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I. INTRODUCCION

El frijol, es un cultivo tradicional en México que se siembra en todas las regiones
agricolas del pais, ademas es un alimento tipico de la comida mexicana y
reconocido a nivel mundial.

Su consumo en México abarca todos los estratos sociales, especialmente, las
clases media y baja debido a su relativo bajo costo y su valor nutritivo. El frijol es
una fuente de carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, ademas de tener un
contenido bajo en grasas. Sin embargo también contiene factores anti
nutricionales y cierta toxicidad que limitan su aprovechamiento, estos
inconvenientes son eliminados mediante la coccién, este proceso, ademas, facilita
su digestibilidad y suaviza la semilla. El tiempo que tarda el frijol en adquirir estas
caracteristicas se denomina tiempo de coccion (en las variedades que se
comercializan actualmente son superiores a 60 min), el tiempo de coccién ademas
esta asociado con el consumo de combustibles, la integridad de las vitaminas y
demds nutrientes termolabiles; por lo tanto si el tiempo de coccion del frijol es
menor, entonces se consumira menos combustible en el proceso y los nutrientes
del frijol estaran mas integros.

Actualmente, se busca desarrollar variedades mejoradas con adaptaciones
especificas como resistencia a enfermedades, ciclo biolégico corto y grano de
mejor calidad comercial y culinaria. Entre estas dos Ultimas lineas de
investigacion, se considera el tiempo de coccién ya que en buena parte determina

la preferencia del consumidor. Para producir variedades de frijol con bajos tiempos



de coccion es necesario conocer los factores genéticos que lo determinan. Se ha
encontrado que sometiendo los frijoles a un proceso de remojo previo a la
coccion, éstos se suavizan mas rapidamente, acortando asi el tiempo que tardan
en cocinarse. A la fecha, no se conoce el mecanismo por medio del cual el remojo
produce este efecto. Sin embargo, estudios previos, de nuestro laboratorio,
sugieren que durante el remojo del frijol, los polisacéaridos de la pared celular se
modifican por accién enzimatica (Blancas 2001, Mendieta 2009; Ibafiez 2009),
resultando en una pared celular mas laxa. Aparentemente, las enzimas de pared
celular mas importantes en este proceso son la ramnogalacturonasa y la

B-D-glucanasa (Rg-asa y la Glusa, respectivamente), lo cual se deduce de la
cuantificacion de azucares constitutivos de la fraccion de pectina realizado en
nuestro laboratorio recientemente (Martinez et. al. Articulo en preparacion) el cual
muestra una disminucidon notable de ramnosa en la pectina extraida de las
semillas remojadas con respecto a las semillas secas (ver tabla 1). Para
corroborar que estas enzimas participan en la modificacién de los polisacaridos de
la pared celular durante el remojo, es necesario determinar su actividad especifica
en un numero mayor de genotipos de frijol y correlacionarlo con la magnitud del
efecto benéfico del remojo, previo a la coccion. Por lo anterior, en este trabajo se
propone determinar la actividad de las polisacaridasas antes mencionadas y los
tiempos de coccion de los diversos materiales. A los resultados se les aplicara un

tratamiento estadistico para conocer la correlacién entre estos parametros.



[I. ANTECEDENTES.

2.1. Importancia del frijol en México.
El frijol es una planta originaria de Mesoamérica (que incluye México), la cual se
viene cultivando desde hace alrededor de 8 mil afios, desarrolldndose durante ese
tiempo una diversidad de tipos y calidades de frijoles. Se considera que en total
existen alrededor de 150 especies, aunque en México estas ascienden a 50,
destacando las cuatro especies que el hombre ha domesticado, como son el
Phaseolus vulgaris L. (frijol comun), Phaseolus
coccineus L. (frijol ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol comba) y Phaseolus
acutifolius Gray (frijol tepari). En nuestro pais, las especies mas importantes. en
cuanto a superficie sembrada y produccién, son las dos primeras (SAGARPA
20009).
Por su gran importancia econdmica y social, el frijol es un producto estratégico
dentro del desarrollo rural de México, ya que ocupa el segundo lugar en cuanto a
superficie sembrada nacional y representa ademas la segunda actividad agricola
mas importante en el pais por el nimero de productores dedicados al cultivo
(SAGARPA 2009). Es asi, que como generador de empleo es relevante dentro de
la economia del sector rural.
Asimismo, es un alimento fundamental en la dieta de la poblacién mexicana, sobre
todo para las clases mas desprotegidas del pais, ya que junto con el maiz
constituye la fuente principal de proteinas para dicho sector, pues tiene acceso

