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RESUMEN

RESUMEN

El frijol es un cultivo tradicional en México, sembrado en todas las regiones agricolas
del pais. Actualmente se busca desarrollar variedades mejoradas con adaptaciones
especificas como resistencia a enfermedades, ciclo biolégico corto y grano de calidad
comercial y culinaria. Entre estas dos ultimas lineas de investigacién se considera el
tiempo de coccion ya que en buena parte determina la preferencia del consumidor. Para
producir variedades de frijol con bajos tiempos de coccién es necesario conocer los
genes que lo determinan. Se ha encontrado que sometiendo a los frijoles a un proceso
de remojo previo a la coccion estos se suavizan mas rapidamente acortando asi el
tiempo que tardan en cocinarse. A la fecha no se conoce el mecanismo por medio del
cual el remojo produce este efecto. Estudios previos indican que las caracteristicas de
textura de alimentos vegetales dependen de los componentes de la pared celular, como
la celulosa, y/o del almidén. En este trabajo se hipotetizd, que el mecanismo por el que
el remojo de la semilla de frijol disminuye el TCsy es de tipo enzimatico; a través de
modificar al almidén y a la celulosa por lo que la a-amilasa y la endo-glucanasa deberan
estar presentes y activas durante este proceso. Para probar lo anterior, se cuantifico la
actividad de las glucanasas antes mencionadas. Los resultados indican que durante el
remojo del frijol se incrementd la actividad de a-amilasa, y la de celulasa. También se
demostrd que la celulosa aislada de cotiledones remojados fue mejor sustrato para una
celulasa de Aspergillus niger. Ademas, por microscopia electronica de barrido se
demostré que el remojo de la semilla resulté en la pérdida de la estructura de los
cuerpos proteicos, aunque la estructura de los granulos de almidon se mantuvo.

Lo anterior sugiere que el remojo de la semilla de frijol, incrementa la actividad de la
celulasa y la de a-amilasa. Aparentemente, los cambios en la estructura de la celulosa
inducidos por el remojo, no se debieron a la accion de endo-glucanasa, sobre el
xiloglucano, ya que la celulosa aislada de la semilla no contenia xiloglucano. Por lo que
los resultados se interpretaron en el sentido de que durante el remojo de la semilla de
frijol, la celulosa es modificada por la celulasa enddgena, permitiendo que la pared
celular sea mas laxa y por tanto requiera menos energia para el ablandamiento de la

semilla durante la coccion.
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INTRODUCCION

El frijol es un cultivo tradicional en México, el cual se siembra en todas las regiones
agricolas del pais (Acosta & Pérez, 2003); ademas de ser uno de los principales
alimentos en América Latina. En México se consume por todos los estratos sociales,
ello se debe a su costo relativamente bajo y a su gran aceptabilidad. Este alimento es
una buena fuente de carbohidratos, proteinas, minerales y vitaminas (citado en Bernal,
2004). No obstante todas estas ventajas, su aprovechamiento es limitado, pues
contiene factores toéxicos y antinutricionales. Ademas de tiempos prolongados de
coccion (Blancas, 2001).

En el INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias)
se han desarrollado variedades con adaptaciones especificas, como son: resistencia a
enfermedades, ciclo biolégico corto, y grano de calidad comercial y culinaria. Entre las
principales lineas de investigacion destacan estudios sobre la calidad culinaria e
industrial (Acosta & Pérez, 2003). La calidad culinaria de la semilla de frijol se basa en
atributos deseables para el consumo humano, relacionadas con el proceso de
preparacion como son: a) rapida hidratacion, b) tiempo reducido de coccion, c¢) caldo de
coccion espeso, d) factores antinutricionales reducidos, e€) componentes de alta
digestibilidad, f) buen gusto, entre otros. De éstos, el tiempo de coccion es uno de los
mas importantes (Garcia, 1994).

El procesamiento de leguminosas adecuado para el consumo humano invariablemente
involucra alguna rehidratacion (remojo) y la aplicacion de calor (tratamiento térmico)
(Matthews, 1989). Durante el remojo ocurren cambios fisicoquimicos como la
hidratacion de la semilla (Blancas, 2001), hidratacién y aumento de volumen de los
granulos de almidéon (Garcia, 1994), asi como también se inicia el proceso de
germinaciéon de la semilla durante el cual se activa la maquinaria enzimatica (Besnier,
1989). Durante la coccion ocurren cambios estructurales y fisicoquimicos como la
gelatinizacion del almiddén, la desnaturalizacion de las proteinas y la relajacion de la
pared celular (Blancas, 2001). Estos cambios fisicoquimicos inducidos por el calor se
reflejan en la suavizacion de la semilla (Bernal, 2004). El tiempo en el que la semilla se

ablanda, adquiere sabor y textura agradable se conoce como tiempo de coccidn
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(Garcia, 1994). Todo lo anterior sugiere que cualquier factor que modifique la facilidad

de éstas biomoléculas para realizar su transicion térmica afecta en forma importante el
proceso de coccion (Blancas, 2001).

Estudios anteriores indican que las caracteristicas de textura en alimentos vegetales
dependen de las caracteristicas y componentes de la pared celular, la lamela media y la
abundancia de ciertos componentes especificos, como el almidon (Stolle-Smits, 1998).
La celulosa es un componente estructural de la pared celular; cuya estructura consiste
de cadenas lineales de unidades de [(-D-glucosa, unidas con enlaces  1—4, cuyas
cadenas estan asociadas en microfibrillas. La pared celular también tiene un gran
numero de proteinas cataliticas entre las que se encuentran la endoglucanasa (Garcia
& Pefia, 1995), y la celulasa, las cuales atacan el enlace glucosidico de los glucanos y
de la celulosa (Cosgrove, 1999). Por otro lado el almidon es una mezcla de glucanos
que se deposita en el citoplasma en forma de granulos insolubles constituidos por a-
amilosa y amilopectina (Voet &Voet, 2000); siendo uno de los mayores componentes
del frijol, cerca del 50 % (citado en Carmona et al., 2007). En el citoplasma también se
encuentra la a-amilasa que hidroliza los enlaces glucosidicos o 1—>4 del almidén
(Besnier, 1989).

El remojo de la semilla previo a la coccidn disminuye los tiempos de coccion sugiriendo
que el remojo puede provocar cambios micro estructurales de origen enzimatico tanto
en la celulosa como en el almidén que faciliten la suavizacion de la semilla durante el
tratamiento térmico. Para evaluar la actividad in vitro de celulasa y a-amilasa se
utilizaron sustratos especificos para cada enzima y como fuente de las enzimas,
extractos de frijol seco y remojado, tanto del citoplasma como de la pared celular; de
igual modo se tomaron imagenes con microscopio electrénico de barrido de cortes de
cotileddn con el fin de detectar diferencias en la microestructura. Para demostrar que
durante el remojo la celulosa era modificada, ésta se utiliz6 como sustrato de una

celulasa de aspergillus.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Importancia del frijol en México

El frijol es una planta originaria de Mesoamérica, la cual se viene cultivando desde hace
alrededor de 8 mil afos, desarrollandose durante ese tiempo una diversidad de tipos y
calidades de frijoles (SAGARPA, 2003). Se tienen 180 especies del género Phaseolus
de los cuales aproximadamente 126 provienen del continente Americano, 54 del Sur de
Asia y Oriente de Africa, 2 de Australia y tan solo 1 de Europa. En México se han
identificado mas de 67 especies del género Phaseolus, de las cuales solo se han
domesticado cuatro Phaseolus vulgaris, P. coccineus, P. lunatus y P. acutifolius, las
cuales se cultivan con el proposito de usarse en la alimentacion humana (SAGARPA &
inCARural, 2002).

Por su gran importancia econémica y social, el frijol es un producto estratégico dentro
del desarrollo rural en México, ya que representa el tercer lugar en cuanto a superficie
sembrada nacional, 1786760 hectareas (SIAP, 2006) con una produccion de 1346745
toneladas (SIAP, 2006); representa ademas la segunda actividad agricola mas
importante en el pais por el numero de productores dedicados al cultivo (SAGARPA &
inCARural, 2002).

El frijol representa en la dieta del pueblo mexicano una fuente importante de proteinas
(20-25% del peso seco), carbohidratos (50-60% del peso seco), vitaminas (del complejo
B) y minerales (Ca, Fe, Cu, Zn, P, Mg, etc.); los carbohidratos constituyen la fraccion
principal en las leguminosas. Los polisacaridos mas importantes de las leguminosas
son el almiddn, los polisacaridos de la pared celular (fibra dietética) y los oligosacaridos,
que se encuentran en cantidades pequefas aunque significativas. Sus proteinas
presentan un alto contenido de lisina (citado en Blancas, 2001; Garcia, 1994; Vargas et
al., 2006), pero son pobres en los aminoacidos sulfurados metionina y cistina (citado en
Muller y Tobin, 1990). Es un alimento fundamental en la dieta de la poblacién mexicana,
siendo un alimento que no puede sustituirse con el consumo de algun otro.
Adicionalmente, la importancia ancestral de su cultivo en el campo mexicano radica

también en que forma parte de la cultura gastrondmica de México, de ahi la amplia
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aceptacion del producto en la cocina mexicana, por lo que posee una gran demanda a
nivel nacional. Actualmente esta leguminosa se enfrenta a modificaciones importantes
ante una sociedad cambiante; asi como el paso de una economia cerrada a una
economia global, todo lo cual esta ejerciendo presiones en diversas etapas de la

cadena de produccién, comercializacion, transformacion y consumo (SIAP, 2008).

