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RESUMEN

El frijol es una de las principales fuentes de consumo y de ingresos
econdmicos para los productores mexicanos. La disponibilidad de esta
leguminosa no solamente depende de la produccion, sino también del manejo
poscosecha; pues lo que se ha producido puede perderse por deficiencias en los
sistemas de almacenamiento. Las pérdidas varian de region a regién, de acuerdo
a la situacion geogréfica, situacion econdémica y avance tecnologico (Moreno,
1995).

El almacenamiento inadecuado de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris)
provoca reacciones de deterioro, las cuales afectan la calidad culinaria y
agronomica de los granos y semillas respectivamente. EIl conocimiento sobre las
bases moleculares que lo provocan, no estan bien estudiados. Una posibilidad es
que estas reacciones de deterioro sean provocadas, al menos en parte, por estrés
oxidativo. El estrés oxidativo es un fendbmeno en el cual se observa una
produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno, las cuales llegan a

provocar dafio celular en proteinas, lipidos y acidos nucleicos.

En este trabajo, se estudid la generacion de estrés oxidativo y la actividad
del sistema enzimatico de defensa contra la oxidacion en frijol Flor de Mayo
deteriorado, con la finalidad de identificar una posible relacion entre el deterioro y

éstos dos fendbmenos.

Para ello se almacenaron semillas de frijol bajo condiciones inadecuadas
con un contenido de humedad en la semilla de 15%, temperatura de 30°C y una
atmosfera con el 21% de oxigeno en el almacén, durante 71, 103, 134 y 210 dias
de almacenamiento. Se evaluo la calidad del frijol determinandose sus tiempos de
coccion y poder germinativo. Obteniendo como resultado el endurecimiento de
cotiledones y con ello el incremento del tiempo de coccion, asi como, la

disminucion del poder germinativo.
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También se cuantificO escape de electrolitos, produccién de peroxido de

hidrogeno, oxidacion de lipidos y dafio en proteinas.

Lo que se encontré fue un incrementd en la lixiviacion de electrolitos y
peroxidacion de lipidos que indican un posible dafio en membranas celulares de
cotiledones del frijol. También se obtuvo un incremento de peroxido de hidrégeno
y dafio oxidativo en proteinas. Todo esto nos indicd la generacion de estrés
oxidativo en el frijol Flor de Mayo deteriorado.

Por dltimo, se midi6 la actividad del sistema enzimatico de defensa contra
estrés oxidativo; catalasa (CAT), peroxidasa (POX) y superéxido dismutasa (SOD)
y se encontr6 una disminucion en su actividad en relacién directa al grado de

deterioro.
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INTRODUCCION

El frijol (Phasolus vulgaris) a lo largo de la historia se ha convertido no sélo
en un alimento tradicional, sino también en un aspecto de identificacion cultural.
Representa uno de los alimentos de importancia en México, ya que junto con el
maiz aporta un gran porcentaje de las proteinas vegetales que consumen los

estratos sociales de ingresos bajos, medios y en algunos casos hasta superiores.

El frijol representa para la economia de los productores una fuente
importante de ocupacion e ingreso, a la vez que es una garantia de seguridad
alimentaria. El 68 por ciento de su produccion se destina en forma directa al
consumo final. Estd leguminosa representa una de las principales fuentes
nutrimentales, ya que entre sus componentes mayoritarios se encuentran
carbohidratos y proteinas, estas Ultimas destacan por su alto contenido en Lisina

(aminoacido esencial del cual carecen los cereales).

Las semillas se deterioran durante periodos de almacenamiento
inadecuado prolongado, se refiere a condiciones con temperaturas arriba de los
20°C, contenido de humedad del grano mayores al 12%, humedades relativas
mayores a 65% Yy la presencia de oxigeno, asi como tiempo de almacenamiento
prolongado. Todos estos factores influyen en el deterioro de las semillas. El
almacenamiento inadecuado reduce la viabilidad de las semillas, asi como

también, el grano pierde su calidad culinaria (sensorial y nutritiva) (Elias, 1982).

La presencia del oxigeno en el almacén puede promover la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) como radicales libres que pueden provocar
reacciones indeseables en granos y semillas provocando su deterioro. Las
especies reactivas dafian las células. Las ERO son formadas durante reacciones
de oxido-reduccion y durante la reduccion incompleta del oxigeno o la oxidacién

del agua. Ejemplos de estas ERO son el peréxido de hidrogeno (H20,), los
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radicales hidroxilo (OHe) y perhidroxilo (O,He). Estas moléculas reactivas son

altamente destructivas para lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

A este conjunto de reacciones y compuestos generados por presencia de

oXxigeno se conoce como estrés oxidativo.

Las semillas poseen mecanismos de proteccion que se deshacen de estas
moléculas reactivas de oxigeno mediante el uso de sistemas de defensa con
antioxidantes. El sistema antioxidante de defensa incluye antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos. Entre las enzimas antioxidantes se encuentran la
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa (POX). La
susceptibilidad a estrés oxidativo depende en general del balance entre la

produccion de oxidantes y la capacidad antioxidante de la célula.

Se han realizado estudios en granos de soya y maiz, en los cuales se ha
observado que su deterioro esta relacionado con la presencia de estrés oxidativo,
pero esto no se ha estudiado en granos de frijol, el cual también sufre deterioro en

condiciones inadecuadas de almacenamiento.

El objetivo de este trabajo, fue determinar si existe una relacion entre el
deterioro de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) y la generacion de estrés
oxidativo, provocado por un almacenamiento inadecuado, mediante la
determinacién de reacciones de deterioro como peroxidacion de lipidos, dafio en
proteinas, dafio en membranas, asi como también el efecto sobre la actividad del
sistema enzimatico de defensa, Catalasa (CAT), Peroxidasa (POD) y Superoxido
Dismutasa (SOD).
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JUSTIFICACION

El frijol es una de las principales leguminosas que se consumen en nuestro
pais, se considera béasica en la dieta del pueblo mexicano, asi como, la principal
fuente de ingresos para los campesinos, ademas aporta una gran parte de las
proteinas, carbohidratos, minerales y fibra en su dieta. Esta leguminosa puede ser

preparada en una gran variedad de formas y platillos.

En México no existen datos estadisticos precisos sobre las pérdidas
poscosecha de los granos por lo que soélo existen estimaciones, sin embrago se
reportan pérdidas a niveles anuales en granos almacenados fluctuando en el
orden de 30% o superiores, y a nivel mundial se estima alrededor del 5-10% de la
produccion de granos (Moreno, 1995). Estas cifras incluyen las pérdidas del frijol

por almacenamiento inadecuado.

Por lo que se sabe, durante el almacenamiento el frijol estd sujeto a sufrir
cierto deterioro, teniendo como consecuencia el incremento en el tiempo de
coccion de dicho grano. El endurecimiento de las semillas se debe a que hay
modificaciones en la pared celular que provocan el aumento en el tiempo de
coccion del frijol. Una posible explicacion de estas modificaciones en pared
celular podria ser la generacion de estrés oxidativo en las células del frijol

deteriorado.

Por lo tanto, el conocimiento de las reacciones generadas por estrés
oxidativo y los mecanismos de deterioro que éste provoca, nos proporcionaria el
conocimiento necesario para tratar de esclarecer el dafio provocado durante el
almacenamiento del frijol y tratar de eliminar o al menos disminuir las pérdidas por

almacenamiento inadecuado de esta leguminosa tan importante en nuestro pais.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. Origen del frijol

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una planta anual, herbacea, cultivada

intensamente desde el tropico hasta las zonas templadas, no soporta heladas.

El frijol es una leguminosa originaria de América. Su produccién se ha
extendido desde los 52° latitud Norte hasta los 32° latitud Sur y desde el nivel del
mar en América y Europa hasta altitudes a mas de 3000 m snm en los Andes
Sudamericanos. El frijol fue domesticado en las tierras altas de Latinoamérica
hace mas de 7000 afios, identificAndose dos puntos separados en los cuales se
comenzaron a cultivar, uno en el altiplano Mexicano (Valle de Tehuacan, Puebla) y

en los Andes Sudamericanos en Pera (Blancas, 2001).

La dispersion del frijol alrededor del mundo aparentemente siguio diferentes
rutas. Los frijoles del altiplano se dispersaron a Centro América, norte de Brasil y
en menor medida en el sudoeste de los Estados Unidos. Los Espafoles y
Portugueses se llevaron al frijol comdn de su centro de origen a Europa, Africa y

otras partes del nuevo mundo (Martinez, 2003).

1.2. Taxonomia

El género Phaseolus tiene unas 180 especies aproximadamente y de ellas

el 70% son originarias de América y el 20% de Asia y Africa.

Desde el punto de vista taxondmico esta especie es prototipo del género

Phaseolus (Sol6rzano, 1998).
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Reino Plantae

Orden Leguminosa

Familia Papilionaceae

Tribu Phaseoloideae
Subtribu Phaseolinea

Género Phaseolus

Especie Phaseolus vulgaris L.

Su nombre cientifico es Phaseolus vulgaris. Algunos de sus nombres
comunes son: frijol, habichuela, judia comun, alubia, cholo, ayote, french bean,

entre otros.

1.3. Morfologia

El frijol Phaseolus vulgaris, es una leguminosa anual con periodo vegetativo
entre 75 dias para las variedades precoces del clima calido moderado, a 270 dias
para las de tipo de enrame o volubles tardias de los climas frios (Solorzano, 1998).

Existen mas de doscientas variedades de frijol, de diferentes colores,
volumen, sabor y composicion quimica. Existen de acuerdo a norma tres grados
de calidad en los que se encuentra la categoria extra, primera y segunda
categoria. El frijol en todos sus grados de calidad se designan de acuerdo a su
coloracién en las siguientes clases: negros, en los que se encuentran las
variedades de jamapa, querétaro y san luis, entre los claros se encuentran:
azufrado, alubia, amarillo mostaza, flor de Mayo, flor de junio, bayo, peruano y
garbancillo y entre otras clases se encuentran bayo berrendo, bayo blanco, flor de
abril, manzano y pinto delicias (NMX-FF-038-SCFI-2002).

Los mas consumidos son generalmente de color rosa, negro, café o blanco,
y sus nombres como se conocen en el mercado son: azufrados, bayo gordo,
blanco, canelo, c6cona, mexicano, negro, ojos de liebre, palacio, rosita, flor de

mayo, peruano, negro jamapa, xinacalteca, etcétera.
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El frijol se puede clasificar de acuerdo a su tamafio: chicos (< 25 g / 100

semillas), medianos (25 a 40 g / 100 semillas) y grandes (> 40 g / 100 semillas).

También existe una clasificacion por habito de crecimiento (Tabla 1), en los

gue se consideran:

Tipo I. De mata; generalmente poseen pocos nudos; terminan en
inflorescencia; permanecen erectas; tienden a ser de semilla grande, precoces,
con periodo de floraciéon corto, de bajo potencial de rendimiento, de madurez mas
uniforme, tallo fuerte y grueso, vainas relativamente altas, largas y suaves a la

coccion (Figura 1).

%r"
‘__,.l’

- ‘\‘Ii’
Tipo | Tipon! Tiponi Tipo W

FIGURA 1. Clasificaciéon de frijol (Phaseolus vulgaris) por habito de crecimiento.

FUENTE: Obrador, 1984.
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Tipo Il. Presentan guia en el tallo principal y las ramas no producen guias,
de mayor potencial de rendimiento, mayor nimero de nudos (11 a 14), tienden a

ser vainas y semillas chicas.

Tipo lll. Son de alto potencial de rendimiento, mayor nimero de nudos y

ramas (12 a 16), de varios colores y tamafos de grano.

Tipo IV. Tienden a trepar, existen de varios colores, con alto potencial de

rendimiento, con 14 a 18 nudos.

Tipo V. De alto potencial de rendimiento, de 16 a 30 nudos, de varios
colores y tamafo de semilla, generalmente en lugares donde llueve bien (Manual

del Participante Produccion Frijol).

TABLA 1. Ejemplos de variedades de frijol por tipo de habito de crecimiento.

Tipo de habito de Variedades
crecimiento

I Bayomex, Canario 107, Flor de Durazno, Negro Perla y
Peruano 87

Il Variedad como Jamapa

Bayo Mecentral, Flor de Mayo, Azufrado, Tapatio, Negro
[l otomi y Negro

\Y Negro puebla, Amarillo, San Francisco, Garbancillo
V Garbancillo Zarco, Rosa de Castilla, Morado de agua y
Cejita

FUENTE: INIFAP, 1993.

