araron dos métodos para extraer las pectinas del lriJol La 
-.-.'_ __:-;·: ·~~')i~;k:~·~~:t;f_:;:_, ·. ;.~ _.: ""-::·' : -

dilerencia ~ntr'0 e~l~__{~~~~l. ~H ~~l S~~vent~ de extracción _que en_ este caso Íue ~DTA--

L. cantidad d~ ·.,;üJ~~~;~;*~;~f!t_f ~rfa~~fa,fü{~~~;~~-~J,~~j~~~\~i:.t5~~~~.·~e ~n 
pectinas aisladas C.. .PH .6.5 (To.bid .3). Poi- 10 cj,;e Iá· ,ili~~dáiiC:1a dé ¿~'idó\~·;.¿;n¡~c; Illé-n:.dl.,o~ en 

·' ._· - '_"l"::"'..> ·_ ~ '.'::- .:· ;-·.' .''. .-,_,""·. ; '-/::\·-.:_:¡:-:;_~¡:., •,,-~~-:.:--.i .; ;-'-;}.: ::>-.-/.;:::: '.'.-:--¡;,-.. :/::-~·t~:.: .. :~~~~\_'.;;:~--.:, ··: ~.·': .. ·. '·- . 
pectina ai.lada a pli ·~~ ~e 4 pH. 8.0.l.o~t~rlo~ "".ªlere ~e a p~ 65 se ;i•l; u~a "'"lJ.;r 

proporción de Ía ~.;iió:·"Z h~~~~:L~~l;rLi~~'.'iY1~{S~i~2 ~~t;!~~~~,6.;;k~ .;i ~Ii del 
~-.;e . • • • ··;,' 

COTA que se util1~6--~~~ ~~Íve~·t; ~~~~ ~bl~r }~ ~tÍ-~as ~ll ·l~· ~X)>é~Í~~~¡~--~~h~~entes. 
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5 RESUl..TADOS 

Tahla 3. Efecto del pH en la compoalclÓn de la pectina del cotiledón del frijol. 

pli 
6.5 
8.0 

Composición Quimlca (p/p) 
Azúco.resNeutros(o/o) Ácido Uronico(%) 

4.40 90.4 
13.2 84.0 

!).2 :Electo del almacenamiento Inadecuado en la. aolu.h1hd.a.d 1J compoalcióa quimlca de 

la.pectina 

Con la Íinalidad de detectar si el almacenamiento inadecuado de lo. semilla inducia 

caDtbtos en la solubilidad lJ composición química de las pectinas lo que se hizo lue comparar 

la cantidad ele pectina. soluble en COTA presente en Írijoles almo.cenados en a.mbdS 

conchciones (Tabla 4). Se observó que con excepción de Flor de Mai.Jo, en los otros cultivares, 

el almacenamiento inadecuado aumentó de n1anera importante la cantidad de pectina 

extra.ida con CDTA 

Tahla 4.Soluhlltdad ea CD TA de la pectina de frijol almaceaadoea coadicloaes adecuadas 
e ina.decua.doa. 

AIMAC:E.NAMIENTO 
CULTIVAR 

Flor de MlnJO 
Ba.qo Mecentral 

2626 

ADECUADO INADECUADO 

11 
7 
10 

Pectlna(%)p/p 
12 
19 
17 

El electo del o.lmacenamleuto inadecuado en la composición C,uímica de la pectina. se 

determinó cuo.ntihcando la a.bundancio. de azúcares 1.J ácido· urónico en la fracción de 

pectinas aisladas. En la-'ta.b14 -? se .. ~1~~stra el resultado de estos experimentos. En frijoles 
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5 RESULTADOS 

al1nocenados a.decuadam.ente, la concordancia entre la cuantdtca.ción química \j la 

gravtmétrica fue de entre 86 ~ 95%, mientrd.S que en lrijol almacenado inadecuadamente 

solo !ue de entre 52 q el 68o/o. 

Tabla. 5. Electo del almacenamiento en la. eompoalción química de la. pectina. de .lrijol 

TRATAMIENTO 

CULTIVAR 
FlordeMalJO 

Ba.lJoMecentral 
2626 

ADECUADO 
µe/ me pectina 

AN AU AU/ANº 
44 904 20 
162 806 5 
46 817 18 

.AN =Azúcares neutros, AU = Acido urónlco 
• C.auudacl re la Uva ele ácido urónico en la lra.cclón de pectina. 