limitado a la carne en la dieta diaria. Adicionalmente, la importancia ancestral de



su cultivo en el campo mexicano radica también en que forma parte de la cultura
gastronOmica de nuestro pais, por lo que posee una gran demanda a nivel

nacional. (SAGARPA 2009).

2.2.  Nutrientes del frijol

El frijol es una rica fuente de proteinas e hidratos de carbono, ademés de ser una
buena fuente de vitaminas del complejo B como son la niacina, la riboflavina, el
acido félico y la tiamina. Igualmente proporciona hierro, cobre, zinc, fésforo,
potasio, magnesio, calcio y ademas tiene un alto contenido de fibra. También es
una excelente fuente de &cidos grasos poli insaturados, no contienen grasa
saturada y proveen de importantes nutrientes tales como fibra, calcio, hierro, &cido
félico y potasio. Ademas el frijol es un alimento de bajo indice glicémico por lo que
proporciona energia durante periodos mas prolongados de tiempo al ir liberando

lentamente glucosa al torrente sanguineo.

Tabla 1. Composicion media del frijol
Abundancia en 100g de frijol

Energia 322 Kcal
Proteinas 21.8¢
Grasas 259
Carbohidratos 55.4¢
Tiamina 0.63 mg
Riboflavina 0.17 mg
Niacina 1.8 mg
Calcio 183 mg
Hierro 4.7 mg

(Tabla tomada de: http://www.anhidro.com/?seccion=6)
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2.3. Caracteristicas del frijol (Phaseolus Vulgaris L)
El frijol es una planta herbacea anual que se desarrolla en climas templados.
Tiene una raiz tipica con nodulos bacterianos del género Rhizobium, fijadores de
nitrogeno atmosférico. El tallo varia de corto y robusto a rastrero y esbelto. Las
flores con forma amariposada y normalmente hermafrodita, son de color rojo,
blanco, lila, etc. Y estan agrupadas en racimos (Garcia, 1994). El frijol también
llamado judia, alubia, habichuela, poroto, etc. Es el fruto de la planta, contenido en
una vaina o legumbre (ejote) colgante, recta o arqueada comprimida, que se abre
en dos valvas, para dar lugar a las semillas que son de forma variable,
generalmente reniforme, mas o menos comprimidas algunas veces redondeadas o
esféricas y cilindricas. Se distinguen numerosas variedades de frijol como amarillo,
blanco, negro, etc., entre los cuales se encuentran incontables hibridos (citado en

Blancas, 2001).

2.4. Inconvenientes para el consumo de la semilla.
No obstante sus beneficios, la semilla presenta ciertas restricciones para su
consumo debido a que contiene anti nutrientes como inhibidores de: proteasas,
tripsina y amilasas. Ademas contiene lectinas, fitohemaglutininas, &cido fitico,
taninos y poli fenoles condensados, éstos ultimos se unen a proteinas resultando
en una protedlisis insuficiente, y por tanto en un menor aprovechamiento de la
proteina. Presenta ademdas factores de flatulencia por la presencia de
oligosacaridos no digeribles y ciertas proteinas. (Linder, 1995; Macrae et al.,
1993). Se ha demostrado en cerdos que las dietas a base de cereales (como el