1.4. Estructura del frijol

La semilla madura de Phaseolus vulgaris consta de dos estructuras
principales, embrion (Cotiledones) y cubierta de la semilla o testa. En la figura 2

se muestra la estructura de la semilla de frijol (Blancas, 2001).
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a) La testa o0 cascara es la estructura externa que envuelve la semilla y
puede estar constituida por 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 micrépilo y al otro lado se localiza un borde llamado rafe.

COTILEDOMES

EFICOTILO
MICROPILO

PLUMLLA a2 b HILIO
HIPOCATILO R

RADICLLA,

FIGURA 2. Corte longitudinal que muestra la estructura de la semilla de frijol.

FUENTE: D'Antonino, 1993.

La testa tiene como funciones:

% Mantener unidas las partes internas de las semillas.

« Proteger las partes internas contra choques y abrasiones.
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¢+ Servir como barrera a la entrada de microorganismos en la semilla.

% Regular la velocidad de rehidratacion de la semilla, evitando o
disminuyendo posibles dafios causados por las presiones desarrolladas
durante la absorcion.

% Regular la velocidad de los cambios gaseosos (oxigeno y gas carbonico).

“ Regular la germinacion.

b) El embrién consiste de un eje embrionario con dos cotiledones, la
radicula y la plumula, tiene funcion reproductiva con capacidad para iniciar
divisiones celulares y crecer. Se trata de un eje porque inicia el crecimiento en
dos direcciones; hacia las raices y tallo. Generalmente, el eje embrionario es

pequefio con respecto a las demas partes de la semilla.

Los cotiledones son abultados y constituyen el 90% de la masa de la
semilla, exhiben una estructura altamente organizada, contienen células

parenquimatosas unidas por una pared celular distinta (Liu, 1995).

Estas células, contienen granulos de almidon elipticos embebidos en una
matriz proteinica consistente de cuerpos proteinicos esféricos y relativamente
menores que los granulos de almidén, estan rodeados por una membrana

lipoproteica.

1.5. Composicion quimicay valor nutrimental

Respecto a la importancia nutricional, el frijol esta constituido de
carbohidratos, proteinas, lipidos y minerales, entre sus componentes mayoritarios
estan los carbohidratos y las proteinas que son de buena calidad nutrimental,

como se observa en la tabla 2.

Existen pequefias diferencias en su composicién, dependiendo de la
variedad (tabla 3), entre las caracteristicas mas importantes de su composicion

se encuentran las siguientes:
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Carbohidratos: el 57 % de los glucidos esta formado por almidén y el 40%

restante son pentosas, gomas, dextrinas, sacarosa y galactosa.

Una pequeiia cantidad de los monosacaridos estan presentes en forma libre
y el resto se encuentra como componente de glucésidos o como unidades en
varios oligosacaridos o polisacaridos. La D-glucosa, D-manosa, D-galactosa y D-
fructuosa, son los monosacéaridos mas comunes en el frijol (Cornejo, 1993).

TABLA 2. Composicién quimica promedio del frijol.

| Nutrientes | % |

| Humedad | 10.4 |

| Proteinas | 22.6 |

| Lipidos | 1.5 |

| Carbohidratos || 57.6 |
Celulosa 4.73

| Minerales | 3.7 |

FUENTE: James, 1981.

Oligosacaridos: son polimeros de azucar con menos de diez
monosacaridos en una molécula, pueden ser reductores o no-reductores. Los
oligosacaridos no reductores mas abundantes son la rafinosa, estaquiosa y
verbascosa, éstos son importantes por que provocan un mal estomacal conocido

como flatulencia.

La celulosa es el polisacarido estructural que le imparte mayor rigidez y

fuerza al grano (Cornejo, 1993).
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TABLA 3. Composicién quimica de diferentes variedades de frijol.

Especie Agua || Proteina|| Lipidos Carbohidratos Cenizas
% (9) (@) (9)

T [welww]

Frijol rojo
Frijol negro y castafio

FUENTE: D"Antonio, 1993.

La pared celular tiene un papel importante en actividades como la
absorcion, transpiracion, translocacion, secrecion y reacciones de reconocimiento.
En las células del cotiledon encontramos:

% Lamina media, es una zona libre de celulosa y se compone

principalmente de pectina.

+« Pared primaria se forma después de la division celular, antes de que la

célula complete su crecimiento, es una estructura que se expande y se
acomoda durante el crecimiento de la célula.

+ Pared secundaria tiene una alta proporcion de celulosa (Martinez, 2003).

Lipidos: la mayor fraccion la representa los triglicéridos neutros y los
principales acidos grasos saturados presentes en el grano son: palmitico,
estedarico, Yy los acidos grasos insaturados comunes son el oleico, linoleico y
linolénico que son esenciales y por lo tanto de gran valor nutrimental (Méndez,
2002).

Proteina: tiene alto contenido de proteina, es un alimento con un alto
contenido de Lisina. Contiene gran cantidad de proteina soluble, las proteinas son

pobres en aminoacidos azufrados.



P

Phaseolus vulgaris ( §

La composicién de aminoacidos del frijol, maiz, avena y arroz mostradas en
la tabla 4, demuestran que esta leguminosa es de gran importancia en la dieta de
la poblacion, ya que contiene mayor cantidad en lisina a diferencia de los cereales,

sin embargo, se complementan incrementando su aporte nutrimental.

Los estudios indican que la mayor parte de las proteinas del grano son
globulinas (75%) y albuminas (Moreno Pérez, 1995).

TABLA 4. Composicion de aminoacidos de diferentes semillas.

Alimento
Maiz Avena Arroz Frijol
Aminoacidos
(mg /100 mg de
alimento)
Isoleucina 350 526 296 927
Leucina 1190 1012 581 1685
Lisina 254 517 255 1593
Metionina 182 234 150 234
Cisteina 147 372 108 188
Fenilalanina 464 698 342 1154
Tirosina 363 459 226 559
Treonina 342 462 234 878
Valina 461 711 408 1016

FUENTE: FAO, 1970.

El frijol contiene caroteno, vitaminas como: tiamina, riboflavina, &cido
nicotinico (Cornejo, 1993), Niacina y Vitamina Bs. Contiene una gran cantidad de
minerales como: Calcio, Hierro, Cobre, Zinc, Potasio, fésforo y Magnesio (Méndez,

2002). En 100 gramos de frijoles crudos hay cerca de 5 miligramos de vitamina C.
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1.6. Caracteristicas de calidad del frijol (Phaseolus vulgaris)

La calidad de las semillas es una serie de cualidades que deben reunir en
conjunto y no en forma aislada; en general las semillas que poseen alta calidad
presentan alto grado de pureza botanica, bajo contenido de humedad, alta
sanidad, alta viabilidad, alto vigor, bajo nivel de dafio mecanico, buen tamario,
color, buen peso, alto grado de uniformidad, buena apariencia y el tiempo de

coccion.

Una de las principales caracteristicas de la calidad es la germinacién, la
cual se define como la etapa que comprende desde la emergencia y desarrollo de
una plantula, hasta que el aspecto de las estructuras esenciales reflejen su
capacidad para originar una planta normal, bajo condiciones favorables de

temperatura, humedad relativa y luz (Smith y Berjak, 1995).

La germinacion de las semillas, como atributo de calidad, por mucho tiempo
ha sido una caracteristica importante: como unidad de reproduccién, se espera
gue produzcan plantas sanas y vigorosas en campo Yy, para ello, deben germinar.
La méxima germinacion se expresa como porcentaje del total de semillas que
germinan, hecho por el que se le conoce como porcentaje de germinacion o poder
germinativo. La calidad de una semilla se mide como aquella que germina o no,
ya que si no germina pierde su importancia agronomica para los productores
(Camacho, 1994).

Entre los diferentes factores que influyen en la germinacién y vigor de las
semillas se consideran: 1) factores genéticos, 2) efectos de maduracién y tiempo
de cosecha, 3) dafios mecanicos, 4) condiciones de almacenamiento (temperatura
y humedad relativa) y 5) factores intrinsecos (cambios en macromoléculas y
acumulacion de sustancias toxicas). Entre los cambios que ocurren asociados con
el deterioro de semillas y pérdida de germinacion como consecuencia de los
factores anteriores se encuentran: 1) la anormalidad de cromosomas y dafio de

DNA, 2) cambio en la sintesis de RNA y proteinas, 3) cambio en actividad
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enzimatica y reservas, 4) diferencia en actividad respiratoria y produccion de ATP

y 5) alteracion de membranas (Smith y Berjak, 1995).

La calidad del grano también esta asociado a caracteristicas como el
tiempo de coccién, sabor y su valor nutrimental determinados por el contenido de

proteina y su digestibilidad (Pérez, et al, 2002).

Una de las caracteristicas de aceptabilidad mas importante que determina
la calidad de coccion de los granos de leguminosas es el tiempo que se necesita
para suavizarlo durante el proceso de coccion, un ejemplo importante es que en
frijol con buena calidad de coccién adquiere un grado de suavidad aceptable para
el consumidor en un tiempo aproximado de 40 minutos (Martinez, 2003). Esta
caracteristica es muy apreciada por el consumidor ya que tiene repercusiones a
nivel econémico y sensorial, en el caso de, econdmicas porgue a mayor tiempo de
coccion se requiere de mayor combustible para el proceso de coccidon y sensorial
porgue el sabor y textura del grano sufren un deterioro notable (Elias, 1982).

También para mejorar los tiempos de coccion se sabe que el remojo de las
semillas mejora su calidad de coccion, de igual manera si el remojo se realiza con
soluciones salinas de hidroxido de sodio, carbonato de sodio o bicarbonato de
sodio se favorece la absorcion de agua y se reduce los tiempos de coccion
(Martinez, 2003).

1.7. Produccién de frijol en México

México es el cuarto pais productor de frijol del mundo, después de La India,
Brasil y China (Camara de diputados, 2000). El cultivo del frijol junto con el de
maiz, representa toda una tradicidbn productiva y de consumo, cumpliendo
diversas funciones de caracter alimentario y socioeconémico que le han permitido

trascender hasta la actualidad.
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El frijol representa para los productores una fuente importante de ocupacion
e ingreso, a la vez que es una garantia de seguridad alimentaria. El 68 por ciento
de su produccién se destina en forma directa al consumo final, representando una
de las principales fuentes de proteina para amplias capas de la poblacion
mexicana. Asimismo, su consumo es generalizado (SAGARPA, 2000). Por esto,
la importancia de este grano en la dieta actual del pais es fundamental. Se puede
observar en la tabla 5, la produccion de frijol a nivel nacional hasta septiembre de
2006, para los ciclos otofo-invierno (2005-2006) y primavera-verano (2006-2006)
(SAGARPA, 2006).

TABLA 5. Produccion nacional de frijol hasta septiembre de 2006, incluye los
ciclos otofio-invierno (2005-2006) y primavera-verano (2006-2006).

Producto. Produccion
(Toneladas)

FRIJOL 395,532

FUENTE: SAGARPA. Servicio de informacion y estadisticas agroalimentaria y pesquera (SIAP),
con informacioén de las delegaciones de la SAGARPA en los Estados.

El frijol ocupa el segundo lugar en importancia dentro de la superficie de los
diez cultivos principales del pais. La cosecha de frijol, depende de manera
predominante de los volumenes que se obtienen en la superficie de temporal y
cubren aproximadamente tres cuartas partes del total de la oferta nacional de este
producto. La produccién de frijol es muy vulnerable a las condiciones
climatolégicas que prevalecen durante el ciclo productivo, debido a que
aproximadamente el 87% de la superficie destinada a este cultivo se ubica en
areas de temporal. Por lo que la principal limitante en su produccion, la constituye
sin duda la escasa disponibilidad de agua, fendbmeno que se agudiza en regiones
con bajo régimen pluvial (SAGARPA, 2000). En las tablas 6 y 7 se muestran los

principales Estados productores de frijol a nivel nacional.
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TABLA 6. Principales Estados productores de frijol en el ciclo otofio-invierno

2005/2006.
Entidad federativa | Produccion (Toneladas)
Sinaloa 164,781
Nayarit 75,160
Chiapas 28,152

FUENTE: SAGARPA. Servicio de informacién y estadisticas agroalimentaria y pesquera (SIAP),
con informacion de las delegaciones de la SAGARPA en los Estados.

La produccion de frijol esta orientada a satisfacer la demanda de la
poblacién, principalmente el autoconsumo; debido a que esta leguminosa ocupa
un lugar importante dentro de su dieta, por ser uno de los alimentos basicos de los

estratos sociales de menores ingresos de la ciudad y el campo.