INADECUADO 
µa/mgpectlna 

AN AU AU/AN" 
96 597 6 
185 343 2 
182 .337 2 

Estos resultados podrían deberse a que la :lracción de pectlnc.s abladas de frijol almacena.do 

inadecuadamente estuviera contaminada con otros componentes o a qUe las condiciones de 

hiclróhsis ele esta fracción ~~.fueron adecuadas. Pa.ra distinguir entre estás posibilidades lo 

que se hizo fue htd-~~Ú~:;-l~·~~i~~ a.islada. de frijol alma.cena.do inadecuadamente. previo a 
. . . 

su determino.ció~ ~ími~4· ('f ~l~ 6). 

Tabla 6~ CompoaÍctón quín:üco de pectina. lú.d.roliza.da con Gcido triJluoroacétlco 

CULTIVAR 

Flor de Mal.Jo 
Ba.lJoMecentra.l 

2626 

AIMACENADOINADECUAD.AMENTE 
µa/ mn pectina 

AN 
254 
236 
318 

AU 
837 
777 
860 

AU/ANº 
3.3 
3.3 
2.7 

.AN" -Azúcaresneutros.AU -Actdourónlco 
• Ca.nudad relativa de ácido urónJcoen la. fracción de pectina. 
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En esbu condiciones se observó que la cantidad de pecUno. cuantihcada químican1ente lue 

similar a la cuantiÍicada gravfmetricamente. Se observó qlle en los cultivares 26261.J Flor ele 
. . . - - .. . . ' 

Maqo la abundancia ele ácido urónlco (Tabla.~)~~ -~~,\>eclin4 del frijol ahnaceno.do en 

condiciones óptimas lue de 4 o. .5 veces rna.tJor ·qu~ la.· .abundancia de este compuesto en 

pectina aisla.da de lrljol almacenado conclJciones ino.d~ados (Tabla 6). 

Sorprendente.mente en el cultivar Bago Mecentro.l el a.lmacencuniento inadecuado no 

rnoddicó de rno.nera importante esta relación la cual en .frijol almo.cenado en condiciones 

Óptimas (ue mu cho ntenor que para los otros cultivares. 

!).3 Üptlm.lza.ción de la técnica para. cua.ntllica.r el grado de metilación de la pectina 

El metano} de }03 pectinas se encuentra .formado un enlace ester en los residuos de 

aala.cturoñd; Para determinar su abundancia. el meta.no! se debe hhero.r ele este enlace 

covalente~ separar. identl{fcar 1.J linalmente cuantilfca.r. En la. hidrólisis clel enlace _ester se 

pueden utiÚ~ar. l~ en:~~ma ·µectlnmetdesterasa o la htdróhsts quim1~·Con ~~O·~-Í,'o _KÜJi.· .· 

La técnica. utilt~~d~~~ra: sep~rar. identihcai,-9 cUautdtcar ~_m;tan~}-,{~z;-1~-;~~6~:.-~~~;cúia 
. ; . . .• . .,'._- ,'- - " ~: ·, ,•'. 

de gases. Con la linalidB.d- ?~· oh.te~er_ ~a~ ~ejc;r __ s~~-~~~~¿,-~:_·dil ~~~~;~}'-'~~_'.i~~~:-~~;~;:_i;O~,i~les 
componentes voldt1ies ~e ~Jéd~-~--;~~t~:·~~~~~:;¡t~~:~~'.·í~-,~~-~;-:~~-.-~~¡-¡¡fz;;¡,r~;'._¡~~~'\1p~ de. 

· _, -~ .. · -""' ,:'. :'/~~~>)f~~Y~~- :·j-~~·:~¡~f~~~'.-~--,;~z?~;.::::)f,X:~;é: ·:~::);::--1~.r~~;r: t~'.::' .. ·~:~:~.;~_-: ~~-::_~,_-~-:'.-:_-T, _.-_ ;:·.~- . .-_.·. -:: -._ --: 
columnas. Las condici'one's de.~~-~a~~~,;_;,~~¿!=~clá\Y~-~-~~ _ell~ {~¡.;ro'n ~aS:~f=-~}Ít~nd~cl~~ por 

elfohrlcante(Tabl~-7). · :· • .. , ... _,. ... ·, '.;, :·:~> ·' · ·:,.::'.:;': ' .. . ·¡•;_· 
·J:._"···· 

La composición qulin1ca de láé:olu.,,;;;,. SC:.54 30 (no polar) fue un..:~;; Poh(5% dilenll / · 

94% dimeUl / 1% vindsi_ÍoxánO) ohteniendó tiempos de retencló.n muy ~xtensos (Figura 7 
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A). La columna carbow~ es utilizada. para. analizar la pureza ele los. compuestos polares 

siendo su la.se poheUleuglicol .. 110 alcanui.nclose una buena. elusión del compuesto a :separar 

(Figura 7B). 