1.2 Caracteristicas del frijol (Phaseolus Vulgaris)

El frijol es una planta herbacea anual que se desarrolla en climas templados. Tiene una
raiz tipica con nédulos bacterianos del género Rhizobium, fijadores del nitrogeno
atmosférico. El tallo varia de corto y robusto a rastrero y esbelto. Las flores con forma
amariposada y normalmente hermafrodita, son de color rojo, blanco, lila, etc. y estan
agrupadas en racimos (Garcia, 1994). El frijol llamado también judia, alubia, habichuela,
poroto, etc. es el fruto de la planta, contenido en una vaina o legumbre (ejote) colgante,
recta o arqueada comprimida, que se abre en dos valvas, para dar lugar a las semillas
que son de forma variable, generalmente reniforme, mas o menos comprimidas y
algunas veces redondeadas o esféricas y cilindricas. Se distinguen numerosas
variedades de frijol como amarillo, blanco, negro, etc., entre los cuales se forman
incontables hibridos (citado en Blancas, 2001). La composicion aproximada de la
semilla seca es de 9-12 % de humedad, 19-24% de proteina, 1.2-1.5% de lipidos, 62-
65% de carbohidratos totales y 3.3-4% de cenizas (citado en Matthews, 1989).

1.2.1 Estructura fisica de la semilla

La semilla madura de Phaseolus Vulgaris consta del embrion y la cubierta de la semilla
o testa. En la Figura 1 se muestra la anatomia basica de la semilla de frijol. En la testa
se localiza el hilio, que es una cicatriz ovalada que aparece en el lugar donde la semilla
estaba unida al funiculo. A un lado del hilio se localiza una abertura; el micropilo y al
otro lado se localiza un borde llamado rafe. EI embrién consiste de un eje embrionario

con dos cotiledones. El eje embrionario esta compuesto por el hipocotilo al cual estan
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unidos los cotiledones, la radicula y la plumula (el apice del borde con las primeras
hojas). Los cotiledones son abultados y constituyen el 90% de la masa de la semilla
(Quezada, 2005). En estas estructuras se realizan los cambios quimicos y estructurales

inducidos por el tratamiento térmico (Bernal, 2004).

Testa

-
Cotiledones « :)

Plumula

Phaseolus vlgaris

Eje embrionario

Figura 1. Anatomia de la semilla de frijol

1.2.2 Estructura de células de cotiledén

En la Figura 2 se muestra que las células del cotileddn son elipticas y estan
empaquetadas muy unidas entre si. Por la desecacion que sufre la semilla al madurar,
los organelos se reducen y en el citoplasma de las células solamente se observan
granulos de almidén elipticos diseminados entre los cuerpos proteicos amorfos. Los
cuerpos proteicos poseen inclusiones cristalinas o globoides, las cuales son ricas en
acido fitico. Las proteinas de reserva también se encuentran localizadas en el interior
de estos organelos. Los granulos de almidon son oblongos o esféricos con dimensiones
de 20 a 35 ym de diametro. El nucleo de estas células es una masa viscosa, amorfa,
con el material de DNA rodeado por la envoltura nuclear. Cada pared celular esta bien
definida y en la uniéon de tres células se encuentra un espacio intercelular. Estos
espacios se forman durante el desarrollo y permite el flujo de gases a través del tejido.
Las esquinas de los espacios intercelulares son la unién de dos lamelas medias, las
cuales estan constituidas principalmente por pectina y polimeros de acido galacturonico
(Bernal, 2004; Quezada, 2005).
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Figura 2. Células de cotiledén de frijol
Fuente: Marconi et al., 2000

1.3 Textura de la semilla

La textura es uno de los mas importantes atributos de calidad de las semillas
leguminosas, porque ésta afecta la palatabilidad y consecuentemente la aceptabilidad
del consumidor (Shiga et al., 2003). Textura es definida como: “todas las caracteristicas
fisicas percibidas por el sentido del tacto, eso esta relacionado a la deformacion
después de aplicar una fuerza”. La textura es una caracteristica dada a nivel de los
organos de la planta, que es dependiente de diversas fracciones del tejido de la planta,
células y basicamente de estructuras e interacciones inter moléculas y iones. A nivel
celular, la textura es una manifestacion de la facilidad con que las células pueden
fracturarse y la facilidad con que ellas puedan separarse. Entonces la textura de los
alimentos vegetales esta determinada por (1) la abundancia de componentes
especificos como el almidon, (2) las caracteristicas de la pared celular y la lamela media
y (3) el efecto del procesamiento sobre estas caracteristicas (Stolle-Smits, 1998). La
textura del frijol y de los alimentos en general, es resultado de su microestructura, la
cual depende de las fuerzas fisicas existentes entre los componentes quimicos
celulares (Blancas, 2001). Uno de los aspectos mas altamente apreciados de los frijoles

en la gastronomia es ésta textura (Pujola et al., 2007).
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1.4 Almidoén

Experimentos previos indican que una de las moléculas mas importantes relacionadas
con la textura de frijoles es el almidéon (amilosa, amilopectina), considerando su
importancia cuantitativa en la semilla y sus propiedades en otros alimentos (Pujola et
al., 2007).

El almidon es la sustancia de reserva alimenticia predominante en las plantas. Se
diferencia de todos los demas carbohidratos en que en la naturaleza se presenta como
complejas particulas discretas (granulos). Los granulos de almidén estan compuestos
de una mezcla de dos polimeros: un polisacarido esencialmente lineal denominado
amilosa (Fig. 3a) y otro muy ramificado llamado amilopectina (Fig. 3b) ordenados en
forma radial, las moléculas de amilosa se disponen entre las de amilopectina. La mayor
parte de la amilosa es una cadena lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces
o(1—4). El acoplamiento de las moléculas le da una conformacion de hélice. La
mayoria de los almidones contienen alrededor del 25 % de amilosa. Por otro lado la
amilopectina es una molécula muy grande y altamente ramificada; consiste en una
cadena de glucosas unidas por enlaces o (1—4) que tiene el unico extremo reductor,
denominada cadena-C, la cual tiene numerosas ramas llamadas cadena-$ unidas con
enlaces a(1—6) (Fennema, 2000; Voet & Voet, 2000).

3a) Amilosa 3b) Amilopectina r_— §
b
§ 5
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CENEH CEOE "'-'/
r £
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Los granulos de almidon no dafiados son insolubles en agua fria, pero pueden embeber
agua de manera reversible; es decir, pueden hincharse ligeramente con el agua y volver
luego al tamafo original al secarse. En las condiciones normales de procesado de
alimentos (calor y humedad), los granulos de almidén se hinchan rapidamente, las
moléculas de agua penetran entre las cadenas, rompen los enlaces entre las misma y
establecen capas de hidratacion alrededor de las moléculas asi separadas; esto
plastifica las cadenas, de manera que se separan totalmente y se solvatan (Fennema,
2000).

De acuerdo con su funcién fisioldgica, el almidén provee energia cuando se necesita
por ejemplo durante la germinacion de las semillas. Este es hidrolizado por enzimas
(amilasas) que proporcionan azucares, sobre todo maltosa, que es mas soluble y puede

ser metabolizada (Walstra, 2003).

1.5 La pared celular

La pared celular es un componente estructural tipico de las células vegetales, que
proporciona una matriz extracelular capaz de controlar los procesos de crecimiento y
desarrollo. La pared celular tiene funciones variadas y complejas. Mantiene la forma de
la célula madura, brinda soporte mecanico a la planta y proteccién contra patégenos
potenciales. También define las interrelaciones celulares y forma un espacio continuo
dentro de la planta. Ejerce un amplio control sobre diferentes parametros quimicos que
afecta el comportamiento celular. Tiene un marcado efecto en funciones de absorcion.

Es delgada, hidratada, plastica y extensible para permitir el crecimiento (Flores, 1999).

1.5.1 Componentes de la pared celular

Numerosas revisiones han descrito a la pared celular vegetal como una estructura
dindmica debido a que la composicién y las interacciones intermoleculares entre sus
componentes estan en constante cambio como resultado del crecimiento, desarrollo y

variedad de tejidos vegetales (Blancas, 2001; Shiga et al., 2003). Compuesta de
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polisacaridos complejos (celulosa 20-30%, hemicelulosa 25% y pectinas 30%),
pequefas cantidades de compuesto fenolicos 5% (ligninas y acidos hidroxicinamicos) y
proteinas (extensinas y enzimas 5-10%), con enlaces ionicos, covalentes y puentes de
hidrogeno estabilizando estos componentes. Esta estructura polimérica dicta la calidad
textural de los alimentos basados en plantas (Flores, 1999; Shiga et al., 2003). Estos
polimeros constituyentes estan ordenados en tres estructuras independientes, pero
interactuando en dominios. Un dominio, la red fundamental de microfibrillas de celulosa
y xiloglucano, esta embebida en un segundo dominio de una red de polisacaridos
pecticos. El tercer dominio consiste de proteinas estructurales (Stolle-Smits, 1998). La
disposicion e interaccion de los polimeros de la pared celular vegetal, fisicamente y
quimicamente determinan en gran medida las propiedades mecanicas del alimento
(Shiga & Lajolo, 2006)

1.5.1.1 Celulosa

La celulosa (Figura 4), es uno de los mas abundantes polimeros en la naturaleza
consiste de una cadena no ramificada, formada por moléculas de D-glucosa, unidas
entre si por enlaces B glicosidicos (Levy et al., 2002). Las cadenas son lineales muy
largas con 2000 o mas de 25000 residuos de glucosa, se unen entre si mediante
enlaces de hidrégeno formando una estructura denominada microfibrilla (Flores, 1999),

con regiones amorfas y cristalinas.
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Figura 4. Celulosa

El grado de cristalinidad depende del origen de la celulosa (Stolle-Smits, 1998). Esta

estructura muy cohesionada, unida por puentes de hidrégeno, confiere a las fibras de
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celulosa una fuerza excepcional y las hace insolubles en agua a pesar de su
hidrofilicidad. (Voet & Voet, 2000) Las fibras de celulosa forman el componente mas
resistente de la pared celular. La funcion de este polimero es la de formar el esqueleto y
proveer de forma y fuerza a la pared celular (Quezada, 2005). La celulosa puede estar
en un estado relativamente puro o en asociacién con otros compuestos como la
hemicelulosa y las ligninas (Garcia & Pefa, 1995).