TABLA 7. Principales Estados productores de frijol en el ciclo primavera-verano
2006/2006.

Entidad federativa | Produccion (Toneladas)

Zacatecas 22,871
Chiapas 13,135
San Luis Potosi 10,853

FUENTE: SAGARPA. Servicio de informacion y estadisticas agroalimentaria y pesquera (SIAP),
con informacién de las delegaciones de la SAGARPA en los Estados.

1.8. Sistemas de comercializacion de frijol

La comercializacion del frijol se realiza de manera ineficiente desde varias
décadas atras, debido a la falta de informacién y alternativas que plantean los
diferentes mercados regionales, asi como, a la falta de conocimiento relacionado
con los habitos de consumo de nuestra poblacion, la baja calidad en la
presentacion del producto, deficiencia en procesos de transformacién, deficientes
métodos de almacenamiento, la falta de estrategias para una mejor
comercializacion y distribucion del mismo, todo esto repercute negativamente en el

precio pagado al productor por su grano.
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La forma en que se comercializa la mayor parte de la produccion de frijol
(figura 3), es a granel, en costales, sin que tenga alguna clasificacion o limpieza,
ademdas, no recibe un adecuado transporte, almacenamiento y proceso de
transformacion, por lo cual al final de todo el sistema de comercializacion se
obtiene un producto de baja calidad y por ello es castigado via precio (SAGARPA,
2000).

Entre los principales canales de comercializaciéon del frijol en el mercado

nacional se mencionan los siguientes:

1. La venta del grano por parte del productor a los intermediarios locales o

fordneos.
Productor Canales de comercializacion del frijol Consumidor
L Comercio al mayoreo
—1 Intermediario Local w
P Grandes Merc. Reg. Mercado Nacional
g —1 Intermediario Foraneo [ | Central de T. DeA ﬁutostennmo. L Auto
5 Abastos arrotes Consumo
Local Otras Central de Abastos
U | | Asociaciones Agricolas
c Locales N i
T Envasadoras A Granel
(O} Locales
R N
|| Soc. Merc. || | Central de T. Abarrotes
F de Productores | abastos Envasadoras | '
R Foraneas
| En bolsas )
J | Empr. Comerc. L{Consumidor
o) Campesina l Frijol
L En Lata
L ) ) ] Agro. Industria
— Unién Nacional L Empacadoras B
Prod. Frijol. Miscelaneas
Comercio al Menudeo

FIGURA 3. Sistemas de comercializacion del frijol en México.
FUENTE: SAGARPA, 2000.
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2. La venta del grano a asociaciones agricolas locales. Su finalidad es
regular la oferta de este grano, para que de este modo, puedan obtener mejores

precios en el mercado nacional.

3. La venta a través de sociedades mercantiles, integrados por los mismos
productores, constituyen canales de comercializacibn que aun no tienen gran
presencia, debido a los volimenes poco representativos que mueven la compra y
venta del producto (SAGARPA, 2000).

Desde el punto de vista de comercializacion de frijol, hay una gran variedad
de canales por los que se puede adquirir y consumir frijol, la problemética que
ocurre después de la cosecha y durante la comercializacion de los granos es que

es necesario llevar a cabo un adecuado almacenamiento.

1.9. Problemas de deterioro del grano durante el almacenamiento

El almacenamiento es una de las operaciones mas importantes que hay
que cuidar en los granos, ya que las leguminosas se pueden conservar durante
bastante tiempo, sin embargo es recomendable mantener las mas estrictas
condiciones de almacenamiento, ya que el no realizarlas puede provocar su
pérdida y repercutir en la economia de los productores. Un deficiente
almacenamiento (Figura 4) se puede observar en regiones de escasos recursos
econdmicos, principalmente lugares en los que la produccion de frijol se destina
para el autoconsumo y con esto hay pérdidas considerables por el

almacenamiento inadecuado.

Entre las principales causas de pérdidas cualitativas y cuantitativas de las
semillas almacenadas se consideran a los hongos, insectos y roedores, ademas
del excesivo contenido de humedad en la semilla, la alta temperatura y la alta

humedad relativa (Moreno, 1995).
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Una adecuada conservacion de granos y semillas dependen esencialmente
de la ecologia de la region considerada; del tipo de troje, bodega o almacén
disponible; del tipo y condiciones del grano o semilla por almacenar y de la

duracion del almacenamiento.

a)

FIGURA 4. Sistemas de almacenamiento de granos.

a) Troje y b) Bodegas tradicionales.

FUENTE: D'Antonino (1993).

Los factores fisicos mas favorables para el deterioro de granos y semillas
en el almacenamiento, son humedad del grano, temperatura y humedad relativa
(Elias, 1982).

El deterioro de los granos se incrementa mucho mas cuando estos factores
fisicos actian al mismo tiempo y en el mismo sentido; cuando solamente uno de
ellos es favorable, el otro se convierte entonces en un factor limitante en el

proceso que, finalmente determinara la conservacion del grano o semilla.

La humedad es el factor mas importante en la conservacion de los granos,
ya que la disponibilidad de agua es determinante en el desarrollo de los insectos y

de hongos de almacén (Moreno, 1995).
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Las altas humedades relativas, ocasionan que el contenido de humedad en
los granos y semillas se equilibre en porcentajes de humedad muy peligrosos para
Su conservacion, aun tratdndose de cortos periodos de almacenamiento. Por
ejemplo, en 25°C de temperatura y un 75% de humedad relativa en el medio
ambiente, el grano de maiz alcanza con facilidad un equilibrio dinAmico de casi
15% de contenido de humedad. (Ramirez, 1981). Esta condicion contribuye y

acelera el deterioro del grano.

La conservacion de granos y semillas es un problema complicado y dificil
de resolver, debido a la concurrencia de diversos factores que influyen en ella y

gue producen pérdidas durante su almacenamiento.

Los principales factores, en orden de importancia que determinan y

acentuan las pérdidas de los granos que se almacenan son:

» La carencia de almacenes adecuados para el manejo del grano.
» EI alto contenido de humedad e impurezas del grano en el momento de
almacenar.

» La presencia de plagas.

Y

El manejo deficiente de granos o semillas.

» El desconocimiento de los principios de conservacion de granos.

De estos factores, los mas importantes son: la carencia de almacenes
adecuados, el alto contenido de humedad de los granos y la atmosfera de
almacenamiento.

a) La carencia de almacenes adecuados.
El almacén, bodega, bidones, cuescomate o troje (Moreno, 1995), es el

lugar que determina, en gran parte, con que seguridad se conservaran los granos.

Este tipo de construccion, su localizacién y funcionamiento deben ser planeados
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especificamente, atendiendo a las necesidades regionales o nacionales con

respecto al volumen de produccion y a las condiciones climéaticas.

La funcion de un almacén, es proporcionar a los granos toda la proteccion
posible contra los factores adversos del medio ambiente, para garantizar su
conservacion adecuada a corto y largo plazo. El almacén debe proteger a los
granos y semillas de los factores fisicos del medio ambiente, como la excesiva
humedad o las temperaturas extremas que los perjudican, asi como, los factores
bidticos como las plagas de insectos, hongos, bacterias, ratas y aves (Ramirez,
1981).

Ademas al momento de iniciar el almacenamiento es importante la limpieza
del almacén y verificar como llega el grano del campo (Moreno, 1995). Cuando
los granos y semillas se almacenan en bodegas sin proteccién adecuada, no se
asegura la conservacion de la calidad de los granos y de esta manera perdera su

valor econdmico inicial, debido al mal almacenamiento.

La disponibilidad de buenos almacenes y el manejo de los granos es un
factor muy deseable que sin duda disminuye las pérdidas mundiales de granos, y
permite disponer de mayores volumenes alimenticios para las necesidades de la

poblacion.

b) Alto contenido de humedad en el momento de almacenarlo.

Cuando los granos son almacenados con alto contenido de humedad,
automaticamente se predispone a un metabolismo alto y calentamiento excesivo o
espontaneo, debido a su alto rango respiratorio. Entre mas seco se encuentre el
grano almacenado y mas baja sea la temperatura en el almacén, la conservacion

de éste sera mucho mejor.
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Las condiciones ecoldgicas en el area de almacenamiento, tienen una
influencia decisiva sobre los granos que alli se van a depositar, porque este grano
forzosamente tienen que alcanzar un equilibrio de humedad con la humedad

relativa del aire.

El contenido de humedad para almacenar con seguridad al frijol se
encuentra en 11%, y con un 65% de humedad relativa, ya que esta humedad es
limite en la cual los factores bidticos del medio ambiente empiezan a ser

desfavorables a la conservacion del grano almacenado (Ramirez, 1981).

En México, no se ha dado gran importancia al almacenamiento de granos,
ya que un almacén bien equipado tiene costos muy elevados y éste tendria que
ser agregado al valor econdmico de los granos, por ello los granos y semillas en
nuestro pais pueden sufrir pérdidas y deterioro por las condiciones de temperatura
y humedad relativa altas que tenemos en las zonas productoras mas importantes.
Ademas, la carencia de equipo para secar, limpiar y mantener los granos en buen
estado durante su transporte y almacenamiento hacen su conservacion lo mas
desfavorable posible y por lo tanto, vulnerables al ataque por roedores y aves que

merman las cosechas de manera cualitativa y cuantitativa (Moreno, 1995).

C) Atmosfera de almacenamiento.

Los sistemas de almacenamiento tradicionales son en presencia de aire, tal
y como se encuentra en el medio ambiente (Figura 4). El 21% se compone de
oxigeno, el 78% de nitrégeno, el resto son algunos otros elementos quimicos en
menor proporcion. Las semillas son organismos conformados por células vivas
gue respiran para producir la energia necesaria para sus procesos metabdlicos y
requieren la presencia de oxigeno. La presencia de oxigeno en almacén
promueve procesos de respiracion y con ello reacciones bioquimicas de deterioro
que pueden provocar dafio de semillas por la formacion de especies reactivas de

oxigeno, las cuales provocan dafio celular (Ramirez, 1981).

-19-



P

Phaseolus vulgaris ( §

1.10. Estrés oxidativo en semillas

Existen diferentes investigaciones que tratan de explicar el deterioro de
granos y semillas, principalmente leguminosas, en las cuales, se habla del defecto
de Hard to cook (HTC) conocido como endurecimiento a la coccion. Esto se
refiere al defecto en textura de leguminosas ya que se requiere de un tiempo
mayor para lograr suavizar la semilla (Liu, 1995). Algunas teorias involucran y
asocian el endurecimiento a factores como el grado de hidratacion, grado de
coccion, tiempo, temperatura y humedad de almacenamiento, cambios quimicos y
enzimaticos ocurridos en cotiledones durante el almacenamiento (Figura 5). Asi
como también la formacion de pectatos insolubles en la lamina media de la pared
celular, la lignificacion de la lamina media y cambios en los compuestos fendlicos

provocando reacciones entre proteina-lignina (Martinez, 2003).

El deterioro que se pretende explicar con mayor detalle, es el que se
produce en leguminosas por condiciones inadecuadas de almacenamiento, las
que se consideran son: temperaturas superiores a los 20°C, contenidos de
humedad del grano mayor al 12%, humedad relativa mayor a 65%, asi como
tiempos de almacenamiento prolongado. Con estas caracteristicas de
almacenamiento inadecuado y la presencia de oxigeno durante el almacenamiento
se puede inducir el estrés oxidativo, el cual se conoce como aquel proceso en el
gue la presencia de oxigeno puede generar especies reactivas de oxigeno (ERO)
como radicales libres, los cuales, llegan a provocar reacciones de deterioro en los
granos y semillas, este deterioro por presencia de oxigeno termina disminuyendo
la calidad culinaria y nutrimental, asi como, la calidad agronémica de los granos y
semillas respectivamente, haciéndolas un alimento de baja calidad e inviables
para la produccion.
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Altas temperaturas y humedad relativa alta Oxigeno
\ / A
L
Reacciones enzimaticas y no enzimaticas Formacion de radicales libres
M
! ) X
Desnaturalizacién de proteinas Peroxidacion de lipidos c
y E
Deterioro de la membrana celular N
l A
) . . Fuga M
Predomina coagulacion de proteinas g
l / |
Poder germinativo E
Limitada gelatinizacion de almidén N
T
(0]
Duro al cocimiento defecto en semillas de leguminosas

FIGURA 5. Mecanismos de deterioro de semillas provocado por almacenamiento

inadecuado y estrés oxidativo.
FUENTE: Liu, 1995.