La. columna en la cual se ohtuvo la mejor separación fue en SPTM 1000 que es de carácter 

polar para ácidos siendo su f45e pohetilenghcol mocld1ca.do con ácido nlt~oterelto.lico con lo 

cual se tuvo una separa.ción adecuada del metano! Figura 7C). 

Como estándar interno se utdizÓ propanol. En la Figura 7 se muestr4.D los croma.togramas 

obtenidos con mezclas de metano! q propanol. Se puede observar que la. columna SPTM 1000 

operada a 220"C en el quemador 'J 220ºC en el detector proporciona la m0.1.JOr sepa.ración 

del metanol. Siendo estas las condiciones para continuar el proyecto. 

T4hla 7.Condiclonea utilizada.• para. la. optlm.lza.clón de la -.eparaclón 1J cua.ntÚlca.clÓn de metano!. 

COLUMNA 

SE-5430 
CARBOWAX20M 

SP™IOOO 

mV 

LONGITUD/ 
DIAMETRO 

30mts/0.32mm 
.30mts/0.32mm 
30mts/0.32mm 

TEMPERATURA 
INYECTOR 

2 

2oo·c 
.22o·c 
22o·c 

L-... ~~. 
Tiempo (mln) 

TEMPERATURA 
DETECTOR 

2oo·c 
22o·c 
22o·c 

Vl:LOCIDAD 
DE GAS 

ND 
ND 

.35.5 ml/min 

A) Column<> SE-54 30 metros. 0..32 mm. 0.25 µm 
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mV 

Tiempo (mln) 

B) Columna C..rhowrut 20M 30 metros, 0.32 mm, 0.25 µm 

mV 

Tiempo (mln) 

C) SPIM 100030 metros, 0.32 mm, 0.25 µm 

Pfaura 7 Cron.1a.togramas de fcis diferentes columnas para optimizar la técnica de 

cua.ntilicación de m~ta~ol (1 met~nol, 2 PropanoU. 

_,_,,;,··.:· 

Tam.bién se evaluó la· ~~~rOduclbilida.d de la determinación en cuanto a tiempo de retención 

\j cuantdicación. c~s.~~:t~ li~alidad se inl.jectaron 5 veces el mismo volumen de una ntezcla 

de metano! 1.J pro~~~~i"\1 s~ calculó el coeliciente de variación para_ cado. parámetro. El 

coeficiente de var~~~~ón: ~a~a c~da caso {ue menos del 12% (Tabla 8). Uno. vez estandarizado 

el inétodo de separ~éión, identiÍicación lJ cu.o.ntihcación se utilizó paro. determinar lo. 
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ehclencia de los métodos de hidrólisis del enlace por el cual el metonol se encuentro. 

esterdicado al residuo de urónico. Se utilizó pectina comercial grado ele metilación del lOo/o, 

la eficiencia de los métodos se cuantillcó como porcentaje ele recuperación (Tablo 9). Se 

observo que la eliciencla de la hidrólisis enzimática fue menor que la obtenida con los 

métodos químicos. :Entre estos, la recuperación con potasa fue mejor que ~on sosia. 

Tabla 8. Determinación del tiempo de retención del meto.no} en un alatema de 
CroJDa togralía de Gasea. 

INYECCION VOLUMEN TIEMPO DE AREA 
RETENCIÓN 

DELMETANOL 
A 75µ1 1.45 11281.00 
B 75µ1 1.45 14483.24 
e 75µ1 1.45 12361.00 
D 75µ1 1.45 11283.08 
E. 75µ1 1.45 15263.00 

CV12o/o 

Tabla 9.E.liclencla de Ltdróhat. del enlace ester Ga.lacturonico-Meta.nol. 

ME.TODO DE HIDROI.JSIS 
Enzi1nático 

Na OH 
KOH 

GM Grado de 1netoxÜaciÓn 
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!>.4 Grado de metilación de laa pectina.a a.isla.da.a de frijol alma.cena.do en condiciones 

adecua.daaeinadecua.da.~ 

Una de las lormo.s en que la pectina podría dbminuir su solubilidad es la de incrementar su 

interacción n1.olecular con iones calcio .. &to podría ser consecuencia. de que el 

almacenamiento inadecuado de la semilla modilicaro. el índice de metilación de ]o pectina. 

Par.a explorar esta posibilidad lo que se hizo lue determinar el índice de ntetilación de las 

pectinas o.islaclas de semillas almacenadas en condiciones Óptimll.3 e inadecuadas (Ta..bla. 10). 