Su completa degradacion a glucosa requiere de la accion de al menos tres enzimas
(Figura 5): endo-1,4-B-glucanasa, exo-1,4-B-glucanasa (celobiohidrolasa) y p-

glucosidasa (Levy et al., 2002).
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Figura 5. Mecanismo de hidrélisis enzimatica de la celulosa
Fuente: Nidetzky & Steiner, 1993

1.5.1.2 Polisacaridos no celuldsicos

En este tipo se encuentran los polisacaridos pecticos y las hemicelulosas. Los
polisacaridos pecticos consisten de polisacaridos ricos en acido galacturonico que a
menudo contienen una significante cantidad de ramnosa, arabinosa y galactosa. Se

piensa que pueden estar presentes en todas las parte de la pared celular y
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probablemente formen una entremezcla de la matriz de gel y la red celulosa-
hemicelulosa. Los tres polisacaridos pecticos mayoritarios son: homogalacturonano,
ramnogalacturonano | y ramnogalacturonano |l. Este tipo de polimeros puede ser ligado
covalentemente a la matriz de la pared. Las hemicelulosas son un grupo de azucares
solubles en alcalis, que rompen los puentes de hidrogeno que las ligan fuertemente a
las microfibrillas de celulosa. Las hemicelulosas son: xiloglucanas, xilanas,

glucomananas, mananas y galactomananas (Waldron et al., 2003).

1.5.1.3 Polifenoles

Los compuestos fenolicos estan frecuentemente presentes en la pared celular de las
plantas. Pueden ser divididos en dos grandes grupos; el primer grupo conocido como
lignina y el segundo grupo que consiste de esteres fenolicos relativamente simples
(acido ferulico) que pueden fundirse en la pared celular y afectar la adhesién celular
(Waldron et al., 2003).

1.5.1.4 Proteinas

Estas puede ser clasificadas en dos grupos: enzimas y estructurales. La pared celular
contiene numerosas enzimas capaces de hidrolizar la mayoria de los componentes de
la matriz de la pared (Cosgrove, 1999). Las enzimas tienen un rango de funciones,
incluyendo el movimiento de polimeros, degradacion de pared y remodelacién de pared
asociada con el crecimiento, maduracion y senescencia de la planta (Waldron et al.,
2003). Las enzimas que estan localizadas en la pared celular incluyen peroxidasas,
invertasas, celulasas, fosfatasas acidas, pectinasas, pectin metil esterasas y malato
deshidrogenasas (Brett & Waldron, 1990). La degradacion de los polisacaridos de la
pared celular es dependiente de la accién de numerosas enzimas clasificadas en tres
grupos: exopolisacaridasas, endopolisacaridasas y otras hidrolasas que no pertenecen
a estos dos grupos (Minic & Jouanin, 2006). Un numero de exoglucosidasas han sido
reportadas. Endo-B1,4-glucanasa esta presente, y puede estar comprometida en el

movimiento de la pared celular (Brett & Waldron, 1990).
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1.6 Alfa amilasa

Las amilasas son las enzimas que hidrolizan los almidones. No es sorprendente que
cierta degradacién del almidén se produzca durante la maduracién, el almacenamiento
y el procesado de los alimentos. Dado que el almidon contribuye de una manera
principal a la viscosidad y a la textura de los alimentos su hidrolisis durante el
almacenamiento y el procesado es un asunto importante. Las a-amilasas hidrolizan
enlaces glucosidicos a-1,4 del interior del almidén (tanto de la amilosa como de la
amilopectina). Dado que es una enzima del tipo endo, su accion tiene un gran efecto
sobre la viscosidad de los alimentos que tienen el almidéon como base (Fennema,
2000).

1.7 Endo-(1-4)-B-D-glucanasa

Durante el crecimiento de la planta, el tamafio y morfologia de la células cambia, lo que
ocurre como resultado de la degradacién de los componentes de la pared celular, en lo
cual estan implicadas numerosas enzimas como la celulasa (Minic & Jouanin, 2006).
Las endoglucanasas de plantas se han encontrado en un amplio rango de especies
incluyendo tomate, meldn, frijol, pimienta, durazno y arboles de naranja y aguacate
(Levy et al., 2002).

Las endo-(1—4)B-D-glucanasas (celulasas) rompen los enlaces glicosidicos internos de
la celulosa en forma aleatoria, lo que provoca una rapida disminucién en la longitud de
la cadena de los B-glucanos con incremento lento de los grupos reductores (Cosgrove,
1999; Fennema, 2000).

1.8 Procesamiento de la semilla

Uno de los mayores problemas asociados con el consumo de leguminosas es el

prolongado tiempo de preparacién y coccion (Marconi et al., 2000). Para el consumo
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humano, el frijol puede requerir de un periodo de remojo de 12 a 18 horas y
posteriormente de un tratamiento térmico (Blancas, 2001). Remojo y coccion de frijoles
son procesos separados que pueden o no efectuarse simultdaneamente (Taiwo et al.,
1997).

1.8.1 Proceso de remojo

En varios procesos los frijoles son remojados hasta que ellos son saturados con agua, y
el tiempo de coccién es iniciado para producir ablandamiento (Taiwo et la., 1997).
Estudios anteriores reportan que el tiempo de coccion de frijoles que fueron remojados
en agua por 12 horas fue del 50% del valor original (Carmona et al., 2007). Los cambios
durante el remojo son dependientes de la absorcion de agua, durante el cual, se
produce la hidratacién y aumento de volumen de los granulos de almidon. Con la
imbibicion se inicia el proceso de germinacion en donde incrementa la actividad
enzimatica, lo que produce cambios en la semilla (Garcia, 1994). Datos reportados
indican que durante el remojo en agua de una variedad de frijol, disminuyé el contenido
de celulosa (Rehinan et al., 2004).

1.8.2 Proceso de coccion

Después del remojo, el frijol es sometido a tratamiento térmico. El tiempo en el que la
semilla se ablanda y adquiere sabor y textura agradables se conoce como tiempo de
coccion. Con la ebullicion se efectian cambios estructurales en a) la lamela media,
pues se fractura y solubiliza, facilitando la separacidén de las células del cotiledon y la
pérdida de rigidez del grano y b) el citoplasma, en donde el almidén se gelatiniza
totalmente, en dependencia del tiempo de coccién, y se pierde la integridad de los
cuerpos proteicos (Garcia, 1994; Shiga et al., 2004). La cocciéon efectua un cierto
numero de cambios en las caracteristicas fisicas y composicion quimica de los
alimentos leguminosos (Rehinan et al., 2004). El grado de solubilidad y de
despolimerizacion de los polisacaridos durante el proceso de coccion, determina la
calidad (Shiga & Lajolo, 2006).
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General:

Determinar la participacion de la endo-(1—4)B-D-glucanasa y de la a-amilasa en el

mecanismo mediante el cual el remojo incrementa la calidad de coccion del frijol.

Objetivos Especificos:

a) Determinar el tiempo de coccidén de tres variedades de frijol, utilizando semillas
secas y remojadas,

b) Determinar el efecto del remojo sobre la actividad de la endo-(1—4)B-D-glucanasa y
de la a-amilasa en semillas de frijol.

c) Identificar la composicion de azucares de la fraccion celuldsica provenientes de frijol
seco y remojado.

d) Determinar el efecto del remojo en la susceptibilidad a hidrélisis enzimatica de la
fraccion de celulosa.

e) SeRalar las caracteristicas micro estructurales de células cotiledoneas de frijol seco

y remojado por medio de microscopia electronica de barrido.

Hipotesis:
Si el remojo disminuye el tiempo de coccién del frijol a través de modificar la estructura

del almidon y de la celulosa, entonces la alfa-amilasa y la endo-glucanasa deberan

estar activas durante este proceso.
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3. METODOLOGIA

3.1 Material biologico

Se trabajaron tres cultivares de semillas de frijol, Flor de mayo-M38, Bayo mecentral y
la linea experimental denominada 2626 (generada por Dr. A. Campos en CEVAMEX-
INIFAP). Todas las determinaciones se hicieron por triplicado para cada uno de los
cultivares y para cada una de las condiciones trabajadas. Los tres genotipos fueron
analizados en dos condiciones, secos y remojados, esta ultima condicion se llevé cabo
pesando un gramo de frijol y colocandolo en un matraz erlenmeyer de 25 ml, agregando
5 ml de agua desionizada, el matraz se tapd con papel aluminio y se dejé reposando

toda la noche, aproximadamente 16 h, a temperatura ambiente.