maiz, sorgo y arroz) se pueden complementar con frijol (cocido), logrando un
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mejor crecimiento de los animales, ya que la proteina que contienen los cereales
como el maiz (que es el mas empleado para la engorda de ganado) es pobre en
lisina y triptéfano. Estos aminoacidos los aporta la proteina del frijol obteniendo asi
una proteina de buena calidad (contiene todos los aminoacidos esenciales)
(Bressani y Elias 1974). Sin embargo, otros estudios utilizando en la dieta de
cerdos el frijol crudo demuestran que los animales disminuyen su peso corporal
(debido a los factores anti nutricionales de la semilla cruda). Aunque algunos de
estos factores adversos se pueden eliminar remojando 24h la harina del frijol en
presencia de cal activada al 4% m/v (B Ruiz Sesma, 2009), el aprovechamiento
de los nutrientes aun se ve disminuido. Por lo que el beneficio del frijol se da
Unicamente en el frijol cocido, lo cual resulta muy costoso si se quiere utilizar el
frijol para engorda de ganado. Una posible solucion seria generar variedades de
frijol que puedan ser utilizadas tal cual salen de la planta o bien, que todos los
efectos toxicos y anti nutricionales puedan ser eliminados mediante tratamientos

mas econodmicos (por ejemplo con el remojo en agua o en agua con cal).

2.5. Procesamiento del frijol.
Las semillas crudas de frijol presentan una excesiva dureza lo que las hace
dificiles de masticar, ademas presentan mal sabor, factores anti nutricionales y
toxicos; para su consumo, las semillas tradicionalmente, son sometidas a un
proceso de remojo (8-16 horas en agua fria) y posteriormente a un proceso de
coccion. Ambos tratamientos, modifican la micro estructura de la semilla de

manera tal que se obtendra un grano suave y agradable al paladar.
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2.6. Proceso de remojo.
El remojo de la semilla, suele ser usado para hidratarla y suavizarla, con el fin de
disminuir su tiempo de coccion. El remojo también reduce el contenido de
sustancias toxicas en la semilla y por otro lado disminuye la contaminacion
superficial de ésta. El tiempo necesario de remojo varia entre cultivares y
condiciones de almacenamiento; sin embargo, de manera tradicional, las semillas
de frijol, son remojadas toda la noche por un periodo de 8-16 horas, en agua fria.
Durante la imbibicidn, la semilla absorbe agua a través de la testa, seguida por la
penetracion en los cotiledones. Tras el proceso de remojo, se dan cambios en la
semilla, como aumento de volumen, hidratacion de los granulos de almidon,
solubilizacion de compuestos hidrosolubles de la pared celular y por consiguiente

cambios en la dureza de la semilla (Macrae, et al., 1993; Blancas 2001).

2.7. Proceso de coccion.

El tratamiento térmico, incrementa la suavizacion del cotiledén, mejora el sabor, e
inactiva enzimas y factores toxicos intrinsecos de la semilla; asi también aumenta
la digestibilidad de las proteinas de la semilla y adquisicion de caracteres
sensoriales agradables.

Los granos enteros pueden ser cocinados en agua a ebullicién o a vapor; siendo
mas comun el hervido a fuego lento, hasta obtener el grano con una suavidad y
sabor deseados.

Durante la coccion, en la semilla ocurrirdn los mayores cambios estructurales,
pues las altas temperaturas generan difusion libre de agua dentro de la célula,

pérdida de turgor e incremento de la suavidad del tejido por separacion de las

13



células y solubilizacion de la lamela media, lo anterior resulta en dafios mecanicos,
estallido celular, gelatinizacion del almidén, desnaturalizacion de proteinas: y por
ultimo provoca la pérdida generalizada de la firmeza (Waldron, 2003).

Debido a que la composicion quimica y la estructura de la pared celular son
determinantes en los cambios fisicoquimicos inducidos por el tratamiento térmico
al que se somete la semilla del frijol durante el tratamiento térmico, en la siguiente

seccion se describen algunas generalidades de la pared celular.

2.8. Lapared celular

2.8.1 Funcion y estructura.

La principal funcion de la pared celular es dar rigidez, forma y tamafio; pero
también es capaz de facilitar y regular el crecimiento celular y su division en tejidos
expandidos, ayuda en el transporte intercelular, protege al protoplasto de dafio
ambiental, brinda proteccidén contra microorganismos extrafios, previene la difusién
de iones y agua en el exterior de la membrana celular, sirve como un medio de
comunicacién entre células, forma canales para la circulacion de fluidos y puede
actuar como estructura de almacenamiento (Pefia y Garcia 1995; Cosgrove,
2006; Waldron, 2003).