En general el índice de metilación de las pectinas de cualquiera de los cultivares fue del 

orden del 5% 1.J el almacenamiento inadecuado disminutJÓ ligeramente este índice de 

metilación. 

Tabla. 10. Grado ele mettla.clón de pectina de frijol almacenado en condiclonea adecuadas e 
ina.dec:uada.s. 

CULTIVAR 

FlordeMa.tJO 
BalJO Mecen tral 

2626 
AU - Acído urónico 

FRIJOLAIMACENADO 
ADECUADAMENTE 

AU %METANOL GM 
903.90 0.686 5.2 
806.00 0.684 5.2 
817.40 0.650 4.7 

GM = Grado de n"J.etoxílo.ción 

FRIJOLAIMACENADO 
INADECUADAMENTE 

AU. %METANOL GM 
83650 0..540 3.9 
774.44 0.500 3.8 
859.77 0..515 3..5 

Da.do que la enzima. pecUnmetílestera.sa. estaba activa en la. semilla. !r~sca. se exploró lo. 

posibilícla.d de que el grado de metoxila.clón (GM) de la. pectina estuviese suhestinu1da. 

debido a. que la enzima estuviera actuando d~ro..nte el proceso de o.islan"J.iento de la pectina.. 

Para inhibir la actividad de la enzima se utilizó un detergente. como el SOS. Cuando lo 

octivicla.d de la enzima se extrajo de residuos celulares lavados prevía.mente con SDS. se 
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encontró que lo. o.cUviclad de la enzima. cltsmhiul.JÓ tres veces respecto o. la determinada en 

extra.etas de residuos celulares que solo lueron lavados con agua .El grado ele metox.ilacón de 

la pectina aislada ele tejido con ha.Ja actividad de pectinmetdesterasa fue mo:gor al obtenido 

coa alta actividad de la enzima (Tabla 11). 

Tabl .. lL Electo de ¡,. inl.lhiclóa de la actividad de pectlametllestera ... ea el grado de 
metoxilacón de la pectina.. 

TRATAMIENfO 
DE LORRESIDUOSCELULARES 

ACTIVIDAD 
nmolAG/miaºmg 

roteína 

2.32 
7.98 

!>.!'> Üptim.lz.ación del pH de pectlnmetile•teraaa. 

%Metano! 

1.80 
0.586 

GM 

14 
5 

Para que durante el a.lmacenamiento ina~ecuado la pectina mocldique su grado de 

metioxila.cón se requiere la presencia de la enzima pectinmetilesterdSd 1J estar o.ctiva o ser 

activada por efecto del almacenamiento inadecuado. Para evo.luar si alsoslmilar suceclia en 

el sisten:10. aquí estudiado se determinó la actividad de pectinmeUlestera.sa en frijol 

almacenado en ambas condiciones, determinando previamente el pH Óptimo para 

cu.antilico.r dicha actividad. 

Con el propósito de delinlr el pli óptimo de la actividad de la enzima pectinmetilesterasa de 

frijol, la o.ctividad de la enzima se determinó a pH ... s. La enzima se ex.trajó del cotiledón del 

frijol con o.gua. 1J el ensatJO de la. actividad se realizó en agua. o.justa.da a.diferentes pH 's. Los 

resulta.dos se muestran en lo. (Figuro 8). 
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ro 

0 
-----· ~· 

30 ~-=a~o----=a~s,_----=~~0----7~.=s----a~o=--~ 

pH 

. . 
Fisura.. a ACt1yÍcl~d·cl~_ P~~:Ún~;td~steraso. a-dderen tes pH .. s. 

La o.ctivtd~d de la enzima lue consta.nte en el rango de pH G.O A G.5. La actividad de la 

enzin1a. que se- detectó en este rango de pH lue de solo el 50% de su o.ctlvidad máximo. 

detectada. El pH óptimo para. esta enzima. lue de 75 donde alcanzó la mo.1.Jor actividad. A 

pl; ~ s más alcalinos clisminulJO la actividad de la enz.ima. 