3.2 Determinacion del tiempo de coccién

Para determinar el tiempo de coccién se utilizd el "cocinador Mattson" que consta de
una charola con 25 pozos en donde se colocaron las semillas de frijol, encima de cada
frijol se colocd una varilla de metal con una masa de 200 gramos. El cocinador se
introdujo en una olla con agua hirviendo, se cubrio la olla con una tapa de plastico y se
mantuvo el agua en ebullicion. Se registré el tiempo en que cada una de las varillas
perfor6 cada una de las semillas de frijol. Posteriormente se realizé6 una grafica del
numero de frijoles cocidos contra tiempo y de la grafica se obtuvo el tiempo de coccion
medio (TCsp) definido como los minutos en los que el 50% de las semillas de frijol del
lote se cocieron. Las determinaciones se realizaron por triplicado para cada condicion

(frijol seco y remojado) y para cada cultivar (Martinez, 2003).
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3.3 Preparacion de las semillas para los ensayos enzimaticos

Pasado el tiempo de imbibicion, el agua de remojo fue drenada y la testa del grano y el
eje embrionario fueron retirados con ayuda de pinzas y/o navaja, obteniendo de ésta
manera los cotiledones limpios.

Para el caso de las semillas no remojadas o secas, se peso un gramo de frijol y se retird
directamente la testa de acuerdo a lo descrito previamente, obteniendo asi los

cotiledones limpios

3.3.1 Preparacion de los extractos enziméticos

El procedimiento que se utilizé para la preparaciéon de los extractos enzimaticos fue una
modificacion del propuesto por Suda & Buckeridge et al. (2003).

Los cotiledones aislados del frijol fueron homogenizados en un mortero con 15 ml de un
amortiguador de acetatos 0.05 M (pH 5.5), el homogenizado se mantuvo en agitaciéon
constante por 1 h a 4°C; transcurrido éste tiempo se centrifugd a 6,000 rpm por 15
minutos manteniéndolo a la misma temperatura. Se reservé el sobrenadante para la
posterior deteccion de a-amilasa, almacenandolo a —20 °C hasta su utilizacion

La pastilla obtenida en el paso anterior se resuspendié en 15 ml de un buffer de
acetatos 0.05 M (pH 5.5) conteniendo NaCl 0.4 My 0.02 % de NaNj (azida de sodio).
Esta suspension se mantuvo en agitacién constante por 2 h a 4 °C para posteriormente
centrifugar a 4°C y 6,000 rpm por 15 minutos, el sobrenadante se desechd y la pastilla
fue tratada como se describié con anterioridad. En esta ocasién el sobrenadante fue
colectado. Este extracto fue rico en hidrolasas de pared celular. Se realizaron
experimentos preliminares para detectar las condiciones en que las hidrolasas de pared
celular se obtienen. El extracto conteniendo las hidrolasas de pared celular fue
dializado, en tubos para dialisis (Spectra/Por 6 de 1kD), previamente lavados con EDTA
(acido etilendiamintetraacético) 1 mM, por 24 h a 4°C con agitacion constante en un
amortiguador de acetatos 0.05 M (pH 5.5); el extracto dializado se centrifugd a 6,000
rom por 15 minutos a 4°C colectando el sobrenadante y almacenandolo a —20°C hasta

su utilizacién, para la determinacién de endoglucanasa.
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3.4 Determinacion de proteina

Para la determinacion de proteina se utilizé el método de Lowry et al. (1951).

En un tubo de ensayo se colocaron 200 ul de extracto enzimatico de frijol (del utilizado
para glucanasas) o 10 ul (del utilizado para a-amilasa), 1ml de solucién C (que contiene
Na;COs 2%, NaOH 0.4%, tartrato de potasio 0.16% y SDS 1% que constituyen la
solucion A; y CuSO4e(5H,0) 4% que es la solucién B; mezcladas en una proporcion
(100:1) y agua destilada c.b.p 1.35 ml. La reaccion se incub6 a temperatura ambiente
por 10 minutos. Transcurrido éste tiempo se agregaron 100 ul de reactivo de Folin,
agitando e incubando nuevamente a temperatura ambiente por 30 minutos para
desarrollar color. Se ley6 a una longitud de onda de 660 nm en un espectrofotdmetro.

El valor de absorbancia se interpolé en una curva patron que se realizo con una
solucion estandar de seroalbumina de bovino (SIGMA, A4503) dentro de un intervalo de
0-100 pg/ml, siguiendo la técnica de Lowry para conocer los pug de proteina en la

muestra.

3.5 Ensayo de glucanasas

El ensayo de glucanasas es una adaptacion del método descrito por Suda & Buckeridge
et al. (2003).

En un tubo de ensaye se hizo la mezcla de reaccion conteniendo, 2.5 ml de extracto
enzimatico, CMC (carboximetilcelulosa) de alta viscosidad (SIGMA, C5013) al 2%,
buffer de acetato de sodio 0.05 M (pH 5.5), NaCl 0.1 M y agua destilada c.b.p 10 ml. La
mezcla fue incubada a 35 °C durante 16 horas, transcurrido éste tiempo se detuvo la
reaccion colocando los tubos en agua a ebullicion por 20 minutos, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se determinaron los azucares reductores por el método de
Nelson-Somogyi (1989). ©

0] ) . s o . .
Con el fin de evaluar la cantidad de reductores iniciales presentes en la mezcla de reaccion, ésta se prepar6 por duplicado,
inactivando una de ellas inmediatamente después de la adicion del extracto enzimatico; dicha mezcla también sera considerada
como un control para el ensayo de viscosidad.
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3.5.1 Determinacién de azUcares reductores

La determinacién de los azucares reductores se realizo por el método de Nelson-
Somogyi et al. (1989). La actividad enzimatica de las glucanasas se midid en cada una
de las mezclas de reaccién incubadas en los ensayos de endoglucanasas
anteriormente descritos.

En un tubo de ensaye se colocaron 500 pl de la mezcla de reaccién y 500 pl de reactivo
de cobre mezclado (Na,CO3; 2.5%, tartrato doble de sodio y potasio 2.5%, NaHCO3
2.5% y Na;SO4 20% que constituyen la solucion A; y CuSO4e(5H20) 15% con 0.05%
(v/v) de H»SO4 concentrado que constituyen la solucion B; mezcladas en una
proporcion 24:1), se mezcld bien el contenido del tubo, se tapd y se coloco en agua a
ebullicion por 10 minutos, transcurrido este tiempo se enfrid en hielo y se agité.
Posteriormente se agregaron 500 ul de reactivo de arsenomolibdato (molibdato de
amonio 5%, H,SO4 concentrado 4.2% (v/v) y ortoarsenato disodico 0.6%) y 1 ml de
agua desionizada. Los tubos fueron agitados hasta obtener un color estable a la vista.
La reaccion se leyo en un espectrofotometro a una longitud de onda de 520 nm.

El valor obtenido de absorbancia se interpolé en una curva patrén que se realizd con
una solucién estandar de glucosa (SIGMA, G8270) dentro de un intervalo de 0-25
ug/ml, siguiendo la técnica de Nelson-Somogyi (1989), para conocer los microgramos

de reductores presentes en la muestra.

3.5.2 Ensayo de endoglucanasas

Se realiz6 un ensayo viscosimétrico, adaptacion del método propuesto por Suda &
Buckeridge et al. (2003); en el que se utilizé la mezcla de reaccion preparada para los
ensayos anteriormente descritos para glucanasas. Los cambios en viscosidad de las
mezclas fueron medidos usando un viscosimetro de Ostwald de vidrio (Fig. 6),
registrando el tiempo de flujo de cada mezcla de reaccién, los cuales fueron
comparados contra los controles negativos® preparados bajo las mismas condiciones

que los ensayos.
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Figura 6. Viscosimetro de Ostwald

3.6 Ensayo de celulasa

El ensayo se realizo con EnzChek®, el cual es un sustrato para celulasa provisto por
Invitrogen (E33953), por lo que se hizo una adaptacion de la técnica propuesta por éste
proveedor para hacer una determinacion colorimétrica.

Se disolvio el contenido del vial con EnzChek® en 1.86 ml de DMSO (dimetil sulfoxido)
50% y se transfirié a otro contenedor, se agregé 7.44 ml de buffer de acetatos 100 mM
(pH 5.0), la solucion se agito, siendo ésta, la solucion de sustrato. Esta solucion debe
de mantenerse protegida de la luz y almacenarse a una temperatura < -20 °C.

La mezcla de reaccién, se prepard colocando en un tubo Eppendorf color café, 500 pl
de la solucion de sustrato y 500 ul del extracto enzimatico para endoglucanasas,
mezclandolos bien para posteriormente dejar incubar la reaccion por 30 minutos a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, la reaccion fue
detenida introduciendo el tubo en agua a ebullicion por 20 minutos, dejandolo enfriar a
temperatura ambiente para poder leer la reaccidén a una longitud de onda de 360 nm en
un espectrofotometro.

El valor obtenido de absorbancia se interpold en la curva patron provista por el

fabricante para conocer las unidades de celulasa / ml que contiene la muestra.
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3.7 Aislamiento y purificacion de pared celular

Se obtuvo pared celular de los cotiledones aislados de frijol seco y remojado (Quezada,
2005). Los cotiledones se homogenizaron en un mortero hasta obtener una harina fina y
no grumosa.