Se conocen mecanismos de proteccibn que desechan las especies
reactivas de oxigeno con la finalidad de proteger las células. Entre estos
mecanismos de defensa antioxidante se encuentran los antioxidantes enzimaticos
y no enzimaticos. Las enzimas antioxidantes eliminan el O, y el H,O, evitando
asi la formacién de O, y OH". Esto para mantener el estado redox celular. Entre
las enzimas antioxidantes en la célula se encuentran la superdoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa (POX). Entre los no enzimaticos se
encuentran: vitamina C, a-tocoferol (vitamina E), carotenos y fenoles (Hansberg,
2002), todos estos mecanismos se encargan de proteccién celular contrarrestando

el dafio provocado por ERO.
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1.10.1. Relacion entre radicales libres y estrés oxidativo

Los radicales libres son cualquier especie atbmica o molecular que tenga
uno o mas electrones no apareados, es decir, un numero total impar de

electrones.

Los radicales libres pueden ser derivados de muchos elementos quimicos,
sin embargo, los de mayor importancia desde el punto de vista biologico son los

derivados de hidrégeno, oxigeno, carbono y nitrégeno.

El oxigeno molecular, al sufrir diferentes modificaciones o en el curso de su
metabolismo da origen a radicales. Los radicales de oxigeno se denominan
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Camacho, 1999). Los ERO (radical anién
superoéxido, peréxido de hidrogeno y radical hidroxilo) se forman cuando una
molécula de oxigeno acepta un electrén y se convierte en un radical con carga
negativa, formando el anién superoxido (O2); el segundo producto H,O, no es
realmente un radical, pero su importancia radica en que por captaciéon de un
electron y de un proton puede dar lugar a la formacion de una molécula de agua y
a un radical hidroxilo (OH) (Bohinski, 1998), el cual tiene una alta velocidad de
reaccion con azucares, aminoacidos, fosfolipidos y acidos nucleicos, este
compuesto se encuentra en células normales en concentraciones que pueden
variar de nanomoles hasta cerca de 500 mMolar de su produccién, dependiendo
del sitio donde se produzca y de la célula (Hansberg, 2002).

Los radicales de oxigeno pueden destruir bacterias, lisar células, iniciar la
peroxidacion de lipidos de las membranas, atacar proteinas, inactivar enzimas y
atacar acidos nucleicos (Camacho, 1999). El radical superéxido puede reaccionar
con complejos de metales de transicion Fe-Cu, afectando la actividad de enzimas

gue contienen estos metales (Camarena, 2006).

Dentro de las células se generan ERO, que en condiciones normales son

transformadas en especies de baja reactividad o no dafinas, mediante
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mecanismos antioxidantes. La mitocondria se considera la principal fuente
generadora de ERO, debido a que en la cadena respiratoria siempre se generan
radicales superdxido como subproducto de la actividad de la misma. Existen dos
sitios potenciales de generacion de radicales superoxido en la cadena mitocondrial
de transporte de electrones, estos son al nivel de la NADH deshidrogenasa y al
nivel de la poza de quinonas. El transporte de electrones en la mitocondria
también parece ser la fuente principal de perdxido de hidrégeno citoplasmico via el
O, generado en la cadena transportadora de electrones (Camacho, 1999). EIl
metabolismo celular aerdbico, al utilizar dioxigeno como ultimo aceptor de
electrones en la cadena respiratoria causa inevitablemente la produccién de ERO
(Diaz, 2006).

Existen, sistemas de defensa naturales contra radicales libres dentro de los
sistemas biologicos por ejemplo: enzimas, entre las que se encuentran la
superoéxido dismutasa (SOD), Peroxidasa (POD) y Catalasa (CAT) (Figura 6).

Catalasa
H O + HUO > 2H 0 +10
72 7 22 2 9
2 I]*_ 2|3|L Superaxido Dismutasa 0 0D
7 > 2 2 12
Peroxidasa
H O + 7AH > 2H 0 + 2A
2 7 2

FIGURA 6. Sistema supresor de EROs.

FUENTE: Bohinski, 1998.
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La superoxido dismutasa (SOD), son enzimas que catalizan la dismutacion
del radical anién superoxido (O2) para dar oxigeno molecular (O;) y peréxido de
hidrégeno (H,0,) (McCord y Fridovich, 1969), esta dismutacion puede realizarse a

1

una velocidad de 10° M™* s* (Hansberg, 2002). La SOD se encuentra en la

mitocondria (figura 7) en el espacio formado entre la membrana y la matriz.

Las peroxidasas (POD), que catalizan la reduccién de peréxido de
hidrogeno por diversos donadores de electrones, realizandola a una velocidad del
orden de 10" M* s (Hansberg, 2002). Son proteinas pequefias, ubicuas, que
tienen una cisteina conservada en el sitio activo. La unidad funcional es el dimero,
pero muchas son capaces de agruparse en decameros de dimeros, se encuentran
en concentraciones relativamente altas dentro de las células, algunas se
encuentran en mitocondria y otras en cloroplastos, es aqui donde se degradan
moléculas orgéanicas liberando la energia quimica contenida en sus enlaces
mediante un proceso que consume oxigeno, estas enzimas son activas a bajas

concentraciones de peroxidos (< 0.1 mM) (Hansberg, 2002).

La catalasa (CAT) se encarga de catalizar la descomposicion del peroxido
de hidrégeno que se produce durante la respiracion en H,0 y 0, (Metzler, 1981), en
un orden de 2 a 4 X 10® M s(Hansberg, 2002). Son homotetr&meros u
homodimeros de subunidades de aproximadamente 60 KDa o de 80 kDa. Cada
subunidad contiene una ferro-protoporfirina-IX (hemo b) o derivados del mismo
como caracteristicas estructurales, esta enzima se localiza en peroxisomas y

mitocondrias de las células (Hansberg, 2002).

Si la actividad del sistema enzimatico de defensa es insuficiente o se ve
dafiado, no se lleva a cabo la descomposicion del ERO, o en el caso del perdxido
de hidrégeno, este compuesto se puede ver catalizado por iones metélicos para

formar el ion hidroxilo, que es un radical muy téxico (Berlett y Stadtman, 1997).
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CITOPLASMA
Catalasa
Peroxidasa
SOD

VACUOLA

Peroxidasa

CLOROPLASTOS

Peroxidasa

MITOCONDRIA

PEROXISOMAS

Peroxidasa
SOD

Peroxidasa
SOD

FIGURA 7. Localizacién en la célula de las enzimas de defensa contra la
oxidacion.
FUENTE: Camarena, 2006.

1.10.2. Alteraciones causadas por radicales libres

Si el balance en las células de radicales libres se modifica y los
mecanismos de defensa son alterados, ya sea por incremento de radicales libres o
debilitamiento de los mecanismos de defensa, los radicales libres pueden inducir
reacciones que daflan moléculas de gran importancia biolégica, como son:

proteinas, procesos de sintesis de proteinas, enzimas, lipidos, lisis celular, etc.

1.10.2.1. Peroxidacion lipidica
La peroxidacion lipidica es un proceso en el cual los acidos grasos
insaturados son atacados por radicales libres que provocan la abstraccion de un

hidrégeno, formandose hidroperoxidos.

Los enlaces de las cadenas de los acidos grasos son muy vulnerables a
reacciones con agentes oxidantes fuertes como el peroxido de hidrégeno (H20,),
el radical anidnico superéxido (0.*) o el radical hidroxilo (¢OH). La reaccion de

oxidacioén convierte el 4cido graso en un hidroperoxido (ROOH) (Figura 8).
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Los lipidos mas propensos a la formacién de hidroperoxido son los
presentes en membranas bioldgicas, principalmente los que son ricos en acidos

grasos insaturados (Garcia, et al. 1994).

NS 1y

(Peroxido de hidragenoa *0H ) + C —  HO0—C—C

VRN |

Hidroperaxido ( ROOH ).

Agente oxidante

FIGURA 8. Peroxidacién de acidos grasos insaturados.

FUENTE: Bohinski, 1998.

Para medir el dafio provocado por oxidacion en lipidos, se puede hacer uso
de aquellos métodos que nos ayuden a identificar productos terminales de la
accion oxidante, en este caso, la cuantificacion de malondialdehido (MDA), al ser
este el mas abundante de los aldehidos resultante de la peroxidacion de lipidos
(Pérez, 2000).

Smith y Berjal (1995), mencionan que Koastra y Harrington en 1969 fueron
los primeros en proponer que la oxidacion de membranas es un mecanismo de
deterioro de las semillas, llevando a cabo dicho experimento en semillas de
pepino, el cual lo asociaron al mismo tiempo con la pérdida de la viabilidad de
dichas semillas. La oxidacion puede ser en &cidos grasos poliinsaturados
localizados en membrana plasmatica, y ademas que estas reacciones se pueden
realizar por via de los radicales libres (Wilson y McDonald, 1985). Es por ello que
se puede asociar el deterioro de semillas con el cambio en el contenido de
fosfolipidos, midiendo la formacion de malondialdehido como un producto

secundario de la peroxidacion.
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La peroxidacion de los lipidos es un proceso normal de deterioro de la
membrana, que puede causar a su vez, la oxidaciébn de sus proteinas, éstas
alteraciones tienen efecto sobre la estructura y funcionamiento de la misma. Se
ha demostrado que en semillas de maiz, hay un decremento en fosfolipidos de
membrana que puede ser atribuido a su peroxidacion, asi mismo se encontré que
el malondialdehido (MDA) incrementa con el envejecimiento de semillas de maiz
(Basavarajappa, 1991). Por otra parte, también se encontré que el deterioro en
Soya ocurre via peroxidaciéon de &acidos grasos insaturados de membrana,
incrementando el contenido de MDA con respecto al tiempo y condiciones de
almacenamiento, y al mismo tiempo puede estar asociado con la pérdida de la
viabilidad y vigor (Sung y Chiu, 1995).

El dafio se atribuye a la conversion de los hidréperoxidos de lipidos en
radicales peroxido, los cuales son agentes oxidantes muy reactivos (Bohinski,
1998).

El dafio que ocurre en la integridad membranal posiblemente ocasionada
por la oxidacién de acidos grasos, es posible cuantificarla de manera indirecta
mediante la prueba de conductividad eléctrica, la que nos indica que entre mayor
sea la conductividad eléctrica, existe mayor lixiviacion de electrolitos y por lo tanto,

indica que el deterioro se lleva a cabo en membranas celulares (McDonald, 1999).
1.10.2.2. Dafio en proteinas

Al ser las proteinas las que llevan a cabo la mayoria de las funciones
celulares, es de importancia general el conocimiento del dafio que se produce en
éstas a causa del deterioro. Como lo sefiala Hansberg (2002), el grado de
deterioro de las proteinas de una célula se puede medir detectando carbonilos en
la proteina total purificada, los carbonilos se forman por la oxidacion de la prolina 'y
la arginina en semialdehido de glutamato y por ruptura de la cadena peptidica.
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Muchas proteinas son capaces de sufrir dafio oxidativo, sin que
aparentemente se vea afectada su funcion. Sin embargo, es indudable que las
consecuencias en alteraciones de sus funciones serian en la recepcion y
transmision de sefales, el transporte de iones, la duplicacion y replicacion del
ADN, las respuestas a condiciones de tension y el metabolismo energético
(Hansberg, 2002).

Las proteinas pueden ser atacadas a niveles de sus aminoacidos
susceptibles: cistina, cisteina, histidina, metionina, triptofano y tirosina. Los
efectos fundamentales son: alteraciones directas de la estructura y la funcién,
aceleracion de la protedlisis, asi como del incremento de la funcién enziméatica
(activacion), también los radicales pueden dafiar procesos como la sintesis de
proteina, al actuar sobre la cadena del DNA que codifica la informacion

correspondiente a esa proteina (Garcia, 1994).

Algunas enzimas se inactivan o se activan con el O, y el H,O, cuando

interaccionan con metioninas o cisteinas susceptibles.

Investigaciones reportan que en semillas de maiz hay un 50% en el
decremento de proteinas solubles durante periodos de almacenamiento acelerado,
lo cual puede estar relacionado con la desnaturalizacion de proteinas durante el
almacenamiento, asi como la presencia de aminoacidos libres en el medio de

imbibicion después de un tratamiento de envejecimiento (Basavarajappa, 1991).

Datos experimentales de Sun y Carl (1995) reportan que el cambio en el
contenido de grupos carbonilos en cotiledones y ejes embrionarios de Soya, con
diferentes periodos de almacenamiento es muy bajo, argumentan que los cambios
mas notorios por estrés oxidativo se realizan durante los primeros pasos de la

germinacion.