5.6 Efecto del a.lma.cena.mfento Inadecuado sohre la. activicla.d de peCtlnm.etileateraaa.. 

El remojo de la semilla produjo electos diferentes en la actividad de pectinmetdestera.so. 

dependiendo de si la semilla. lue almacena"cla en condiciones adecua.das o inadecuadas 

(Tablal2). 
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En el ca.so ele los cultiva.res Flor ele MolJO 1.J Bat.JO mecentral. el remojo no mocldicó la 

actividad. de. pectinmeUlesterasa en semillas almacenadas en condiciones adecuo.das. Sin 

emba.rgo en: semill~ ~m.5.~naclas en condiciones inadecuadas. el reritojo cllsmlnulJÓ la 

actividad. ele ~Unmetllestera.sa respecto a la :semilla almacenado. en estG.S mismas 

condiciones pero sin remojar. En el caso clel cultivar 2626 el remojo de la semilla 

almacenada en condiciones adecuoda.s o inadecuadas increritentó .la actividad de la 

pectinmetdesterasa respecto a. su contro.pa.rte seca (T o.hla 12). 

Tahla 12. Electo del almacena.miento 9 remojo aohre la actividad de pectlnmetlleatera.sa 

ALMACENAMIENTO 
CULTIVAR 
flordema\jO 

B.a1Jo mecentral 

2626 

ACTIVIDAD DE PME 
urnol AG mln-1 me.-1 proteína 

ADECUADO INADECUADO 
SECO REMOJADO SECO RE.MOJADO 
8±1.31 8±2.69 12±0.61 4±0.74 
2±0.41 2±0.4 10±1.06 7±1.5 
17±0.40 27±3.12 1±0.22 2 ±0.17 

TESIS CON r 
FALI./'· f.'E _0"JGEN i 
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6 DXSCUSXÓN 

La determinación del grado ele metoxilación de la pectina requiere de una técnica. que 

permita aislar principalmente la reglón de homoealacturonano. asi como de uno. buena 

técnica de separación 1J detección de metanol. Amhos cometiclmi son dtJicdes de olccun.ar 

porque la mayoría de los protocolos para aislar la pectina extr~en una mezcla heterogénea 

de ambos dominios de la pectlnc;l.., Además, el metano! es un alcohol de bajo peso molecular l.J 

por to..nto volátil. Es por esto que este trabajo requirió de la optimiU1.cfÓn de la metodología 

para. extraer homogalacturonano 1.J la hidrólisis \j c:uantilicaclón del meta.no! presente como 

éster rnetilíco en los residuos de ácido uronlco de la pectina.. 

En el dominio ele homogo.lacturonano se disthiguen dos reglones: La. iÓnica 1.J la metdada.. En 

la primera.el gn.ipo carhoxilo del residuo ele urónic:o interacciona' con c-eJ,cJo, para formar las 

estruc:tui:-as ll~ma~~ ~ .. c:~J~- c:l~ ~ .hu~vc:'. (Johanssou et al 2002). lJ en la segunda el Srupo 

carboxil(>:S,;-:~~:~~~~~~~~-~:·~~t~ri.Íi'.c~do··::~.-:un· metanol. -Es }>or esto que la i~ÍeraccJÓ~ 
,; ·- ·'·, . . .... ·. - .. 

intramol~í~':d~·~--~~:;1-~~~~~·~~o~~~ ~n l~--laniE!l~ inedia se estdblece a travé~·d;·enÍoces 
lÓnicos 'J ~~lt1c~s Jf li;t;~Í~~- P:; lo que su solub1liz'.•1clón requiere de UD ~el<lDte de c"1cl~ 

···, .· ·: · .. -'·.:· . . 

como COTA. Por o~~O l~d~ la estahil1dod del homogalacturona.noes menor a un pJi-~calf':"o 

que a UD pH ácido (Alhershehn eta/, 1996, ~·Nedl etal, 1994). La mt1qoreÍlclenclt1 del 

COTA a pH 6.0, respecto a la extracción con el mismo solve_nte µero a µH 8.0, en la 

extracción del homogalacturonano (Tabla 4) poclría deberse a que en el primer Cd!SO la 

región del hoinogalacturonano Íue más estable. Otra exphcación podría ser que el pH 

lt.geramente ácido Íacilita la escisión de la molécula ele pectina justo en el umbral donde la 
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6 DJ:SCUSJ:ÓN 

reglón de homogalacturonano 'J el ramnogo.lacturonano se unen tJ el pH 8.0 hidrohza en la 

región del ramnogalacturonano. t.Ja que en primer CGSO la 

ohundaucia.de azúcares neutros J'ue menor que en el segundo ca.so. 