En la pared celular de las plantas superiores, se distinguen de manera general dos

diferentes regiones conocidas como lamela media, y pared primaria. (Figura 1).
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PARED CELULAR

Figura 1. Pared celular

(Tomada de: http://upload.wi kimedia.org)

La lamela media forma una capa intercelular amorfa entre las paredes celulares de
células adyacentes; su funcion es mantener unidas a las células vegetales
individuales y se compone principalmente por pectinas cuyas funciones son
determinar la porosidad de la pared celular y entre otras servir como receptor de
moléculas que emiten sefales para desarrollar respuesta a organismos
patdgenos, insectos o simbidticos (Pefa y Garcia, 1995).

La pared celular primaria es un estructura delgada que se forma cuando la célula
esta en crecimiento, rodea al protoplasto e incluye a la membrana plasmética;
mientras que la pared celular secundaria, se encuentra entre la pared primaria 'y la
membrana celular y no es producida por todas las plantas, siendo mas comudn en
células vegetales maduras que han dejado de crecer. Estas paredes, suelen ser
mas gruesas y generalmente forman patrones de espirales, redes o anillos debido

a que suelen acumular un mayor contenido de ligninas (Carpita y Mc Cann, 2000).
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Las paredes celulares primarias, estan formadas por diversas moléculas como
carbohidratos, proteinas, lignina, agua, iones y moléculas inorganicas; mientras
que en lo que respecta a su organizacion espacial, se distinguen principalmente
dos fases: la fase micro fibrilar y la fase amorfa o matriz de polisacaridos
(Cosgrove, 2005). La fase micro fibrilar esta constituida por celulosa, y la matriz se
encuentra formada por dos tipos de polisacaridos: las sustancias pécticas y las
hemicelulosas; esta fase también contiene pequefias cantidades de proteinas
estructurales y cataliticas, compuestos fenodlicos, agua y minerales; ademas de
que los polisacaridos que suelen constituirla, pueden variar entre el tipo de célula 'y

la especie de la planta (Carpita y Mc Cann, 2000; Cosgrove, 2005).

2.8.2. Polisacaridos de la pared celular.

Los principales polisacaridos de la pared celular se han agrupado en tres grandes
categorias: celulosas, pectinas y hemicelulosas; éstos Ultimos se encuentran
asociados a proteinas y compuestos fendlicos.

La celulosa es el mas abundante y mejor conocido polisacérido presente en
plantas; siendo el principal responsable de la rigidez estructural de las paredes
celulares por su estabilidad y naturaleza cristalina y micro fibrilar. Es una molécula
lineal constituida por B-D-glucosa, unidas con enlaces glucosidicos en posicion 3
1-4, mismos que se unen formando micro fibrillas o un haz paralelo de cadenas,
las cuales pueden mantenerse juntas y estables por formacion de enlaces internos
de puentes de hidrégeno (Lodish et al, 2005; Cosgrove, 2005).

Las pectinas constituyen un grupo heterogéneo de polisacaridos que se

encuentran principalmente en la lamela media y en la pared celular primaria de
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plantas dicotiledoneas (Brett y Waldron, 1990), y que de manera caracteristica
contienen azucares acidos como el acido galacturonico y azucares neutros como
ramnosa, arabinosa y galactosa. Las pectinas son los polisacaridos mas solubles
de la pared celular, ya que pueden ser extraidos con agua caliente, acidos diluidos
0 agentes quelantes de calcio (como el EDTA y CDTA) (Cosgrove 2006).

En la pared, las pectinas son grandes y complejas moléculas compuestas por
diferentes dominios de polisacaridos, que se cree pueden estar unidos por enlaces
covalentes o no covalentes (Cosgrove 2006)

Algunos dominios de polisacéaridos pécticos como el homogalacturonano, poseen
una estructura relativamente simple. Este polisacarido también llamado é&cido
poligalacturénico, es un polimero de (1-4) a-D-acido galacturénico (Cosgrove,
2006).