Entre los métodos analiticos para cuantificar grupos carbonilos

encontramos la fluorescein hidracida o tiosemicarbazida, fluoresceinamina o bien,
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midiendo la incorporacion de tritio después de la reduccién con borohidruro titriado
y la cuantificacion por conjugacion de las entidades carbonilo con 2,4-
dinotrofenilhidrazina, éste Ultimo se realiza espectrofotométricamente (Diaz, 2006).
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CAPITULO Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general. Evaluar el deterioro de frijol provocado por un
almacenamiento inadecuado y la generacion de estrés oxidativo, para determinar

si existe una relacion entre ambos mecanismos sobre la calidad del frijol.

Objetivo particular 1. Obtener frijol deteriorado provocado por
almacenamiento inadecuado para evaluar su calidad mediante el tiempo de

coccion y poder germinativo.

Objetivo particular 2. Evaluar dafios en: membrana celular, lipidos y
proteinas, asi como, la produccion de peréxido de hidrogeno en cotiledones de

frijol deteriorado para determinar la existencia de estrés oxidativo.

Objetivo particular 3. Evaluar el sistema enzimatico de defensa contra el
estrés oxidativo para poder determinar si existe una relacion entre el grado de

deterioro y la actividad enzimatica.

Hipotesis. Durante el deterioro de frijol, provocado por un almacenamiento
inadecuado en presencia de oxigeno debe haber formacidén de especies reactivas
a oxigeno que provoquen estrés oxidativo, el cual genera reacciones de deterioro

que afectan la calidad del frijol.
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CAPITULO Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cuadro metodolégico

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el deterioro de frijol provocado por un almacenamiento inadecuado y la generacién de estrés
oxidativo para determinar si existe una relacion entre ambos mecanismos sobre la calidad del frijol.

>

A 4

\ 4

HIPOTESIS

ACTIVIDADES PRELIMINARES:
Almacenar semillas de frijol con 15% de
humedad en frascos cerrados
herméticamente y  colocados en
incubadoras a una temperatura de 30 °C, el
tiempo de almacenamiento es de 71, 103,
134y 210 dias.

\

OBJETIVO PARTICULAR 1 ]

[ OBJETIVO PARTICULAR 2

Actividades
3.3. Parametros de deterioro.
3.3.1. Tiempo de Coccidn.

3.3.2. Porcentaje de germinacion.

v

] [ OBJETIVO PARTICULAR 3

/Actividades
3.4. Analisis bioquimico.
3.4.1. Escape de electrolitos.
3.4.2. Produccién de H,0,.

3.4.3. Produccién de Malondialdehi

3.4.4. Determinacién de carbonilos.

\

Actividades
3.5. Actividad enzimatica.
3.5.1. Peroxidasa.

do. 3.5.2. Catalasa.

AN

3.5.3. Superoxido Dismutasa.

J

>

l

v
[ RESULTADOS Y DISCUSION ]

v
[ CONCLUSIONES ]
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3.2. Metodologia

Material biolégico

En el presente trabajo se empledé la variedad de frijol Flor de Mayo,
cosecha primavera-verano 2000. El frijol se obtuvo de la Productora Nacional de
Semillas (PRONASE). La muestra fue de 10 Kg., de la cual se empleo 1 Kg., de

frijol para la realizacion de la siguiente investigacion.

Para observar experimentalmente el deterioro de granos de frijol, se
colocaron en almacenamiento inadecuado, semillas con un contenido de humedad
de 15% en frascos de vidrio de 250 ml. con tapa roscada, sellado de tapa con
parafina con una atmosfera de aire (21% de O,). Los frascos se colocaron a una
temperatura de 30°C, por diferentes periodos de tiempo: 71, 103, 134 y 210 dias,
se trabajé un control con contenido de humedad de 15%, el cual tuvo O dias de
almacenamiento. Para cada periodo de almacenamiento se colocaron 3 frascos.

Al concluir dicho almacenamiento las muestras se refrigeraron hasta su uso.

Se ajusto la humedad del frijol a 15% colocandolo en un recipiente con dos
compartimentos y una separacion fisica permeable a la humedad. Se coloc6 en la
parte de abajo una solucion saturada de NaCl y en la parte de arriba se colocaron
las semillas cuidando que estas no se mojaran con la solucién salina y se cerro.

Los recipientes se colocaron en una incubadora a 25°C, durante 15 dias.

3.3. Parametros de deterioro
3.3.1. Determinacién de tiempos de coccién

Remojo de las semillas

Se colocaron 25 semillas de frijol Flor de Mayo en 20 ml. de agua
desionizada, durante 18 horas en una incubadora a 30°C. (Shomer, et al, 1990),

mismas que se ocuparon para determinar los tiempos de coccién.
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Tiempos de coccion
El tiempo de coccién se determiné usando el método de Mattson modificado
(Jackson y Variano, 1981).

El material empleado en este método consta de: 25 varillas, igual nUmero

de pesas (de 200 gramos cada una), una olla y tapa de aluminio (Figura 9).

FIGURA 9. Cocinador Mattson.

Este método consiste en colocar una semilla previamente remojada dentro
de cada depresion del plato y sobre ésta una varilla con una pesa (siendo la varilla
sostenida verticalmente por las perforaciones de los dos platos superiores). Todo
este sistema se colocé en la olla con agua hirviendo, cuidando que las semillas
siempre se encuentren sumergidas en el agua en ebullicion. Cuando las semillas
alcanzan cierta textura son atravesadas por las varillas (Méndez, 2002). Se tomo
el tiempo en que cada varilla perforé la semilla de frijol. Se realizdé un gréafico de
namero de frijoles cocidos contra tiempo, al gréfico se le realiz6 un ajuste

estadistico a una sigmoidea y del grafico se obtuvo el tiempo de coccién medio
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(TCsp) determinado como los minutos en los que el 50% de las semillas de frijol se
cocieron (Figura 10). Las pruebas de coccién de frijol se realizaron por triplicado y

el resultado se expres6 en minutos (Martinez, 2003).
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FIGURA 10. Cinética de cocimiento de frijol.

3.3.2. Pruebas de germinaciéon

Se determind la germinaciéon de semillas de frijol Flor de Mayo (Figura 11),
para lo cual se ocuparon 200 semillas. Se colocaron 50 semillas en una toalla de
papel previamente humedecida y posteriormente se cubrieron con otra hoja de
papel humedo, se enrollaron las hojas de papel para formar un taco, se colocaron
dentro de una bolsa de plastico para mantener la humedad, posteriormente se
incubaron durante 7 dias a 27°C, las evaluaciones se realizaron a los 4 dias

primer conteo y a los 7 dias el segundo conteo, evaluando solamente la
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emergencia de la plantula (Moreno, 1984). Las pruebas se realizaron por

triplicado y el resultado se expresé en porcentaje de germinacion.

FIGURA 11. Germinacion de frijol.

3.4. Analisis bioquimico

3.4.1. Escape de electrolitos

Para determinar el escape de electrolitos, se colocaron 5 semillas de frijol
con testa 0 en su defecto se colocaron sin testa en 20 ml. de agua destilada que
posteriormente se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 30°C. La
cuantificacion se realizd determinando la conductividad del agua de remojo de las
semillas en un conductimetro (Figura 12) marca conductronic (PC45). (Stewart y
Bewley, 1980). La prueba se realizd por triplicado y el resultado se expreso en

uS/cm g de cotiledon.
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FIGURA 12. Conductimetro (Concuctronic PC45).

3.4.2. Produccion de Peroxido de Hidrégeno (H205)

Obtencidn del extracto para prueba
Del frijol almacenado en los frascos con diferentes periodos de
almacenamiento se prepar6 una harina ocupando solamente los cotiledones a los

cuales se les fue retirada la testa.

Se peso6 0.5 g de harina de cotileddn de frijol y con ayuda de un mortero se
homogeniz6 con 5 ml. de acido tricloroacético (20 % v/v), posteriormente se
centrifugd a 14 000 rpm durante 20 minutos, se ocupd una centrifuga Micro-120
Itettich (Sung and Chiu, 1995). EIl sobrenadante se ocupé para determinar MDA y
H,0,.
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Cuantificacion de Peréxido de Hidrogeno (H20,)

El método esta basado en el decremento de fluorescencia de la
escopoletina en presencia de peréxido de hidrogeno y peroxidasa. Se construyo
una curva patron preparando tubos con 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ul de H,O,
1uM, a los cuales se les agregd solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.0,
suficiente para obtener un volumen de 250 pl, luego se adicion6 a cada tubo 250
ul de escopoletina 25 uM y 40 unidades de peroxidasa de rdbano (Sigma, P6140).
Se mantuvo la reaccion durante 5 minutos en agitacion constante con ayuda de un
vortex a velocidad 5 (Vortex Fisher Scientific) y se detuvo con tetraborato de
sodio 0.15 M pH 10.3 (Hildebrandt et al, 1978).

La fluorescencia se determiné en un fluorémetro Vicam V2.0, A EXC 350
nmy A EM 460 nm (Figura 13). La prueba se determiné por triplicado y el

resultado se expresé en Mol de peréxido de hidrogeno / g cotiledon.

FIGURA 13. Fluorémetro Vicam V2.0.
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3.4.3. Produccién de Malondialdehido

La formacion de Malondialdehido (MDA) es el fundamento del conocido
método de medir la peroxidacion lipidica. La mayoria de los aldehidos que
reaccionan con tiobarbittrico (TBA) son derivados de acidos grasos insaturados.
Se tomd6 una alicuota del sobrenadante preparado como se menciona en el
apartado 3.4.2., y se adicion0 una alicuota igual de TBA al 0.5 % en &cido
tricloroacético al 20%, la muestra se calentd a 95°C en una placa de calentamiento
(Multi-blok Heater-2050. Lab-line) durante 30 minutos, posteriormente se enfriaron
las muestras y se centrifugaron a 7000 rpm (centrifuga Micro-120 Itettich) durante

3 minutos para eliminar impurezas.

La cuantificacion de MDA se llevd a cabo determinando la diferencia de
absorbancia a una longitud de onda de A = 532 nm menos la inespecifica a
A = 600 nm de los productos generados después de dejar reaccionar el TBA
durante 30 minutos y usando el coeficiente de extincion molar del MDA (¢ = 155
mM?* cm™) (Heath y Packer 1968; Cafaro, 2005). Para ello se utiliz6 un
espectrofotometro Beckman DU-450 (Figura 14). La prueba se realiz6 por
triplicado y el resultado se expresé en Mol de MDA / g de cotiledon.
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FIGURA 14. Espectrofotometro Beckman DU-450.

3.4.4. Determinacién de carbonilos

Obtencion del extracto para la determinacién de proteina soluble y de

grupos carbonilos.

La extraccion de proteina soluble se realizd, Se homogenizé con un vortex
a velocidad 5 (Vortex Fisher Scientific) 30 mg de harina de cotiledén de frijol con
0.6 ml. de amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7.5 que contenia una mezcla de
inhibidores de proteasas. Al homogenizado se adiciond 0.8 ml de amortiguador
de fosfatos 5 mM, pH 7.5. Los &cidos nucleicos se precipitaron con 2% de sulfato
de estreptomicina, al mezclar el homogenizado con 156 pl de sulfato de
estreptomicina al 10% en 50 mM de HEPES pH 7.2. Se agitdé la mezcla y se
centrifugd a 14 000 rpm por 15 minutos (centrifuga Micro-120 Itettich). Al
sobrenadante se adicion6 156 ul de sulfato de estreptomicina y se centrifugo otra

vez. El segundo sobrenadante se utilizé para determinar el contenido de proteina
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soluble y contenido de carbonilos procedentes de proteinas dafiadas (Sun y Carl.
1995).

Cuantificacion de proteina

Las proteinas reaccionan con los iones cobre en medio alcalino, con la
reduccion del reactivo Fenol-Follin-Ciocalteu (acido fosfomolibdico-fosfotungstico)
por la tirosina y el triptofano. Para determinar el contenido de proteina se
construy0 una curva de calibracion utilizando Albumina Bovina a una
concentracion de 1 mg/ ml como estandar y se leyo en el espectrofotometro a

una longitud de onda de A =750 nm.

La concentracion de proteina se midié6 de acuerdo al método de Lowry
(Becker, 1999) utilizando Albumina Bovina como estandar. Para la construccion
de la curva estandar con 30, 60, 90, 120 y 180 ul de albumina bobina (1 mg/ml), a
los cuales se les agreg6 agua desionizada suficiente para obtener un volumen de
1000 pl, posteriormente se agregd 1000 pl de de reactivo “A” que contiene NaOH
0.8 N, Dodecil sulfato sédico 10%, CuSO4 0.1%, Tartrato de sodio y potasio 0.2%
y Na,CO3; 10%. Después se adiciond 500 ul de reactivo “B” que contiene Follin-
Ciocalteu (1:5). Se dejo reaccionar durante 30 minutos y posteriormente se leyo la
absorbancia a una longitud de onda de A = 750 nm en un espectrofotometro

Sequoia-Turner Modelo 340 con longitud de onda de 420-890 nm (Figura 15).
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FIGURA 15. Espectrofotometro Sequoia-Turner-340.