La otra metodología que se opUnlizó lue la h.idróhsb de }03 grupos esteres de la región 

metilo.da del homoealacturonano. De los métoclos utihuidos. la hidrólisis química lue mejor 

que la enzimótica (Tabla 9). Esto puede deberse a que la estructura de la pectina a la 

concentr.ación utilizada dilicultó la accesibilidad de los grupos éster a la o:cción de la enzima 

o a que la enzima utilizada no lue electiva en esta pectina. Se ha demostrado que la 

pectinmetdesterasa de citrkos. enzima utilf.zada en este ce.so. no es electiva en pectina 

extraída de hongos (R..hel etal,2003). La. eliclencla de hidrólisis con l~ dos bases utilizadas 

en el tratarnie'~t~ ~í~Ícc/E~~·~·i·~·¡¡~~-~~-~~e·Ja. r~pera.ción con Í<.OH·i~~ra~·3_3%: malJor 

que con Ñ~bl-i(T.:i,&~~::~~~"~Jj~~-:xiÓhcaclón·para esté resultad¿;'~,J~utó .. las 

::::zz.~~~f j~::1!:~:.:.:~ .. ~.:::.·~?~~:: 
maiz (Howard 1999) i:i .;;pÍcc:;Úló'd,;;';,¡,1charo (Stepheson et ..11994), se ha reporl;d.; qu;,; el 

.. .:~-~f~)};;,~,~~··:~\ri~~;;:*'.~é.( :/>: · . _ ._ -:~; .. __ .·. _ ._:~ -::: 
pl-I Óptimo pa.ra. la. ~é~i~d-:icl dé" PecUnmetdc:sterdS4 es entre 7.0 lJ 8.0. Sin emho.rg~. en est"e 

trahajo se cleterrninó el pH ÓpUnio ele la. pecUnmetdesterasa. de lrijol debido a. que la enzillta 

determinada en este trabajo clebe haberse sintetizado lJ depositado en la pa.recl celular 

durante la loranación de la semilla (Stolle-Smits et al 1999) 1J se ha demostrado que en 

dderentes etapas del desarrollo se expresan dtlerentes lsoenzimas (Galle et al 1997) lJ el p]-I 
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6 orscusróN 

Óptimo de las lsoendmo..s no siempre c.olncide (Bordenave 1996). Encontran1os que el pH 

óptlrno de la PME.del Írljol lue de 7.5 (Fisura B) coincidiendo con lo reportado. 

El principal objetivo de este trabo.jo fue demostrar la posible particJj>aclón de la enzima 

pectlnmetilestera.sa en la disminución de la velocidad de termosolubthzación ele la pectina 

aislada de semilla de frijol almacenado en condiciones inadecuadas. La acción de esta. 

enzima se detectaría como una disminución en el índice de metilación de las pectinas 

aisladas de :Írljol almacenado inadecua.damente respecto de las aisladas de semillAS 

almacenado.s en condiciones óptimas. La dlsmlnuclón en el índice de metilaclón 

incrementaría la poslhthdad de formar estructuras de caja de huevo tJ disminuiría la 

J3-despohmerlzlición de la pectina. que se realiza espontá.neamentE! cuando la pectina 

metdad~ se -hidrata (Kon 1968). En ambos ca.so:s, la disminución del índice de me~ilac~i>n de 

la pectfn~ se reflejO~ría·en una dlstttinución de la velocidad de tenn03olubll1:tació~ 'd~ la 

pectina 1:J _ ,ij~-~~~i){i~n: un aumento en el tiempo ele cocción del lrij~· almli~~ado 
_;:_ ·_::;.~ 

inodecuacÍ~~~~-t~-~~;~,; aidel Írljol almacenado ~u condiciones ópUma.9. 
, .. ::~t-u;,:;:;;:._·:-1;{:·º,, · · -· " • 

El arado de ~.;u1;;:C::1ó;;del~~tlna de Írijol no pudo ser establecido con precisión 'lª que en 

las condicio~es ~~;'~¿;;~~;:~l~rnero se aíslo'. la pectlnmetllesterasa se encontraba activa. 

lnduso el trat~~J'~i'if-~f:CI~.:i~-~-hartna con SOS, un detergente que Inactiva enzimas, solo 
... -~· :,i;?~~T'{~~:,_·.':~;.:~i~ --~·:-~ . . 

lnactivó el 70% ~e_l~ Acti~dad enzimática. (Tabla 11). En cualquiera de estas condiciones la 

pectina de lrtja'{J:~-~\i'~.· kjo grado de meUlación tJ el almacenamiento Inadecuado de la 

semilla lo chsmlnutJ~ Úgeramente, casi un 30% (Tabla 101J 11). &ta disminución del grado de 

metilación podría deberse a la acción in muro de la pectinrnetilesterasa presente en lo. 
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pared. celular (T ahla 10). Se ha demostrado que la actividad ele agua. en que se alma.cenaron 

los lrijoles (Aw= 0.75) es sulicienle para que l~s hidrolascs se activen (Melca'.! 1981). 