Dentro de otro dominio también se encuentra el ramnogalacturonano | (RGI), el
cual es un esqueleto largo de residuos alternados de (1-4) a-D-acido galacturonil y
(1-2)-0-D-ramnosil. Esta molécula es muy grande y a su cadena principal se
encuentran unidas grandes cadenas laterales de otros polisacaridos como
arabinanos y galactanos (Waldron, 2003). Otro polisacarido péctico considerado
de mayor complejidad y altamente ramificado es el conocido como
ramnogalacturonano Il (RGIl), el cual contiene un esqueleto de
homogalacturonano decorado con cadenas laterales que comprenden al menos
diez diferentes azucares en un complicado patron de enlaces. Aunque RGI y RGII
tienen nombres similares, ellos poseen diferentes estructuras. Las unidades de
RGII forman dimeros a través de enlaces de di esteres de borato, asociacién que

contribuye al buen mantenimiento de la resistencia y estructura de la pared

17



celular. Se ha visto que la carencia de estos dimeros, conduce a un mayor
hinchamiento de la pared, incrementando su porosidad y debilitamiento de su
estructura (carpita y Mc Cain 2000; Cosgrove, 2006).

Las hemicelulosas estan presentes tanto en paredes celulares primarias como
secundarias y su presencia se ha comprobado en un gran numero de semillas,
entre las que estan el maiz, la soya y el frijol comun. Representan la fraccion de
azucares neutros que son extraidos de paredes celulares despectinizadas, con
alcalis fuertes en concentraciones de 2 a 4 M de NaOH o KOH (Brett y Waldron,
1990; Cosgrove, 2005).

Las hemicelulosas se encuentran presentes en forma de diversos polisacéaridos,
entre los que estan los xiloglucanos, los xilanos, los arabinoxilanos, los
glucomananos, los mananos, galactomananos y glucuromananos. Siendo los
xiloglucanos, las hemicelulosas de mayor presencia en paredes celulares
primarias de plantas dicotiledéneas (Carpita y Mc Cain, 2000; Waldron, 2003).
Actualmente, se presume que las hemicelulosas juegan un papel importante
dentro de los mecanismos modificadores de la arquitectura de la pared celular,
pues se ha visto que algunas clases de hemicelulosas forman extensas redes de
puentes de hidrogeno entre ellas mismas, con las pectinas y con las regiones
externas de las micro fibrillas de celulosas, lo que puede repercutir en la
plasticidad de las paredes, en la resistencia a la tension y en los procesos de la

elongacion y la extension de ésta durante su crecimiento (Waldron 2003).
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2.8.3. Proteinas en la pared celular.

Ademas de azucares, en la pared celular, se encuentran una importante cantidad
de proteinas las cuales pueden ser de naturaleza estructural o enzimatica. Las
proteinas estructurales de la pared celular han sido divididas en tres clases
principales, proteinas ricas en prolina, proteinas ricas en glicina y proteinas
conjugadas con pequefos oligosacaridos que dan lugar a las glicoproteinas,
mismas que a Su vez son ricas en un aminoacido poco usual como la
hidroxiprolina. Dentro de éste ultimo grupo, se localizan las extensinas, que son la
familia de proteinas de la pared celular mas estudiadas (Cosgrove, 1997).

Por otro lado, las proteinas enzimaticas también estéan distribuidas a lo largo de la
pared celular; su localizacion especifica y su asociacion con otros componentes de
la pared aun no se encuentra bien esclarecida. Muchas de estas enzimas parecen
ser proteinas solubles, ya que son extraidas por solventes acuosos. La mayoria
estan involucradas con modificaciones en la arquitectura de la pared, porque
hidrolizan componentes importantes de ésta. Es decir participan en procesos
importantes durante la vida de la célula como en su crecimiento, durante la
elongacion o expansion de estructuras como tallo, raiz, hojas o frutos, actian en
fendmenos como maduracion y senescencia de frutos, abscision en hojas y otros
organos, aparte de intervenir en la etapa de germinacion en semillas. Las enzimas
localizadas en la pared celular incluyen en general actividades de sintasas,
transferasas, peroxidasas, invertasas e hidrolasas (Srivastava, 2002; Minic y
Jouanin, 2006) siendo éstas ultimas las de mayor interés para fines de éste