Determinacion de carbonilos

El contenido de carbonilos de proteinas dafiadas se midio por la reactividad
de éstos con 2,4-dinitrofenilhidracina. Se colocaron 100 ul de extracto de proteina
cruda en tubos de ensayo y se dejé reaccionar con el mismo volumen de 2,4-
dinitrofenilhidracina 10 mM en HCIl 2 M. La reaccién fue colocada por 60 minutos
a temperatura ambiente. Las muestras tratadas con HCI 2 M s6lo se usaron
como control. Al término de la reaccién las proteinas fueron precipitadas con
acido tricloroacético al 10% y se centrifugo a 14 000 rpm por 4 minutos (centrifuga
Micro-120 Itettich). Los pellets se lavaron tres veces con 800 pl de etanol: acetato
de etilo (1:1) para remover impurezas, después se centrifugé a 14 000 rpm por 4
minutos. El sobrenadante fue desechado después de cada lavado. La proteina
fue disuelta en 1.5 ml de Guanidina 6 M en amortiguador de fosfato 20 mM pH 2.5
durante 15 minutos a 37 °C. Se centrifug6 la solucion. La absorbancia se midi6 a
una longitud de onda de A = 366 nm contra la muestra control tratada con HCI 2 M

sin hidracina en un espectrofotometro Beckman DU-450 (Levine et al, 1990).
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El contenido de carbonilos de proteinas se determiné utilizando un
coeficiente de extincién molar de 22 000 M™* cm™.  La prueba se realizé por
triplicado por cada frasco almacenado y el resultado se expresé en Mol de

carbonilos / mg de proteina.

3.5. Actividad enzimética

Obtencidn de extracto enzimatico

El extracto enzimatico se obtuvo de harina de cotiledén de frijol. Se
tomaron 0.3 g de harina de cotiledén y se homogenizé en un vortex a velocidad 5
(Vortex Fisher Scientific) con solucion amortiguadora de fosfatos de potasio 5 mM
pH 7.5. ElI homogenizado se centrifugd a 14 000 rpm durante 10 minutos
(centrifuga Micro-120 Itettich). Se recuper6 el sobrenadante y se guardé en tubos
eppendorf, para ser ocupado en la determinacion de enzimas como: peroxidasa,

catalasa y superoxido dismutasa.

3.5.1. Determinacion de Peroxidasa (POX)

La actividad de la peroxidasa se determiné por el método de Chance y
Maehly (1955). La actividad de la POX se evalu6 mediante la oxidacion del
guaiacol (¢ = 26.6 mM' cm™). La mezcla de reaccion contenia solucién
amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 6.7, guaiacol 50 mM y perdxido de hidrégeno
10 mM. EIl volumen final de reaccion correspondié a 1 ml. Se registraron los
cambios de absorbancia a una longitud de onda de A = 470 nm durante 5 minutos
a intervalos de 5 segundos en un espectrofotometro Beckman DU-450. La prueba
se realizo por triplicado por cada frasco almacenado y el resultado se expreso

como Mol de H,0O, / min. g. cotiledon.

3.5.2. Determinacién de Catalasa (CAT)

La actividad de la CAT se midio6 registrando la desaparicion de H,O; (¢ = 40
mM™ cm™). La mezcla de reaccién consistié en amortiguador de fosfatos 50 mM

pH 7.0, H,O, 30 mM y extracto de prueba. Se prepar6 un blanco de agua
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desionizada y un control de H,O, 30 mM que contenia amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7.0, H,O, 30 mM y agua desionizada. La reaccion se registrd por el
cambio de absorbancia a una longitud de onda de A =240 nm durante 3 minutos,
a intervalos de 20 segundos en un espectrofotometro Beckman DU-450 (Aebi,
1984). La prueba se realizd por triplicado por cada frasco almacenado y el

resultado se expres6 como Mol de H,O, consumido / min. g. cotiledon.

3.5.3. Determinacion de Superoxido Dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD (Misra y Fridovich, 1972) se determind registrando
la auto-oxidacién de la epinefrina a adrenocromo (¢ = 4 mM™* cm™). La mezcla de
reaccion consistio de solucion amortiguadora de carbonatos 50 mM pH 10.2,
EDTA 0.5 mM y epinefrina 12.5 mM (disuelta en HCI 10 mM pH 2.0) para iniciar
la reaccion, el volumen final de reaccion correspondio a 1 ml. Se registraron los
cambios de absorbancia a una longitud de onda de A = 480 nm durante 10
minutos a intervalos de 10 segundos, en un espectrofotometro Beckman DU-450.
La prueba se realizé por triplicado por cada frasco almacenado y el resultado se

expreso en Mol de adrenocromo / min. g cotiledon.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos, se analizaron utilizando la prueba de
comparacion de medias T-student, usando el programa Origin V. 4.0. Todas las
pruebas se realizaron por triplicado, obteniéndose promedio, desviacion estandar

y coeficiente de variacion.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3. Parametros de deterioro

3.3.1. Tiempo de coccion
El tiempo de coccidn y el poder germinativo del frijol constituyen las
caracteristicas mas importantes que determinan la calidad y aceptacion de las
leguminosas por el consumidor. El tiempo de coccion se ve afectado por diversos
factores entre los cuales se encuentran las condiciones de cultivo, cosecha,

manejo poscosecha, asi como, el tiempo y condiciones de almacenamiento.

En el presente trabajo se observd que el tiempo de coccidén del frijol
aument6 en relacién con el grado de deterioro. Es decir, a mayor tiempo de
almacenamiento bajo las condiciones experimentales mayor fue el tiempo de
coccion (Tabla 8). Por otra parte, los TCso de cada periodo de almacenamiento
del frijol deteriorado fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05) al control. A los
71 dias de almacenamiento el grano duplicé su TCso y al cabo de 210 dias lo

aumento 3.4 veces respecto al control aproximadamente.

TABLA 8. Tiempos de coccién (TCsp) de frijol Flor de Mayo almacenado a 30°C

en atmosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano.

Tiempo de
almacenamiento Control
(Dias) 0 71 103 134 210
Tiempo de coccion
T 50 (Min) 63.96 133.68 155.55 197.85 218
+3.7° +8.3° +14° +14.4° +23°

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) .

El incremento en el tiempo de coccibn es considerado una de las
consecuencias de deterioro provocado por factores como la humedad del grano,

humedad relativa del ambiente, temperatura y tiempo de almacenamiento (Elias,
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1982), por lo tanto, se puede concluir que el almacenamiento inadecuado si
provoco la disminucion de la calidad culinaria del frijol y bajo las condiciones de

almacenamiento, se obtuvieron materiales con diferente grado de deterioro.

3.3.2. Porcentaje de germinacion

Una vez que se observo que el almacenamiento inadecuado afecto la
calidad de coccidon del frijol, se procedi6 a observar que relacién tenia con la
germinacion, como otro parametro para evaluar el deterioro de las semillas. El
almacenamiento inadecuado provoco la pérdida de la germinacion de las semillas
(Tabla 9). A mayor tiempo de almacenamiento el porcentaje de germinacion

disminuyo hasta perderse totalmente a los 210 dias de almacenamiento.

Las semillas pueden ser capaces de germinar y originar nuevas plantas,
aun cuando no estan maduras. Sin embargo, por un inadecuado almacenamiento
se puede inducir la activacion del metabolismo provocando procesos bioquimicos-
fisiologicos que generan productos toxicos capaces de dafar las semillas hasta

lograr la pérdida de su poder germinativo (Camacho, 1994).

TABLA 9. Efecto del almacenamiento inadecuado sobre la germinacion del frijol
Flor de Mayo almacenados a 30°C en atmadsfera de aire y con 15% de contenido

de humedad del grano.

Tiempo de
almacenamiento Control
(Dias) 0 71 103 134 210
Germinacion (%) 100° 85.3° 40.7° 44 0°

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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Por lo tanto, los resultados de tiempos de coccion y germinacion indicaron
gue el almacenamiento prolongado bajo las condiciones de almacenamiento
utilizadas en este trabajo (30°C, presencia de aire y humedad del grano de 15%)
se consideran factores intrinsecos que provocaron el deterioro de la calidad del
frijol Flor de Mayo, reflejado en la pérdida del poder germinativo e incrementando

sus tiempos de coccidn.

Una vez obtenidos los materiales deteriorados, se procedi6 a evaluar si

habia generacion de estrés oxidativo en ellos.

3.4. Analisis bioquimico
3.4.1. Escape de electrolitos

La determinacion de escape de electrolitos tiene la finalidad de observar el
posible dafio o cambios que ocurren en la organizacion de las membranas
celulares, ya que la membrana celular controla el transporte existente del interior
al exterior de la célula o viceversa para mantener un equilibrio. Por otra parte, se
habla de dafio en membranas porque, se ha reportado que la integridad de las
membranas celulares estd determinada por los cambios bioquimicos
deteriorativos, que son cuantificables en forma indirecta a través de la lixiviacion
de electrolitos mediante la prueba de conductividad eléctrica. Cuando la
conductividad eléctrica aumenta se considerada indicativo de dafio en membranas

celulares (Powell, 1988).

En primer lugar, se determind la conductividad eléctrica en cotiledones sin
testa, es decir, se trabajo con el cotiledon de la leguminosa y lo que se observo
fue que aumentod 1.6 veces en los primeros 71 dias de almacenamiento, mientras
que a los 210 dias se incrementd 4.58 veces con respecto al control (tabla 10), lo
que indica que existen membranas celulares dafiadas en los cotiledones del frijol

Flor de Mayo.
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TABLA 10. Escape de electrolitos de cotiledones de frijol Flor de Mayo
almacenado a 30°C en atmoésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del

grano.
Escape de electrolitos (uS cm™ g?)
Tiempo de
almacenamiento Control
(Dias) 0 71 103 134 210
Cotiledones de 449.32% | 753.86° | 1177.12° | 1513.02° | 2061.0 7°

semilla sin testa

Semilla con testa 224.17% | 328.17° | 391.35° | 353.88°° | 1005.33¢

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

Por otra parte, al relacionar la conductividad de los cotiledones de frijol con
el tiempo de almacenamiento se encontré una correlacién positiva (r> = 0.97) con
el tiempo de almacenamiento (figura 16). Esto refuerza la existencia de una

relacion directa entre el deterioro del frijol y el dafio en membranas celulares.

Con el objetivo de corroborar en cual de las estructuras del de frijol (testa o
cotiledon) se observaba el dafio, se procedi6 a determinar la conductividad
eléctrica del frijol con testa. En estas muestras se observé que la conductividad
eléctrica aumento6 1.4 veces a los 71 dias y a los 210 dias de almacenamiento 4.4
veces con respecto al control, es decir, se observdo un aumento similar a los
cotiledones sin testa, pero el valor absoluto de conductividad del frijol con testa fue
aproximadamente la mitad con respecto a los cotiledones (cotiledones sin testa).
Lo que posiblemente estd ocurriendo es que en el espacio que hay entre los
cotiledones y la testa se encuentra la diferencia de electrolitos que no salen y que
se estan cuantificando en cotiledones sin testa, por lo tanto, la testa funciona como
una barrera en la salida de electrolitos, por que el dafio se esta generando en el

cotiledon.
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FIGURA 16. Dafilo de membranas de frijol Flor de Mayo almacenado a 30°C en
atmosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano.