Con excepción de 2626 la actividad de P1'4E se incrementó por ~Jecto del almacenamiento 
.·· - -, .. 

inadecuado d.e la:. se . .Udla. (Tabla 12), esto podría ser el resultado de la lnoctivación ele un 
.. ::· >' ·; .. -·~ :- ." 

posible 1nh1h'1clor'cle' esta. enzhnc. presente en la pared celular, o bien.ª la disminución en 

solubill~a~--d~··1~-~~~~eínas. Existe videncia que o.pogO a~¡;~~~~~~¡~-(Íio~g-Wei, Zhou 
:: ~- · · ,; _ · ~ · .... -: .. ;:·:.~,:-~::'.-~):<~;r~i~;~:y;~::'.-~lYr:-::,.::~·_:-:::· 

et o.l 2000). Es de llamar la atención el hecho de que cOn '~~Q;µcl6~,.~de··-FI~r_de Maqo se 

' - . ' ,- .; ,- '_ : .. '-;,~(~~~'.:0~(ef;~\;~~ji~_g-:·.~~ '·~.~ ~-. -
extrajo más· pectina .de lrijol almacenado. lnadecuado.mellt"'.quecle .frijol en óptimo 

almacen~ml~nto (Tabla 4). Aunque l~ ~m~f.:~i~:,~~t,!~~};i~~Á~~;t;~a para cada 

tratamiento fue dderenle. La cantidad de <lzÚco~re~ n¡;~tr°":·~;,·;.;~ i.hu;;dante en la pectina 

:~~:.~·:.;;¡t~f~~7llt~~f~r~=:::: 
de dominios_ ·d~ ;a~nci8aI~ci~';C,~O.~C: ·a-~~~d~''.'a'· I~- d.~; h'.;:,inoS.alacturonano. Como antes se 

· · ·>. ~~{.~~·i·I~~F~,;~~~€~iB:~;1t:::t·~~~~~'.~-;~~~m)\~lt?~t}~1·i.~}·::.::}.:J?>:\::::c:_::._ . 
mencionó en. la-~U~4 .. Se_l_~i~4n.~d:~"~~~i~-~~~ uD_id~_.:l:n~l.J prohahlemente por enlace 

covalen.te. '~i~ic~~~~Í~~d~{e~~~·¡l:~.¡~~:~~~~;~~¿¡ ~~3):-~ -homogalacturonClllo 1.J el 
~ . - . . . " ,_·. -... -·<·~_:;ft;~-~~~}t'.:;-~:·;, ';_~_:_.·_. 

ramnogalacturonCl.Do 1 Blen.poclrí:a:~ser qUe·~-~~t.l~ijOl:prOveniente de un almaceno.nllento 

óptimo. el COTA .lavoreC:1e:ra la-~xt-r~-~~6~~~?~~~~~1'~~t~rOnaDo. porque en el horde entre 
:.: - '. ·._' :·_ '. ~---: :.-.. ;~~-~ .. t~\~0;:;]~:~;f~!t~-~:~/-:-:::< ·:_ .·.-.- . . : . . . 

los dos dominios~ se· puede r~ali~ar ~Un'~ Jl7d.;;~ohrDe'r'1zltC1ón. controlada qÜe perlnttfría lo. 
~ ·; ··','.~:.,:_::,,Ar:\~~-"·.'·' ... " 

solubilización del homogalacluron'~o:·• J?~.{~:,;t.f.".el; ~macenamlento se pierden· grupos 

meUlo.1.J µor ta.nt~_la J3~espolim~riz~~f6.;a -~~-~~; est:ablece o se re.alba a menor'~IOc1_do.d._por 

lo que el COTA arrastra juntos a los clos dominios de la ca.den.a de pectina. Ta.mbl~n p~ría 
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6 OXSCUSXÓN 

ser que el frijol almacenado en condiciones ópthna3. dura.nte la extracción l.as ghcosidasas 

presentes en la pared celular (Vennigerhol~ et al 1987) estén o.ctuando e h1drolhen las 

cacleno..s latera.les de azúcares de Íonna tal que no son extraídas durante el proceso de 

extracción de la pectina.. En ca.mbio en frijol almacenado Inadecuadamente. donde las 

ahcosidas.,. se hon lnactlvado (Mart!ne• 2003 'J Pacheco 2003), el COTA orrastr<> <>mbos 
dorninlos. En cualquiera de las propuestas anteriores, la abundancia. de pectindS de alto peso 

molecular debería ser magor en la pectina. aislo.da ele Jrijol o.lm.acenaclo.inadecuadamente 

que de Írljol almacenado óptimamente. en electo se ha demostrado que este es el caso 

(Ménde• 2003). 