trabajo.
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La degradacion de los polisacaridos de la pared celular es dependiente de la
accion de numerosas enzimas. Fry (2004), clasifica a éstas enzimas dentro de tres
grupos: exopolisacaridasas, endopolisacaridasas y otras hidrolasas que no entran
dentro de la clasificacion de los dos primeros grupos. Las exopolisacaridasas
inciden directamente sobre las ramificaciones o sustituciones de las cadenas
laterales, liberando asi monosacaridos y en ocasiones disacaridos. Las
endopoliscaridasas atacan directamente en la cadena principal del polimero, en
cualquier posicion, dentro de ésta. Estas enzimas, tras su accion, tienen un
inmediato y grande impacto sobre el peso molecular del polisacarido. Las
hidrolasas del tercer grupo, pueden romper algunas sustituciones que no son
carbohidratos unidas a diversos polisacaridos como grupos O- metil, O- acetil, O-
feruloil, entre otros (Minic y Jouanin, 2006). Debido a que los polimeros de la
pared celular son muy heterogéneos y complejos, el espectro de actividades
enzimaticas que se pueden encontrar es muy amplia, pudiéndose encontrar las
actividades de endo y exo para muchos casos.

Dentro de las enzimas que se consideran re-modeladoras de pared celular se
encuentran las endoglucanasas, xilanasas, pectinasas, pectin metil esterasas,
xiloglucan endotransglicosidasas/hidrolasas, dentro de las mas importantes
(Cosgrove, 1997).

Para el caso de las enzimas hidroliticas que atacan directamente a la fraccion de
hemicelulosas, se reconocen aquellas que atacan a los polisacaridos propios de
estas es decir a los xiloglucanos, xilanos y arabinoxilanos.

Las principales enzimas hidroliticas responsables de modificaciones en

hemicelulosas son la endo-B-D glucanasas (también conocidas como celulasas)
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que rompen los enlaces (-(1,4) de la cadena de glucano en los xiloglucanos y
también de la celulosa no cristalina. (Minic y Jouanin 2006).

Las endoglucanasas especificas para xiloglucano (xiloglucan endo-
transglicosidasas/hidrolasas. (XHTs), pueden exhibir ambas actividades de
hidrolasas o endotransglicosidasas. Estas parten la cadena de un xiloglucano
donador, liberando fragmentos con extremos reductores y los vuelve a unir a otro
oligosacarido aceptor. (Minic y Jouanin, 2006).

Endoxilanasas, Endo-3-(1,4) xilanasas que rompen endoliticamente el esqueleto
de xilano en las cadenas de arabinoxilano. Finalmente, las Glicosidasas que
hidrolizan mono y disacéaridos de extremos no reductores de oligo o polisacaridos

de cadenas principales o sustituyentes.

2.9. Antecedentes inmediatos del proyecto.

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la abundancia de ramnosa es
menor en las pectinas extraidas de frijol remojado que en las pectinas extraidas de
frijoles sin remojo (Tabla 2, Martinez et. al articulo en preparacion). Dado que el
ramnogalacturonano constituye uno de los dominios de la fraccion de pectina, la
disminucién de ramnosa se interpreté como una disminucion en el peso molecular
de este dominio. También en nuestro laboratorio se demostr6 que el peso
molecular de la fraccién de hemicelulosa disminuyé discretamente (Ibafiez, 2009).
Por otro lado, se ha demostrado que los cambios en los polisacaridos de pared
celular son debidos a la accién de polisacaridasas, por lo que en este trabajo se

planted explorar la posibilidad de que las enzimas que hidrolizan polisacéridos de
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la pared celular podrian constituir algunos de los factores bioquimicos que
participan en la calidad de coccion del frijol. En este trabajo se cuantifico

la actividad de la ramnogalacturonasa y de la glucanasa, (una pectinasa y una
hemicelulasa respectivamente), y se analizé la posible relacion con la disminucién
en el tiempo de coccion del frijol. Asi mismo se realizaron pruebas con frijoles
remojados y posteriormente secados al vacio a fin de determinar si el efecto
observado sobre el tiempo de coccidén era unicamente debido al efecto fisico de

hidratacion de la semilla.