Un gramo de la harina obtenida previamente, se incubé con 100 ul de o-amilasa
termoestable (SIGMA, A3306) en 50 ml de una solucién amortiguadora de fosfatos 0.08
M (pH 6.0) por 30 minutos a 95 °C, agitando a intervalos de 5 minutos, concluida la
incubacion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se centrifugd por 20 minutos a
10,000 rpm. La pastilla obtenida se resuspendié en 50 ml de buffer de fosfatos 0.08 M
(pH 7.5), agregando 100 ul de una solucién (50 mg/ml) de proteasa (SIGMA, P3910)
preparada inmediatamente antes de su uso, e incubando por 30 minutos a 60 °C; una
vez terminada la incubacion se realizdé una centrifugacion de 20 minutos a 10,000 rpm
para retirar la proteasa restante en el sobrenadante; haciendo posteriormente dos
lavados con agua desionizada agitando vigorosamente y centrifugando bajo las mismas
condiciones. Finalmente la muestra se resuspendié nuevamente en 50 ml de buffer de
fosfatos 0.08 M (pH 4.0), se agregaron 100 ul de amiloglucosidasa (SIGMA, A9913) y
se incubd por 30 minutos a 60 °C; al terminar la incubacion la muestra se centrifugo a
11,000 rpm por 20 minutos desechando el sobrenadante y lavando la pastilla
consecutivamente con agua desionizada, acetona y metanol-cloroformo (1:1 v/v), para

obtener una fraccién seca, enriquecida en paredes celulares.

3.7.1 Obtencién de la fraccidon celulésica

La fraccidon de pared celular obtenida anteriormente se tritur6 en un mortero hasta
homogenizar el tamafo de particula. De esta harina se tomaron 100 mg y se le
agregaron 5 ml de una mezcla de buffer de acetatos 50 mM (pH 6.5) con 50 mM de
CDTA (acido ciclohexandiamintetraacético) para despectinizarla. La suspension se agitd
por 16 horas a temperatura ambiente. Después del tiempo transcurrido la mezcla se
centrifugé a 10,000 rpm por 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante se separo y la pastilla se

resuspendido en 5 ml de agua destilada, volviendo a centrifugar y separando el
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sobrenadante de la pastilla. A la muestra restante se le hizo una extraccion de
hemicelulosas, para lo cual la pastilla despectinizada fue resuspendida en un tubo de
teflon en 5 ml de una solucion de NaOH 4 M y borohidruro de sodio 20 mM (recién
preparado); antes de cerrar el tubo de teflon se burbujeo con gas nitrégeno por 3
minutos y se agitd por 16 horas a 4 °C. Posteriormente se ajusté el pH de la solucién a
5.0 con acido acético y se centrifugd por 15 minutos a 11,000 rpm a 4 °C. El
sobrenadante es una fraccion rica en hemicelulosas y la pastilla es considerada la

fraccion celulosica obtenida de pared celular. La cual se seco a peso constante.

3.7.2 Hidrélisis de la fraccién celulésica

Anterior a la hidrdlisis se elimin6 el almidon del estrato celulésico sometiéndolo a un
tratamiento con 26 unidades de a-amilasa de pancreas de porcino (SIGMA, A6255) en
1 ml de un buffer de tris/HCI 0.1 M (pH 7.0) con 0.02 % de NaNs;, dejando incubar por
24 horas a temperatura ambiente. Posterior a la incubacion se centrifugd a 10,000 rpm
por 10 minutos desechando el sobrenadante. La pastilla obtenida se sometio
nuevamente al tratamiento anteriormente descrito y una vez centrifugada se lavo con
etanol y se seco a peso constante.

De la celulosa libre de almidén se realizé una hidrdlisis enzimatica para lo cual se peso
aproximadamente un miligramo de la fraccidon celulésica en un tubo Eppendorf,
posteriormente se adicion6é 1 ml de buffer de acetatos 0.05 M (pH 5.0) y se calento en
agua a 80 °C por 30 minutos, pasado este tiempo se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se agregaron 2 mg de celulasa (SIGMA, C-7502), dejando incubar por 72
horas a 37 °C en un bafno de agua con agitacion orbital. Al término de la incubacion la
reaccion se inactivo colocando los tubos en agua en ebullicion por 20 minutos, una vez
que se enfriaron a temperatura ambiente se centrifugaron a 10,000 rmp por 10 minutos,
reservando el sobrenadante a 4 °C hasta su utilizacién, para la determinacion de su

composicién quimica.
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3.7.2.1 Determinacion de azUcares reductores en la fraccion de celulosa

La determinacion de azucares reductores se hizo por el método de Nelson-Somogyi et
al. (1989), descrito anteriormente en la seccion 3.5.1, realizando la reaccion con 10 pl

del hidrolizado de celulosa.

3.7.2.2 Determinacion de glucosa

La glucosa se cuantifico enzimaticamente por medio de un kit de SIGMA (P7119), PGO
(glucosa oxidasa/peroxidasa), haciendo una adaptacion de la técnica descrita por el
proveedor.

Se disolvid una capsula de PGO en 100 ml de agua, siendo esta la solucion de
enzimas, a dicha solucion se le agregé 1.6 ml de o-dianisidina 2.5 mg/ml, la solucion-
reaccion. En un tubos Eppendorf color café, se preparé un blanco agregando 91 ul de
agua, un estandar al cual se le agregaron 91 pl de una solucién estandar de glucosa
(SIGMA, G8270) a una concentracién de 0.05 mg/ml y las muestras que se prepararon
mezclando 18 pl de hidrolizado y 73 pl de agua destilada. A cada uno de los tubos se le
adicionaron 136 pl de la solucién-reaccion de enzimas PGO, se agitaron por inversion y
se incubaron a 37 °C por 35 minutos, al finalizar la incubacién, se leyeron en un
espectrofotometro a una absorbancia de 450 nm, contra el blanco como referencia.
Para calcular la cantidad de glucosa presente en el hidrolizado se utilizé la siguiente

relacion:

(Glu] = Absorbancia (muestra) x Dilucion de la muestra x 0.05 mg/ml

Absorbancia del estandar

3.7.2.3 Determinacion de xilosa

La xilosa se cuantificd por medio de un kit de MEGAZYME (K-XILOSA 03/07), haciendo

una adaptacion de la técnica descrita por el proveedor.
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En celdas de plastico de 1 cm, para espectrofotometro, se agregaron 51 ul del
hidrolizado, 1020 pl de agua destilada, 204 pl de la solucion 1 del kit (buffer TEA 1 M pH
7.5, MgCl> 70 mM y 0.02% de azida de sodio), 204 pl de la solucién 2 (NAD/ATP 5
mg/ml y 50 mg/ml respectivamente) y 10.2 pl de la solucion 3 (hexoquinasa 1000 U/ml).
Una vez que se agregaron las soluciones anteriores, las celdas se taparon con parafilm
y se agitaron por inversion suave, después de 5 minutos se leyo la absorbancia a 340
nm (A1). La reaccién se continudé por adicion de 10.2 ul de la solucién 4 (B-xilosa
deshidrogenasa 120 U/ml y xilosa mutarotasa 4.1 mg/ml) cubriendo nuevamente las
celdas para agitar por inversion y después de 6 minutos se leyd nuevamente la
absorbancia a 340 nm (Az).

La concentracion de xilosa en la muestra se calculo determinando la diferencia de
absorbancia (A+-Az) para el blanco y la muestra, restando posteriormente el blanco a la
muestra para obtener el Aapxiosa- La concentracion de la D-xilosa se calculd con la

siguiente relacion:

Vol.final x peso molecular xilosa x AAD - xilosa

[xilosa] = , — :
coeficiente de extincion NabHa340mm X didmetro celda x vol.muestra

3.8 Ensayo de alfa-amilasa

Para el ensayo de a-amilasa se utilizo como sustrato amilopectina azure (SIGMA,
A4640) la cual produce una reaccidn colorida que puede ser leida
espectrofotométricamente. El ensayo se realizo de acuerdo a las indicaciones del
fabricante con algunas variaciones. En un tubo Eppendorf (protegido de la luz), se
pesaron 18 mg de amilosa azure. La cual se disolvié en 500 ul de buffer de fosfato de
potasio 20 mM (pH 7.0) con NaCl 50 mM y 500 ul del extracto enzimatico para
amilasas, mezclando bien para posteriormente dejar incubando a 37°C con agitaciéon
constante por 15 minutos, una vez transcurrido éste tiempo se detuvo la reaccién
agregando 400 ul de acido acético 2.77 M y mezclando bien. La reaccion se leyé a una

longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro.
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El valor obtenido de absorbancia se interpold en una curva patrén que se realizd con
una solucion estandar de a-amilasa (SIGMA, A6380) dentro de un intervalo de 0-0.25
unidades / ml, siguiendo la misma técnica para conocer las unidades a-amilasa por

mililitro presentes en la muestra.

3.9 Micrografias por microscopia electronica de barrido (MEB)

Los cotiledones se prepararon inicialmente de acuerdo a lo descrito en la seccion de
preparacion de muestras. Dejando secar las muestras humedas a temperatura
ambiente por 1 hora sobre un papel filtro. Posteriormente se realizé un corte transversal
al cotiledén de aproximadamente 2 mm, el cual se fij6 en un porta muestras con cinta
adherible de carbon. El porta muestras se introdujo en un ionizador metalico para cubrir
las muestras con una capa fina de oro. Una vez cubiertas con oro se llevaron a la
plataforma del Microscopio Electrénico de Barrido (JEOL/EO JSM-6390) para ser

observadas utilizando un voltaje de 10 kV y distintos aumentos.
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A continuacion se muestra el diagrama general experimental que se siguié en el trabajo

(Figura 7).
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Figura 7. Diagrama general
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto del remojo en la calidad de coccidn

El tiempo de coccion es uno de los parametros de calidad culinaria mas importantes
(Garcia, 1994). Debido a que para su procesamiento el frijol se somete a un periodo de
remojo para reducir el tiempo de coccion, se ha sugerido que en esta etapa el frijol debe
de sufrir cambios que facilitan su coccién (Blancas, 2001).