Otra. evidencia que apolJO. la propue:sta de que el .almacenamiento inadecuado m.ocldtca la 

senslh1hdacl de la pectin~ ª. de~~ollmeriz.arse, lo constltu'.)e el 1!-~0.ele qUe la. hidrólisis ele lo. 

pectina aislo.da ~e /_ÍriJ~~~·'..~~(mo.~~-o.cl~ , en. · Cf:?Delicioi:i"es : -'·ín~eleCu.o.dos : . -~lo" -se_ realizó 

electivoment~.~ff t:ti:~!Jlfifrtid~'-i~~~:~~~~~~~~~~;,~~~~~~.;:1}·~~;;.~e~i:de 
frijol ..lmacenod;, en con .. ·. p•thn .... :se'.hid~".li~ó_en 1 medlo ó~ido " tem~roturo 
omh1ente por tó.• :.iff ~~J'.'t~;;;;>t;~tt,il~~~~~~~s~~~t~··~.~~·.t~~¡i:~~ aen;rc~os 
evielencia. apara apolJar la. ~ro.,>uesta''cle uD dU.meD~o et1.· las ·estructuras ele ceaja ele huevo 

como consecuencio. de la disminución en grado de meÚla~iÓn de las pectinas. 

Lo 4.Dterior sugiere que la disminución de la velocidad de terinos~luhilizaclón ele las 

pectinas aisladas de lrijol almacenado en condiciones inadecuadas se debe o. que durante el 

almo.cena.miento se pierden los mecanismos que permiten la des:polimerización ele la pectina. 
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&tos meca.nlsm.os podrían ser el grado de metdación de la región del homogo.lacturonano 1.J 

las ghcosida.sas. 

TESIS CON 
, FALLA DK .C.PJGEN 
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. 7 CONCLUSXONES 

•!• La actividad de PectinmetJlestera.sa está presente en los cultivares enso.qados. 

•!• La cantidad ele pectina. extraída de los cultivares almacenados en concliciones 

fnaclecuo.da.s iue mayor que la ele los cultivares almacenados en condiciones óptimo.:11. 

•!• La. composición química de la pectina se modificó durante el almacenamiento 

:i .. : :. :. ,, :·.·: .. ~f{·i·ú;:J:; .. :\;~!:·:.·:{;-0,;:-..;·1;,;.:~'.<Ié:.'.;::.~1. ::.º.:::-. ..... : :~ ~; ~- .: 
•!• El grado de metdación de las peéú~ds~ O.tsllldds·~·:cl~ ·._.,"lrijoles :,:,AlmC..cenadas 

:· ?~:!··:,,:::~·'.:\:.;~~~~~;;~~~.L~ 1f::t.~:~;~~/3.~1-::.:::~:;)·;,:~:Y ··;,;:;;·:}.'.:. :·:' :·:, . :-· . 
inadecuadamente iue menor que el que pl-eselltcl.ron las pecfinas aisladas ele semillas 

inaclecuoclo. 

-.~1- ·~·-· <~t"·'.~:::ú(>: .-,·,-:·-: <:5;¡c" _,,,;_;,:,:,> :-··. '• - ' 

almacenad.as en condiciones aclec:i~~d~~(;,;.;;,\~\:~·~:);'~;::.~.:·~'.· ·:, ·.~.- :~}i~.:~~~\: .::f>."'.: -·"·'' ~-:·,~~-·--· 

•!• En coudlcloues de almocenomlento 1;;¿~.:J~.i:·11~~:;:;~~d 1:~~1:~~;1!,~~í.;rosa 
·:~ .. ;:.::. ' .. -~,. -

aumento en lOs ~u~~es Fl~·~"cle\~;ii¡~·~~-.B~t~·~~~l~~~.e~~;~-h~d~ }~ ~~·¡r~o en 
.... · ·- .. . '- ·-.--.;:;·:-· _.,.,_. - - - -- ' - . . . . . - -;~- - . 

elcultlvar2626 .. 

•!• La activiclad·-d~:Í>Jl..iE se increme'.n.¡ó·.)>or el~to del remojo en el cultivar 2626. En 
. . --··, .".'-: :_ ·, ·,,_:· .. ,-- ·_ ... .--- ·. 

contraste en l~';cúlt~~~~~FJ~~cÍ~: mal.JO 1.J :BolJ·~ mecentral clisminutJÓ. 
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