Esto es algo que se esperaba porque en otros trabajos se ha demostrado
que el dafio por almacenamiento inadecuado ocurre en cotiledones (Blancas, 2001
y Méndez, 2002), pero se necesitaba corroborar para definir como se trabajara el
grano. Para los experimentos posteriores se procedid a ocupar solo la parte del
frijol que sufria deterioro, como es el caso de los cotiledones y seguir con los

objetivos planteados.
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3.4.2. Produccién de H-»0,

Se cuantificé el contenido de perdxido de hidrogeno (H,O;) en cotiledones
de frijol Flor de Mayo con la finalidad de observar si durante el deterioro de los
cotiledones se induce tensién oxidativa, teniendo como un parametro de
comparacion las concentraciones de agua oxigenada reportadas para granos y
semillas frescos que indican que pueden variar de nanomoles hasta cerca de 500
mM, dependiendo del sitio donde se produzca y de la célula o tejido (Hansberg,
2002). Las concentraciones de peréxido de hidrogeno presentes en cotiledones
de frijol Flor de Mayo que se muestran en la tabla 11, se encuentran dentro del
rango normal que enuncia Hansberg (2002) y Sagisaka (1976) indica
concentraciones de milimolares son niveles no aceptables en la célula, pero lo
interesante es que van en aumento en los granos secos, en relacion directa (r* =
0.97) con el tiempo de almacenamiento (Figura 17), alcanzando un incremento de
6.8 veces a los 210 dias comparados con el control. Por otra parte, también
Hansberg (2002) consideran que concentraciones de peroxido de hidrogeno entre
10 a 100 uM pueden ser toxicas para las células, siempre y cuando éste
compuesto sea generador de radicales libres, como es el caso del radical hidroxilo
y éste sea ocupado en reacciones de deterioro transformandose en un riesgo para
las leguminosas. Por lo antes mencionado, se puede concluir que la presencia de
peréxido de hidrégeno en los cotiledones es un riesgo ya que puede generar parte

de los compuestos capaces de provocar el deterioro.

Posteriormente el frijol deteriorado de cada periodo de almacenamiento se
colocé en remojo (imbibicién) durante 18 horas a 30°C con la finalidad de observar
lo que posiblemente pudiera ocurrir con el perdoxido de hidrégeno durante las
primeras horas de imbibiciébn. Se observdé que a medida que el tiempo de
almacenamiento aumenta, la concentracion de peroxido de hidrégeno disminuy6
5.5 veces con respecto al control, posiblemente esto se deba a que durante la
imbibicion se incrementa el metabolismo por el inicio de la germinacion y se
reblandecen tejidos, ocurre la activacién de enzimas y las sustancias de reserva

se transforman en sustancias mas simples (Brandbeer, 1992). Esto las hace mas
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susceptibles a dafio por radicales libres y la transformacion de estos radicales por
la actividad de enzimas en donde el peroxido de hidrégeno puede servir como
sustrato y por lo tanto, disminuye la concentracién del agua oxigenada durante la

imbibicion.

Por otra parte, en los cotiledones control embebidos, se obtuvo la mayor
concentracion de perdxido de hidrégeno, esto podria deberse a que es mas facil
de cuantificar por su alta solubilidad, aunque también, cabe mencionar, que
durante las primeras etapas de imbibicidon se produjo un incremento de actividad
metabolica que pueden generar mayor acumulacion de este compuesto dentro de

los tejidos, pues se pueden generar en la cadena respiratoria.

TABLA 11. Concentracion de peréxido de hidrogeno en frijol Flor de Mayo

almacenado a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del

grano.
Peréxido de hidrégeno (H,02) (mM. g cotiledén™)
Tiempo de
almacenamiento Control 71 103 134 210
(Dias) 0
Secos
0.7642 2.481° 3.576° 4.093¢ 5.230¢
Remojados
6.432% 6.400% 3.440° 4.026° 1.155¢

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05)

Algo importante que se observo fue que este compuesto a través del tiempo
de almacenamiento fue disminuyendo, una posible explicacién de la disminucién
de peroéxido de hidrégeno en cotiledones remojados podria ser que el perdxido de
hidrogeno se va perdiendo por difusion en el agua de remojo, pero al cuantificarse
en donde disminuyé en mayor cantidad, es decir, a los 210 dias de deterioro, se
encontré una concentraciéon de 1.127 mM de H,O,. g cotiledén™ en el agua de

remojo, es decir, que la suma de las dos determinaciones (agua de remojo y
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extracto a 210 dias) es menos de la mitad de perdxido de hidrégeno que se
encuentra en cotiledones secos, por lo que podemos decir que no toda el agua
oxigenada se pierde por difusién, en el agua de remojo, sino que el peréxido de
hidrogeno es usado como sustrato o se transforma en compuestos toxicos. Pues
se sabe que el agua oxigenada es poco reactiva, sin embargo, es un compuesto
gue es sustrato para enzimas antioxidantes y ademas puede ser transformado en
radicales hidroxilo y el id6n hidroxilo, los cuales son capaces de reaccionar con
compuestos como lipidos o aminoécidos. Estas reacciones sobre tejidos vegetales
se llevan a cabo si el sistema de defensa antioxidante falla y sobreviene la muerte

celular, que trae como consecuencia el deterioro (Prochazkova, et al. 2001).

a = 0.02157
b =0.9943
r2=0.9725

peroxido de hidrégeno
(mM de peréxido de hidrégeno / g cotiled6n)

0 —
-50 0 50 100 150 200 250

Tiempo de almacenamiento (Dias)

FIGURA 17. Concentracion de peroxido de hidrégeno en frijol Flor de Mayo
almacenado a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del
grano.

3.4.3. Produccién de Malondialdehido

La lipoperoxidacion, es un proceso de oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados via radicales libres, el cual se considera por Wilson y McDonald

(1985) como la base de la pérdida del poder germinativo y viabilidad.
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En cotiledones secos de frijol se observd que el contenido de MDA
aumentd, pero en concentraciones muy pequefias y que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes materiales deteriorados (Tabla
12). Posiblemente esto se deba a que durante el almacenamiento bajo las
condiciones trabajadas, la peroxidacion de lipidos es muy lenta, pero se da, pues
se ha reportado que la primera causa de oxidacion de lipidos es el envejecimiento
de las semillas generado por el alto contenido de humedad del grano, asi como ,
elevadas temperaturas de almacenamiento (Wilson y McDonald, 1986). Al mismo
tiempo Smith y Berjak (1995) concluyeron que es necesario combinar elevadas
temperaturas y alta humedad relativa para observar cambios significativos de
lipoperoxidacion. Las condiciones mencionadas anteriormente, fueron las
condiciones de almacenamiento usadas en este trabajo, por lo tanto, podemos

decir que si hubo lipoperoxidacion en cotiledones deteriorados.

TABLA 12. Concentracion de Malondialdehido en frijol Flor de Mayo almacenado

a 30°C en atmaosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano.

Lipoperoxidacién (uM de MDA. g cotiledén™)

Tiempo de
almacenamiento Control
(Dias) 0 71 103 134 210
2144 214.12 218.2a 219.92 236.672
Secos
Remojados 192.47% | 199.53%° | 205.26% | 226.24%° | 241.92°

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

Ademas, en frijol embebido (Tabla 12) se observé que para el periodo que
corresponde hasta los 103 dias de almacenamiento no hay diferencia
estadisticamente significativa en los contenidos de productos de lipoperoxidacion
con respecto al control, mientras que a los 134 dias de almacenamiento aumenté
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17.5% y a los 210 dias aumentd 25.7% el contenido de estos productos y son

diferencias estadisticamente significativas con el control.

Stewart y Bewley (1981) reportaron que el MDA es soluble en agua y sobre

todo en las primeras etapas de germinacion de semillas de Soya.

Por lo tanto, se puede pensar que durante la imbibicién de frijol, se
llevaron a cabo reacciones de lipoperdxidaciéon con mayor facilidad, ya que el agua
que entra en los cotiledones facilita el movimiento de sustancias susceptibles a
reaccionar como son las ERO. Esto seria una posible explicacion al aumento en
la lipoperoxidacion cuando se remojan los cotiledones, cabe aclarar también, que
se solubilizan agentes antioxidantes (Badui, 1999), los cuales disminuyen la
velocidad de reacciones de oxidacion, pero si estos agentes antioxidantes son
dafados durante el almacenamiento, no existe un adecuado sistema de defensa

contra el deterioro por ERO y se produce la oxidacion.

T T T T T T T T T
250 - —
240 - .
8§ 5 -
§ g 230 - —
D > ]
7)) 220 - —
8 o ]
E E 210 - .
§E ]
T 200—_ a =0.03161 ]
8 190 - b=175.43 ]
. r2 = 0.956
180 — —
T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

Lipoperoxidacion (micro M MDA / g cotiledén)

FIGURA 18. Efecto de la lipoperoxidacion en la estabilidad de la membrana
durante la imbibicidon de frijol Flor de Mayo almacenado a 30°C en atmdsfera de
aire y con 15% de contenido de humedad del grano.
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También es posible que durante las extracciones de muestra el MDA en
cotiledones embebidos sea mas facil de ser extraido, mientras que en cotiledones
secos se dificulta su extraccion y cuantificacion, pero la lipoperoxidacion ya

sucedi6 durante el periodo de almacenamiento.

Con el objetivo de obtener una prueba que nos ayude a elucidar si el
deterioro se produjo en membranas celulares, se determind la relacién existente
entre la lixiviacion de electrolitos y la lipoperoxidacion, y se observé en la figura 18
una correlacién positiva (r? = 0.95) mostrando un incremento en conductividad en
funcién directa con el incremento de la peroxidacion de lipidos. Esto nos lleva a
reforzar la idea de que si existi6 dafio en membranas celulares por

lipoperoxidacion.

3.4.4. Determinaciéon de carbonilos

La determinacion de proteina oxidada se realiz6 mediante la determinacion
de grupos carbonilos cuantificados por la reaccién con 2,4-dinitrofenilhidrazina. Se
reportd la presencia de grupos carbonilos que indicaron modificaciones en las
cadenas laterales de las proteinas, producto de la oxidacion, provocado por dafio
en lisina, argininas, prolinas o treoninas ocasionada posiblemente por las ERO
(Diaz, 2006).

Al determinar el dafio por oxidacion en proteinas de cotiledones secos de
frijol Flor de Mayo se pudo observar el incremento en el contenido de grupos
carbonilos, este incremento fue del doble a los primeros 71 dias de
almacenamiento y 5.19 veces mas a los 210 dias con respecto al control (tabla
13). Se encontré6 una correlaciéon positiva (r°=0.988) entre el tiempo de
almacenamiento y el contenido de grupos carbonilo de proteinas solubles (Figura
19). Esto nos sugiere que se llevd a cabo dafio oxidativo de proteinas durante el
almacenamiento inadecuado y que puede estar involucrada en el deterioro del

frijol.
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TABLA 13. Proteina dafiada en frijol Flor de Mayo secas y embebidas,
almacenado a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del

grano.
Proteinas oxidadas (umoles de carbonilos mg proteina™)
Tiempo de
almacenamiento
(Dias) 0 71 103 134 210
Secos 4.46° 9.26" 12.92° 17.0¢ 23.18°
Remojados 11.85% 14.25" 19.34° 15.58" 23.75"

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

Por otra parte, se observé una diferencia estadisticamente significativa,
tanto en cotiledones secos como embebidos, con respecto al incremento de
grupos carbonilos a los diferentes tiempos de almacenamiento, lo cual indica que

el deterioro de proteinas se esta llevando a cabo.

Con respecto al dafio oxidativo en proteinas durante la imbibicion se
observé que la hidratacion incrementa la acumulacion de grupos carbonilos, pues
en frijol control se cuantific6 11.85 umoles de carbonilos. mg. proteina™ misma
concentracibn que se observd en cotiledones secos a los 103 dias de
almacenamiento. Pero a los 210 dias tanto los cotiledones secos como los
embebidos llegan a la misma concentracidbn de carbonilos. En cotiledones
embebidos aumentd el doble de carbonilos con respecto a las muestras control,

mientras que en cotiledones secos aumento 5 veces.
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FIGURA 19. Contenido de carbonilos de proteinas solubles de frijol Flor de Mayo
almacenado a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del
grano.

El grado de dafo oxidativo en proteinas es ocasionada por reacciones de
proteinas con las ERO y al mismo tiempo el dafio en membranas o peroxidacion
de lipidos de membranas genera reacciones en cadena que posiblemente
provocan dafio oxidativo de proteinas (Diaz, 2006). De lo anterior podemos
concluir que el grado de deterioro que se observo en cotiledones de frijol Flor de
Mayo tiene una relacion directa con la concentracion de grupos carbonilos
cuantificados. Por lo tanto, la oxidacion de la estructura de las proteinas se llevo

a cabo durante el almacenamiento, tanto en muestras secas como embebidas.
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3.5. Actividad enzimatica
3.5.1. Peroxidasa
El comportamiento del sistema supresor de especies reactivas de oxigeno
se cuantific0 mediante la actividad de las enzimas Peroxidasa, Catalasa y
Superoxido Dismutasa con el objetivo de conocer de que manera influye el
almacenamiento inadecuado y el estrés oxidativo sobre estos mecanismos de

defensa.