Para poder estudiar estos cambios se requiere contar con cultivares que presenten
diferencias en su calidad culinaria, para lo cual se determiné el tiempo de coccion de
tres cultivares de frijol, con y sin remojo (Tabla 1). Se encontré que las semillas sin
remojo presentan un mayor TCsp que las semillas con remojo, en los tres cultivares: En
todos los casos con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). La variedad en
la que se refleja mas el efecto del remojo es en la Flor de Mayo en la cual el TCso
disminuye cerca de un 70% con respecto al tiempo inicial. El frijol 2626 y el Bayo
Mecentral también disminuyeron su tiempo de coccién, en un 40% y un 25%

respectivamente.

Tabla 1. Efecto del remojo en el tiempo de coccidn

TCso (min)
Variedad Sin remojo Con Remojo
Flor de Mayo 124.00+12.96° 40.33+2.01°
2626 112.67+11.59° 68.67+3.79"
Bayo Mecentral 91.50+6.182 68.50+4.02"

Los valores presentados son promedios de determinaciones triplicadas + D. E.

Diferente letra entre tratamientos indica diferencia significativa (p<0.05)
El tiempo de coccidén depende del arreglo estructural que guardan varios componentes
celulares como la pared celular, la lamela media y/o la abundancia del almidén en el
momento que son sometidos al tratamiento térmico. Se sabe que el tiempo de coccidn
puede ser reducido si se somete a las semillas a un remojo; con lo cual se podria estar
alterando la estructura de los componentes anteriormente nombrados y dicha alteracién
podria deberse a la activacion y/o sintesis de enzimas presentes en la semilla, como

podria ser el caso de las enzimas endo-(1-4)-B-D-glucanasa y a-amilasa.
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4.2 Actividad de glucanasa

Se sabe que durante el proceso de imbibicion (remojo) se activa el metabolismo de la
semilla, lo que podria incrementar la actividad de algunas enzimas como las glucanasas
que se han asociado a la degradacion del xiloglucano y de la celulosa (Chanliaud et al.,
2004). Para comprobar que la actividad de enzimas se incrementé con el remojo, se
determiné la actividad de un extracto de hidrolasas de pared celular, entre las cuales se
encuentran las glucanasas.

7

6.04 m SECO

Actividad {ug red mg prot h™")

FLOR DE MAYO 2626 BAYO MECENTRAL
Variedades

Figura 8. Efecto del remojo en la actividad de las glucanasas

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre la actividad del extracto
obtenido de frijol seco y de frijol remojado. En los tres cultivares se detecté un
incremento de la actividad cuando son sometidos a remojo. De los tres cultivares, el que
presentd un mayor incremento de la actividad con respecto a la de la semilla seca, 4
veces el valor inicial, fue el Flor de Mayo. En el caso del 2626 aunque la magnitud no es
tan grande como en el caso anterior, el incremento es casi del doble del valor inicial.
Mientras que en el Bayo Mecentral la actividad de la enzima en la semilla seca fue
mucho mayor que en los otros cultivares, pero el remojo no incrementé su actividad de

manera significativa (Figura 8).
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4.3 Actividad de endoglucanasa

Las exoglucanasas en general rompen enlaces glucosidicos con lo que provocan un
incremento en los grupos reductores, sin embargo, las endo-glucanasas rompen en
forma aleatoria los enlaces glucosidicos internos de los B-glucanos provocando ademas
del incremento en los azucares reductores una disminucion rapida en la longitud de la
cadena, éste tipo de actividad “endo” se manifiesta con una disminucion en la
viscosidad de las soluciones.

3

209 m SECO

Actividad (U A mg prot™ ")

FLOR DE MAYO 2626 BAYO MECENTRAL
Variedades

Figura 9. Efecto del remojo en la actividad de endoglucanasa

La Figura 9 representa la actividad de endoglucanasa de los extractos, medida como
una UA (Unidad Arbitraria, definida en la tabla 5 del anexo) por miligramo de proteina
por hora. Nuevamente se observa que la variedad Flor de Mayo es la que presenta una
mayor actividad en comparacién con las otras dos variedades, y que el remojo

incrementa la actividad de las enzimas.
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4.4 Actividad de celulasa

Debido a que se ha reportado que tanto la endoglucanasa como la xiloglucanasa
pueden actuar en regiones de celulosa como en moléculas de xiloglucano
inespecificamente (Chanliaud et al., 2004), fue necesario confirmar la actividad de la
endoglucanasa por medio de un sustrato especifico para celulasa, el cual no solo
demostré la presencia de la enzima en el extracto sino que también corrobor6 el
incremento de la actividad enzimatica por efecto del remojo (Figura 10). Al igual que en
la determinacion de poder reductor y la actividad viscosimétrica quien tiene un mayor
incremento en la actividad es el frijol Flor de Mayo, tres veces con respecto al valor
inicial, ademas desde el inicio se revela la mayor presencia de celulasa en los
cotiledones secos. Lo anterior también sucede en las otras dos variedades pero en
proporciones menores.
La actividad especifica y la actividad como celulasa concuerdan, si no bien en
magnitud, si en el orden en que las variedades presentan una mayor actividad, Flor de
Mayo, 2626 y Bayo Mecentral.

3

2.14

m SECO

Actividad (mU de celulasalg frijol)

FLOR DE MAYO 2626 BAYO MECENTRAL

Variedades

Figura 10. Efecto del remojo en la actividad de celulasa
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4.5 Composicion de la fraccién celuldsica

Una forma de poder constatar la accién de la endoglucanasa in situ fue aislando la
fraccidn celuldsica y determinando su composicion quimica antes y después de la
hidratacion.

Como se puede observar en la Tabla 2 en la primera columna aparecen los reductores
totales, los cuales se utilizaron como un indicativo de la eficiencia de la hidrdlisis, se
puede observar también que hay mayor cantidad de reductores en la celulosa que
proviene de frijol remojado en todos los casos, siendo el aumento de 32, 6 y 15% para
Flor de Mayo, 2626 y Bayo Mecentral respectivamente.

La segunda columna corresponde a la cantidad de glucosa libre que se obtuvo después
de hidrolizar a la fraccion celulosica. La variedad 2626 reporta un incremento
significativo en la cantidad de glucosa detectada después del remojo, en el Bayo
Mecentral también se aprecia un incremento pero no es significativo, no asi la variedad
Flor de Mayo en donde después del remojo se detecta una menor cantidad de glucosa.
En la ultima columna se cuantifico la cantidad de xilosa presente, ya que aunque no es
un constituyente de la celulosa si esta fuertemente asociado a ella. En este caso solo la
celulosa proveniente de frijol Flor de Mayo presenta una diferencia significativa siendo

menor la cantidad encontrada en la fraccion proveniente del frijol remojado.

Tabla 2. Composicién de la fraccion celuldsica

Reductores totales Glucosa Xilosa

(mg red / mg celulosa)* (mg glu / mg celulosa)* (mg xilosa / mg celulosa)*

Seco Remojado Seco Remojado Seco Remojado
E/:(a))r/(;je 0.62:0.02° 0.820.02° 0.19+0.02° 0.130.01° 0.018£0.005° 0.009+0.003"
2626 0.66+0.03% 0.70+0.02* 0.24+0.02* 0.35+0.01° 0.023+0.004° 0.017+0.002°
Bayo 0.76+0.03* 0.88+0.02° 0.21+0.02* 0.25+0.01* 0.039+0.004° 0.039+0.002°
Mecentral

* Base seca

Los valores presentados son promedios de determinaciones triplicadas + D. E.
Diferente letra entre tratamientos indica diferencia significativa (p<0.05)

La glucosa y la xilosa estan consideradas dentro los reductores totales
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4.6 Efecto del remojo en la actividad de la a-amilasa

Otro factor de importancia para la calidad culinaria es el almidén y por lo tanto aquello
que lo pudiera estar alterando, es por esto que se determind la actividad de la a-
amilasa en frijol seco y remojado. Al igual que en los cereales en donde solo se detecta
actividad de esta enzima después de iniciada la germinacion, en el frijol solo se
encontré actividad después del remojo, antes de este no fue posible detectarla. Entre
los cultivares estudiados, el que presenta una mayor actividad es el Flor de Mayo,

comparado con los otros dos.

Tabla 3. Efecto del remojo en la actividad de la a-amilasa

Proteina Actividad ®
Variedad (mg / ml) (mU amilasa / mg prot * h)
Seco Remojado  Seco Remojado
Flor de Mayo 2.04+0.042 1.62+0.26" ND 336147
2626 6.1620.59% 4.76x0.25°  ND 53+6.0
Bayo Mecentral 3.39+0.33? 5.18+0.32° ND 29+1.0

Diferente letra entre tratamientos indica diferencia significativa (p<0.05)

§ Los valores presentados son promedios de determinaciones triplicadas * D. E.
ND (no detectable)

1 unidad de amilasa libera 1.0 mg de maltosa de almidén en 3 min a pH 6.9 a 20 °C

4.7 Micrografias por MEB

Con la finalidad de identificar la estructura del citoplasma de las células de cotileddn del
frijol y como ésta era modificada por el remojo se realizaron micrografias por medio de
un microscopio electréonico de barrido de cada uno de los cultivares en las dos
condiciones, antes y después del remojo (Figuras 11, 12, 13). En los cultivares sin
remojo, lo primero que se observo fueron diferencias en las interacciones intercelulares.
En Flor de Mayo, la separacion celular fue muy definida y se observan espacios vacios,
en las esquinas de las células. El contorno de los cuerpos proteicos se distinguio
perfectamente en la periferia de los granulos de almidéon (Fig.11). En 2626 no fue

posible distinguir claramente el espacio intercelular. Esta es una estructura mucho mas
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cerrada en donde los cuerpos proteicos parecen estar rodeando a cada uno de los
granulos. En este caso las células fueron mas pequefias que en el caso de los
cultivares Flor de Mayo o 2626. El limite celular en Bayo Mecentral, solo esta definido
en algunos regiones y en otras parece que las células son continuas.
Sorprendentemente, en este cultivar no se distinguen los cuerpos de proteina, aunque
en su lugar se observan regiones amorfas y en algunos casos parecen cubrir a los
almidones. Estas diferencias estructurales del citoplasma en la semilla seca podrian
explicar, al menos en parte, las diferencias en la magnitud del efecto benéfico
observado en los distintos cultivares. Cuando las semillas fueron hidratadas, en todos
los cultivares se observo la desaparicion de los cuerpos esféricos de las proteinas. Una
vez hidratada la semilla, solo en el cultivar Flor de Mayo se conservé la definicion
celular y los granulos permanecieron expuestos. En contraste, en 2626 y Bayo
Mecentral no solo ya no se observaron los cuerpos proteicos o las regiones amorfas,
sino que se observo una capa continua que cubrié a los almidones, Esta capa podria
estar formada por la fusion de los cuerpos proteicos en una gran vacuola, en la que
quedaron contenidos los almidones. Este recubrimiento podria estar actuando como
una especie de aislante que dificulte la hidratacion de los granulos y quizas su
gelatinizacion. Al momento del tratamiento térmico, las transiciones orden desorden del
citoplasma en el cultivar FM, requeririan menos energia que las de 2626 o BM,
reflejandose en la magnitud del efecto benéfico del remojo en el TCs.

Con respecto a la superficie de los granulos, Flor de Mayo después del remojo parece
mostrar unas pequefias muescas que podrian ser indicativos del ataque enzimatico, lo
que no sucedio con las otras dos variedades quienes mostraron proteina adherida e
incluso una superficie hasta cierto punto cerosa como Bayo Mecentral, lo que sugiere

poca probabilidad de que se lleve a cabo una hidrdlisis enzimatica.
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FRIJOL SECO FRIJOL REMOJADO

—

10kV X7,000 2pm

Figura 11. Micrografia electronica de barrido del cultivar Flor de Mayo. A la
izquierda se presenta el frijol seco y a la derecha el frijol remojado. En A y B se puede
observar el acomodo celular que es mas cerrado en A y el El (espacio intercelular) el
cual es mas pronunciado en B. En C y D se observa una sola célula en donde se puede
distinguir la PC (pared celular) que pareciera estar mas alisada en el frijol remojado (D),
también se observa la RP (red proteica) que en el frijol seco (C) esta perfectamente
definida contrariamente a lo que ocurre en el remojado en donde se pierde la
estructura. E y F son acercamientos a la superficie de un granulo de almidén (SGA), en
donde E muestra una superficie lisa y F muestra pequefias muescas, probable efecto
de la alfa-amilasa.
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FRIJOL SECO FRIJOL REMOJADO

10kV X750 20pum

10kV X1,000 10pm 10kV X1,000

o ]

10kV X13,000 Tpm 10kV X7,000

Figura 12. Micrografia del cultivar 2626. En G y H se puede observar el acomodo
celular que en comparacién con el cultivar anterior es mucho mas cerrado inclusive no
puede senalarse con certeza el El, en G no se puede distinguir adecuadamente el limite
de cada una de las células en tanto que en H se marca un tanto mejor el limite celular.
En | la PC se muestra rugosa al igual que la RP las cuales pierden su aspecto rugoso
(J) con el remojo, la PC no se observa definida y la RP se muestra como una capa que
pareciera estar cubriendo a los almidones. K muestra la SGA practicamente lisay en L
se advierte una superficie carcomida.
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FRIJOL SECO FRIJOL REMOJADO
it Tl S

10kV X550 20pm

10kV X850  20pm

T

10kV X7,000 2pm

Figura 13. Micrografia del cultivar Bayo Mecentral. En M y N se puede observar el
acomodo celular no tan compacto como en el caso anterior ya que se puede distinguir
el El pero no es posible definir completamente el limite celular sobre todo en M. En O se
observa una sola célula en donde se puede distinguir la PC en su mayoria lisa y la RP
poco definida, P también muestra una PC mayoritariamente lisa y una RP amorfa. La
SGA mostrada en Q es totalmente lisa con apariencia cérea mientras que R muestra
una superficie que a pesar de ser granulosa no se aprecia alterada.
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5. DISCUSION

Debido a que los frijoles requieren de un prolongado tiempo de coccion para su
consumo, se ha tratado de disminuir este defecto remojando a las semillas. Se ha
reportado que cuando las semillas de frijol se hidratan, previo al tratamiento térmico, el
tiempo que tardan en cocinarse disminuye significativamente. Lo anterior, también se
demostré en este trabajo (Tabla 1). La magnitud de este efecto benéfico fue cultivar
dependiente. El TCsy para FM-M38 disminuy6 tres veces respecto del control, mientras
que para 2626 y BM, esta disminucion fue de tan solo 60 y 36 % respectivamente.

En la actualidad no se ha reportado un mecanismo que explique el fendmeno anterior
por lo que en este trabajo se exploré un mecanismo enzimatico que modificase las
interacciones de y entre algunas de las moléculas responsables de la textura, de
manera mas especifica la celulosa y el almidon.

La celulosa puede ser hidrolizada enzimaticamente por la endo-1,4-3-glucanasa. Esta
hidrolisis se ha asociado a la relajacion de la pared celular durante la germinacién y la
maduracién de los frutos.

En el extracto de hidrolasas de pared celular de cotiledones de frijol se identificaron al
menos tres tipos de actividad de glucanasas: exoglucanasa (Fig. 8), endoglucanasa
(Fig. 9) y una celulasa (Fig. 10). Llama la atencion que la actividad de estas hidrolasas
(maximo 6 U/ mg de proteina) sea relativamente baja, comparadas con las presentes en
hongos, como es el caso de Aspergillus sp. K-27 para quien se ha reportado una
actividad especifica de 160 U / mg utilizando CMC como sustrato (Abe et al., 1999).
Esto puede deberse a la diferente funcion que estas hidrolasas realizan en los
organismos antes mencionados. En plantas las glucanasas de pared celular solo
hidrolizan algunos enlaces glucosidicos para permitir el deslizamiento de las fibras de
celulosa. Con lo cual disminuye la presion de turgor, el agua se transporta al interior de
la célula, produciendo la elongacion de la misma. Posteriormente se re-forman los
enlaces glucosidicos y la pared celular readquiere sus propiedades iniciales (Levy et al.,
2002; York et al.,, 2004). Mientras que en el caso de los hongos las hidrolasas son
secretadas al medio ambiente para hidrolizar los polisacaridos de la pared celular hasta

azucares reductores, con la finalidad de ganar acceso a la planta e infectarla, o los
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utiliza como fuente carbonada para su crecimiento (York et al., 2004). En todos los
cultivares estudiados, el remojo de la semilla incrementé la actividad de estas enzimas.
Sorprendentemente, la actividad de las tres glucanasas de pared celular presenté
mayor actividad en las semillas remojadas que en las secas y en todos los casos la
mayor actividad se detecta en Flor de Mayo y 2626, los cultivares en los que el remojo
disminuyé de manera muy significativa el TCso. Aparentemente, hay una relacion (r =
0.985977) entre la magnitud del decremento en el tiempo de coccién (TCsg-TCcr)'
inducido por el remojo de la semilla y el incremento en la actividad de las glucanasas (
AGcr-AGsr)? durante el mismo tratamiento (Tabla 7), siempre y cuando la actividad de
estas enzimas se cuantifique como reductores totales. Lo anterior sugiere que las
glucanasas de la pared celular modifican in situ la celulosa de las semillas de frijol.
Para demostrar lo anterior se determind la estructura de la celulosa de manera
indirecta, cuantificando su susceptibilidad a hidrélisis por celulasa comercial. Se sabe
que las areas cristalinas de la celulosa forman una matriz muy compacta que protegen
a algunos de los enlaces glucosidicos del ataque enzimatico (Levy et al., 2002). Debido
a que la hidrolisis de la celulosa, extraida de frijol remojado fue mayor que la extraida
de frijol seco (Tabla 2), se sugiere que durante el proceso de imbibicion, la celulosa
sufrid cambios estructurales que la hicieron mas susceptible al ataque enzimatico. En
las plantas, la estructura de la celulosa en la pared celular solo se modifica de manera
enzimatica por lo que el resultado anterior solo se puede explicar a través de la accién
in situ de las glucanasas o celulasa detectadas en la pared celular del frijol.