La actividad de la peroxidasa en frijol no embebido mostré un decremento
al aumentar el tiempo de almacenamiento. En la tabla 14 se observa que durante
los primeros 71 dias de almacenamiento el decremento de la actividad no es
estadisticamente significativa con respecto al control, sin embargo a los 103 dias
de almacenamiento la actividad de la peroxidasa decrece un 31.7 % con respecto
a los cotiledones control, esta pérdida sigue hasta llegar a decaer la actividad un
57% a los 210 dias de almacenamiento, siendo estos decrementos

estadisticamente significativos.

TABLA 14. Actividad de la peroxidasa en frijol Flor de Mayo secas y embebidas,

almacenado a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del

grano.
Peroxidasa (mM de H,O, min™ g cotiledén™)
Tiempo de
almacenamiento Control
(Dias) 0 71 103 134 210
Secos 16.00? 15.89° 10.92° 8.72° 6.88¢
Remojados 17.84% 13.82° 12.09° 7.44° 4.82°

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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Los cotiledones embebidos muestran un mismo comportamiento en
actividad enzimética que los cotiledones secos, en ambas decae la actividad de la
peroxidasa, sin embargo, en embebidas la disminucion de la actividad es mas
rapida y muestra una diferencia estadisticamente significativa entre todos los

tiempos de almacenamiento.
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FIGURA 20. Actividad de la peroxidasa en frijol Flor de Mayo almacenado a 30°C
en atmosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano.

Para los primeros 71 dias de almacenamiento la actividad de la enzima en
cotiledones embebidos decae un 22.53%, hasta llegar a 72.98 % en el decremento
de la actividad de la enzima a los 210 dias de almacenamiento, presentando
una correlacién positiva (> = 0.95) entre el tiempo de almacenamiento y el
decremento de la actividad de la enzima (Figura 20). Esta disminucion en la
actividad puede deberse a un posible dafio de la proteina provocado por

oxidacion.
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3.5.2. Catalasa

La actividad de la Catalasa en frijol Flor de Mayo a diferentes tiempos de
almacenamiento inadecuado mostré6 un decremento tanto en cotiledones secos,
como en embebidos. En la tabla 15 se muestra que la actividad de catalasa
disminuy6 a los 134 dias de almacenamiento 1.87 veces. También se pudo
observar que en el ultimo periodo de almacenamiento la actividad no disminuyé,
observandose una ligera recuperacion de la actividad enzimatica a los 210 dias
gue puede deberse a que el contenido de humedad de los cotiledones a los 134
dias de almacenamiento es menor que los otros tiempos de almacenamiento,
posiblemente los contenidos de humedad mayores permiten que la actividad
enzimatica sea mayor, mientras que a contenidos de humedad menores esta
actividad puede disminuir. Los contenidos de humedad de frijol Flor de Mayo se

presentan en el anexo 1.

TABLA 15. Actividad de Catalasa en frijol Flor de Mayo secas y embebidas,
almacenado a 30°C en atmoésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del

grano.
Catalasa (uM de H,O,. min™ g cotiledén™)
Tiempo de
almacenamiento Control
(Dias) 0 71 103 134 210
Secos 129.5% 132.3% 127.05° 69.03" 87.85°
Remojadas 208.42% | 151.34° | 149.19® | 97.86° 98.7%

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

En cotiledones embebidos es mayor la actividad de catalasa pues en
muestras control la actividad aumenté 60.9% con respecto a las semillas control
secas. Esto puede deberse a que, durante la etapa de imbibicibn se aumenta la

actividad metabdlica incluida la actividad enzimatica.
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Por otra parte, al comparar la actividad de catalasa en cotiledones
embebidos control con los deteriorados tuvo un decremento de 27.14% a los 103
dias de almacenamiento y a los 210 dias 52.6% de decremento en su actividad.
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FIGURA 21. Actividad de Catalasa en frijol Flor de Mayo almacenado a 30°C en
atmosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano.

Las semillas embebidas muestran una correlacién (r? = 0.85) con respecto
al grado de deterioro del frijol, lo que nos esta indicando que el deterioro del frijol si

afecté la actividad de la catalasa (Figura 21).

3.5.3. Superoxido dismutasa

Como puede observarse (tabla 16), la actividad de la superéxido dismutasa,
enzima capas de dismutar el superdoxido (O;) en agua oxigenada y oxigeno
molecular pierde actividad a medida que el tiempo de almacenamiento se
incrementa. En la tabla 16 podemos verificar que el almacenamiento inadecuado
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reduce la actividad de la SOD en cotiledones secos en un 25.7 % a los 71 dias de
almacenamiento y 77.6 % a los 210 dias con respecto al control, encontrando una
correlacién positiva para este comportamiento (r* = 0.95) con el grado de

deterioro (Figura 22).

TABLA 16. Actividad de la SOD en frijol Flor de Mayo secas y embebidas,
almacenado a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del

grano.

Superéxido Dismutasa (SOD) (uM de adrenocromo min™ g cotiledén™)

Tiempo de
almacenamiento
(Dias) 0 71 103 134 210
Secos 71.522 53.07° 48.70%° 27.62¢ 15.98°
Remojadas 46.90° | 49.09° | 29.80° 28.19" 33.88°

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

El efecto de la imbibiciobn sobre la actividad de la SOD no muestra un
comportamiento constante pues mantiene su actividad hasta los 71 dias de
almacenamiento y luego empieza a decaer hasta los 210 dias de almacenamiento
en la cual ya no recuperd su actividad. Si comparamos los cotiledones control
observamos que la actividad en cotiledones embebidos es 1.5 veces menor que

en secos.

Stewart y Bewley (1980), reportaron que durante la imbibicion de semillas
de Soya, en ejes embrionarios la actividad de la SOD se increment6 durante las
primeras 5 horas de imbibicién y sugieren que el incremento de la SOD puede
representar una forma de recuperacion del sistema de defensa ante el efecto del
almacenamiento y envejecimiento. Lo cual puede estar ocurriendo con la SOD de
frijol Flor de Mayo, ya que durante la imbibicion presenta etapas en las que se
mantiene la actividad y luego tiende a recuperarse (Figura 22).
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FIGURA 22. Actividad de SOD en frijol Flor de Mayo secas y embebidas,
almacenado a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad del
grano.

Como se puede observar el sistema enzimatico de defensa contra especies
reactivas de oxigeno mostrd, bajo las condiciones de almacenamiento
inadecuado, que la actividad de las enzimas disminuy0, tal es el caso de la
peroxidasa que llega a decaer hasta un 72.9% su actividad con respecto a la
obtenida en el control. La catalasa de la misma forma decae su actividad 52.6%
comparado con el control, asi también la actividad de la SOD disminuyo 77.6%.
Durante la imbibicién la actividad de estas enzimas también decrecio, pero la
imbibicion favorecié a la catalasa que mostré un ligero incremento de actividad con

respecto a las semillas no embebidas.

El decremento de la actividad del sistema enzimatico de defensa,

peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa puede deberse a que las enzimas
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sufren dafio por oxidacién provocado por estrés oxidativo, la cual se incrementa

con el deterioro del frijol.

McDonald (1999), reporté que los cambios fisiologicos que ocurren durante
el deterioro de las semillas en especial de cacahuate hay decremento de actividad
de enzimas como: catalasa, superoxido dismutasa y peroxidasa, asi como
también, en alubias la actividad de la superdxido dismutasa incrementa su

actividad.

También en semillas de arroz, Kar y Mishra (1975), reportaron que la
actividad de la catalasa decrece con el deterioro, sin embargo, la actividad de la
actividad de peroxidasa incrementa, posiblemente esto ocurre por tratarse de
diferentes semillas y ademas de las condiciones a las que se someten dichas

sellas, ya que el deterioro no es igual en todos los granos.

Otra posible explicacion de la disminucion de la actividad del sistema
enzimatico, puede ser la presencia de radicales libres generados por peréxido de
hidrogeno. Lo anterior se puede inferir de la figura 23, en donde se puede
observar una correlacion positiva en el decremento de la actividad de la
peroxidasa con respecto a la acumulacién de peréxido de hidrégeno (r* = 0.869)
(Figura 23 A).

En la actividad de la catalasa no se encontré una buena correlacion (Figura
23 B), pero si se observé que la actividad disminuy6 con el grado de deterioro, es

decir, que a mayor grado de deterioro la actividad fue menor.

Conociendo el mecanismo de la enzima SOD que es la que genera el
peroxido de hidrogeno se puede observar que hay una correlacién positiva entre
la acumulacion de peroxido de hidrégeno y el decremento de la actividad de esta
enzima (r? = 0.93) (Figura 23 C) con lo que podemos decir que posiblemente no

todo el perdxido de hidrogeno que se esta acumulando lo genera la SOD, si no

-63 -



P

Phaseolus vulgaris ( §

gue la generacion de este compuesto es de los procesos propios del metabolismo,
asi también podemos observar que concentraciones elevadas pueden inhibir la
actividad de ésta enzima como lo indica Camarena (2006) que indica que el
peréxido de hidrogeno puede inactivar enzimas oxidando los grupos tiol, e indica
dos enzimas que se inactivan como son la Cu-Zn superoxido dismutasa y la Fe-

superoéxido dismutasa.

El incremento de agua oxigenada en las semillas puede observarse que no
es controlada por las enzimas de defensa y por ello la existencia del dafo
provocado posiblemente por estrés oxidativo que es reflejado en la oxidacion de
lipidos, dafio en proteinas por acumulacion de grupos carbonilos, asi como, el

dafio que posiblemente ocurre en membranas celulares.
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FIGURA 23. Efecto de la acumulacion de peroxido de hidrégeno sobre la
actividad de la POX, SOD y CAT en frijol Flor de Mayo secas, almacenado a 30°C
en atmosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano.
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CONCLUSIONES

El almacenamiento inadecuado representado por las condiciones bajo
estudio en frijol Flor de Mayo generd el deterioro de su calidad culinaria y
agronomica, pues provoco el aumento del tiempo de coccion y la pérdida de la

germinacion del frijol.

Durante el almacenamiento inadecuado se generd la produccién de
peroxido de hidrogeno compuesto capaz de generar una serie de reacciones que
promueven la produccidn de especies reactivas de oxigeno que conducen al

deterioro de la calidad del frijol Flor de Mayo.

El deterioro provocado en la calidad del frijol Flor de Mayo fue el siguiente:

Dafio en membranas celulares determinado por un incremento en la
conductividad eléctrica debida a la lixiviacion de electrolitos, también, se encontré
una relacién directa con la oxidacién de acidos grasos, cuantificada como

acumulacion de MDA, que ocurre por consecuencia de la presencia de ERO.

Ademas se observé la existencia de dafio de proteinas en cotiledones de
frijol deteriorado, por la acumulacion de grupos carbonilos que son productos de
reacciones de oxidacion, durante los diferentes periodos de almacenamiento

inadecuado del frijol Flor de Mayo.

Todos estos resultados mostraron que si se generd estrés oxidativo en

frijoles deteriorados.

Por dltimo, encontramos que el deterioro del frijol afectdé el sistema
enzimatico de defensa antioxidante (CAT, POX y SOD), pues la actividad de éstas
enzimas disminuyé en relacion directa con el tiempo de almacenamiento

inadecuado.
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ANEXO 1.- Contenido de humedad de semillas de frijol Flor de Mayo

almacenadas a 30°C en atmésfera de aire y con 15% de contenido de humedad

del grano.

El contenido de humedad se determind mediante el método de secado por
estufa (ISTA, 1993).

Contenido de humedad

Tiempo de
almacenamiento
(Dias) 0 71 103 134 210
13.91 + 14.57 + 12.49 + 14.28 +
H dad (¢ 14.79 +
umedad (%) e 0.39a 0.32a | 0.47ba | 0.57ba

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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ANEXO 2.- Contenido de proteina de frijol Flor de Mayo almacenado a 30°C en
atmosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano, en extracto para

proteina dafiada.

Proteinas solubles (mg proteina /g cotiledén)

Tiempo de
almacenamiento
(Dias) 0 71 103 134 210
Secos 130.72 158.9° 158.3° 150.7%° 143.1%
Remojados 134.2% | 132.68%® | 154.8" | 138.0%° 88.6°

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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ANEXO 3.- Contenido de proteina de frijol Flor de Mayo almacenado a 30°C en
atmosfera de aire y con 15% de contenido de humedad del grano, en extracto para

actividad enzimatica.

Proteinas solubles totales (mg proteina /g Cotiledédn)

Tiempo de
almacenamiento
(Dias) 0 71 103 134 210
Secos 145.72 132.3% 114° 128.22 101.93°¢
Remojados 141.22 161.32 153.62 149.22 112.1°

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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