Si consideramos a la variedad Flor de Mayo, como aquella que después de la
hidratacion de las semillas presenta la mayor actividad en los tres ensayos realizados,
se podria pensar que al estar mas activas sus enzimas contribuyeron indican que esta
mayor actividad de las glucanasas produjo a un cambio mas notable en la
microestructura, lo que permiti6 hacer mas laxa a la pared, facilitando no solo el
fraccionamiento sin arrastrar restos de otros polisacaridos, sino también permitiendo
que la hidrdlisis se llevara a cabo mas facilmente. Lo anterior seria congruente con los

resultados obtenidos para TCsp en donde Flor de Mayo es quien disminuye un mayor

! (Tiempo de coccién sin remojo — Tiempo de coccién con remojo)
2 (Actividad de glucanasas con remojo — Actividad de glucanasas sin remojo)
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numero de veces (=3) su tiempo de coccion. Otra forma en que el remojo podria tener
efecto en la fraccidén de celulosa es a través de modificar su interaccion con la matriz no
celulésica (pectinas y hemicelulosas). Sin embargo, esta suposicion resulta menos
probable, puesto que, al menos por microscopia electrénica no se detectan cambios
estructurales en la pared celular de cotiledones remojados en comparacion con los no
remojados (Shomer et al., 1990).

La baja correlacion entre la magnitud del incremento en la actividad de las glucanasas
y el de la disminucion en TCsp podria explicarse si se considera que en la pared celular
se encuentran otras fracciones, como las pectinas y las hemicelulosas, que al igual que
la celulosa tienen incidencia en la textura de las semillas y que con el remojo también
modifican su arreglo molecular (Ibanez, 2009; Martinez, 2003) contribuyendo asi a que
la pared celular de la semilla remojada sea mas laxa que la seca.

Por otro lado se considerd determinar la actividad de la alfa-amilasa debido a que se
trata de una enzima que hidroliza los enlaces «(1,4) del almidon, el cual es un
componente de importancia en la textura de la semilla del frijol debido a su abundancia
(50% del peso aproximadamente). El almidén ademas esta interactuando con la pared
celular ya que aquel que esta mas intimamente ligado a dicha estructura es el que
conforma la fraccion de almidon resistente y por tanto no digerible. Por lo que se puede
sugerir que si el remojo vuelve laxa la pared celular disminuye la interaccion que hay
entre esta estructura y los granulos de almidon volviéndolo asi mas disponible no solo a
un probable ataque enzimatico durante la imbibicion sino que también podria hidratarse
y gelatinizarse mas facilmente durante la coccién lo que también contribuiria a la
disminucién en el TCsy observada. Como lo sefiala Wursch (1986) la alfa-amilasa no
puede penetrar facilmente debido al impedimento estérico y a la naturaleza fisica del
grano de almidon leguminoso, sin embargo cualquier disrupcion de las células
especialmente antes de la coccion incrementaria la susceptibilidad del almidon a la
digestion enzimatica.

Como ya se menciond, el proceso de imbibicién puede considerarse semejante al de
germinacién, el cual en su primera fase involucra una rapida absorcién de agua,
activando de esta forma la maquinaria metabdlica que prepara a la semilla para

germinar.
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En las semillas dicotiledéneas como el frijol, el almidon es utilizado como un
polisacarido de reserva que permite al embrion crecer, pero para que pueda ser
utilizado es necesario que sea hidrolizado para lo que se requiere de enzimas como la
alfa-amilasa, la cual se sabe esta activa durante la germinacién por lo que se esperaria
que durante el proceso de remojo del frijol esta enzima también se encuentre activa. Es
por esto que se determiné la actividad de la alfa-amilasa antes y después del remojo
encontrandose solo después de la hidratacidén lo que indica que se sintetizé durante el
proceso, en todas las variedades estuvo presente, siendo el frijol Flor de Mayo quien
present6 una actividad mayor.

Para demostrar la accién de alfa amilasa in situ fue preciso recurrir a un analisis
microscopico para examinar el citoplasma de las células del cotiledén antes y después
de la imbibicién. Desafortunadamente, los granulos de almidéon no presentaron
modificaciones que pudieran ser interpretadas como efecto de la alfa amilasa. En
contraste, la imbibicién indujo la pérdida de la estructura de los cuerpos proteicos y se
formd6 una malla continua que cubrié a los granulos de almidén. Una posibilidad es que
la malla esté formada por la anastomosis de los cuerpos proteicos y la activacion de las
proteasas encargadas de hidrolizar a las proteinas de reserva localizadas en los
cuerpos proteicos. También llama la atencion el hecho de que en el caso de BM, la
malla que cubre los granulos de almidon esté formada aun antes del remojo, lo que
puede ser consecuencia de la carga genética de cada cultivar, o de las condiciones de
manejo poscosecha. Esto ultimo pareceria mas probable en el caso de BM, ya que en
estas micrografias no se detectaron los cuerpos proteicos ni en estado seco.

Las diferencias estructurales en el citoplasma de las semillas secas entre variedades
podrian explicar su distinto comportamiento durante los ensayos, aunque esta
explicacion no aplica para las semillas remojadas, ya que en todos los casos se
observo una malla que cubre a los almidones.

Con respecto a la superficie de los granulos, Flor de Mayo después del remojo parece
mostrar unas pequefias muescas que podrian ser indicativos del ataque enzimatico, lo
que no sucedid con las otras dos variedades quienes mostraron proteina adherida e
incluso una superficie hasta cierto punto cerosa como Bayo mecentral que sugiere poca

probabilidad de que se lleve a cabo una hidrdélisis enzimatica.
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6. CONCLUSIONES

» El remojo disminuyo el tiempo de coccion.

» Con la imbibicién se incrementé la actividad de varias enzimas hidroliticas de la
pared celular: exo y endo (1-4)-B-glucanasas y celulasas; y del citoplasma, las a-
amilasas.

» Las endo (1-4)-B-glucanasas modificaron la estructura de la celulosa.

» La celulosa extraida de frijol remojado es un mejor sustrato para la celulasa de

Aspergillus niger.

» La estructura del granulo de almidén se mantuvo después del remojo.
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7. PERSPECTIVAS

Para identificar cual de las actividades enzimaticas de pared celular y cual de las
modificaciones en los polisacaridos de la misma estructura, contribuyen mas en la
modificacion estructural de la pared celular del frijol durante el remojo, seria necesario
realizar un analisis estadistico de componentes principales, en el que se consideren no
solo la celulasa y la amilasa, sino también otras enzimas estudiadas en trabajos
anteriores como la poligalacturonasa, ramnogalacturonasa y las hemicelulasas, para
que dicho estadistico indique cual de ellas es la de mayor importancia. Este estudio
también debe considerar los cambios de los polisacaridos reportado en este y otros
trabajos (Ibanez, 2009; Martinez, 2006)

Debido a que se observo que la alfa amilasa esta presente durante el remojo pero
parece no estar actuando in situ, se sugiere que se realicen estudios que permitan
destruir al inhibidor de dicha enzima previo al remojo o una vez que la semilla ha sido
remojada, aplicar un calentamiento de 60 °C por algunos minutos, previo a la coccion,
ya que se ha demostrado que la actividad de la alfa amilasa es resistente a esta
temperatura pero el inhibidor se destruye (Hideki et al., 2000), con lo cual se permitiria
la modificacion de los granulos de almidéon. Desde el punto de vista tecnoldgico la
propuesta anterior resulta muy interesante, pues de resultar positiva, disminuiria el

gasto de combustible pues el frijol requeriria menor tiempo de coccion.
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Tabla 4. Actividad de glucanasa

Proteina Actividad ®
Variedad (mg / ml) (ug red / mg prot * h)
Seco Remojado Seco Remojado
Flor de Mayo 0.21+0.012 0.16+0.01° 1.45+0.09" 6.04+0.28°
2626 0.43+0.032 0.50+0.02° 1.83+0.11" 3.27+0.20°

Bayo Mecentral 0.28+0.022 0.37+0.00° 4.51+0.09" 4.97+0.16°

Los valores presentados son promedios de determinaciones triplicadas + D. E.
Diferente letra entre tratamientos indica diferencia significativa (p<0.05)

Tabla 5. Actividad de endoglucanasa

Actividad ®
Variedad (UA / mg prot * h)
Seco Remojado
Flor de Mayo 1.24+0.12° 2.09+0.05°
2626 0.31+0.09° 0.49+0.04°
Bayo Mecentral 0.27+0.03? 0.52+0.04"

Los valores presentados son promedios de determinaciones triplicadas + D. E.
UA = AcP (control — reaccion)
Diferente letra entre tratamientos indica diferencia significativa (p<0.05)
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Tabla 6. Actividad de celulasa

Actividad ®
Variedad (mU celulasa / g frijol)
Seco Remojado
Flor de Mayo 0.71+0.052 2.14+0.18°
2626 0.49+0.042 1.87+0.15"
Bayo Mecentral 0.47+0.052 0.88+0.08"

Los valores presentados son promedios de determinaciones triplicadas + D. E.
Diferente letra entre tratamientos indica diferencia significativa (p<0.05)
1 unidad de celulasa libera 1.0 g mol de glucosa de celulosa en 1 hora a pH 5.0 a 37 °C

Tabla 7. Coeficientes de correlacion del TCso con las actividades enzimaticas

Actividad de Actividad de Actividad de Actividad de
glucanasas endoglucanasas celulasas a-amilasa

TCso 0.985977 0.816301 0.628016 0.924990
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