Tabla 2.- Abundancia de azUcares en pectinas extraidas de frijoles con
dos tratamientos

ug/ mg de pectina
Azlcares AU RAM XIL ARA GLU GAL
Cultivares
SEM s/rt 136*2 139° 244° 409° ND 73"
FMrem*  124° 34° 222° 374° 16" 230¢
“‘BM s/r 204 103° 282° 372¢ 9" 29"
BM rem 179° 43° 135f 3549 12" 277
11-2626 sir  205° 74° 251° 422" 43" 5"
11-2626 238" 43° 241° 310° ND 165'
rem

1Sin remojo, 2remojado, °Flor de mayo, *Bayo mecentral
*Diferente letra entre tratamientos, indica diferencia significativa (p<0.05)
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lIl. OBJETIVO E HIPOTESIS

3.1.

3.2.

Objetivo.

Conocer la relacion entre los niveles de actividad de las enzimas,
Ramnogalacturonasa y Glucanasa, con la magnitud del efecto benéfico del
remojo, en el tiempo de coccién del frijol

Se pretende determinar si la disminucion observada en los tiempos de

coccion es debida o no Unicamente al efecto de hidratacion de la semilla.

Hipotesis.

Si la actividad de las enzimas estudiadas, se incrementa durante el remojo
del frijol con la misma magnitud que disminuye el tiempo de coccién de los
mismos, entonces existira una relacion entre estos dos factores.

Si el tiempo de coccion de las semillas secas, es mayor que el tiempo de
coccion de las semillas remojadas y posteriormente secadas (a una
humedad similar a la de las semillas secas), entonces, podremos atribuir
dicha disminucion a factores distintos al simple efecto fisicoquimico de la

hidratacion de la semilla.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Determinacién del tiempo de coccion de frijol
El tiempo de coccién fue determinado con un “cocinador Mattson“(figura 2) el cual
consta de un soporte con 25 pocillos dentro de los cuales se colocan las semillas
de frijol, sobre cada una de las semillas, se coloca una varilla metalica y sobre
ésta una pesa de 200 g. Este sistema se introduce en una olla con agua a
ebullicion y se registra el tiempo en el que cada varilla va perforando una a una las
semillas, hasta que el total de semillas son perforadas. Con estos resultados se
construy6 una grafica de porcentaje de frijoles cocidos contra tiempo de coccion.
Considerando que las 25 semillas utilizadas son el 100 % de las semillas a
cocinarse, se calculd por interpolacion el tiempo que tarda en cocerse el 50 % de

los frijoles (TCso).

Figura 2. Cocinador Mattson
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4.2. Preparaciéon de la semilla
Al frijol, seco o remojado durante 16 horas, con ayuda de una pinza y una navaja,

se le removio la testa y el eje embrionario.

4.3. Obtencion de harina
Los cotiledones sin eje embrionario ni testa fueron triturados en una licuadora en
seco, hasta que toda la harina obtenida pas6 por un tamiz de 80 micras.
Posteriormente, esta harina fue homogenizada con nitrégeno liquido y triturado en
un mortero. Finalmente se obtuvo la harina que se empled para realizar la

extraccion de las enzimas.

4.4. Preparacion del extracto enzimatico
La harina del cotiledon del frijol (1g) se homogeniz6 con 15 mL de buffer de
acetato de sodio 50 mM (pH= 5.5) conteniendo 1mM de CaCl, Posteriormente, se
centrifugé a 10000 rpm y el precipitado se resuspendié en 10 mL de buffer de
acetato de sodio 50 mM (pH= 5.5) conteniendo 1.0 M de NaCly 0.2 mM de PMSF,
se colocé en agitacion constante durante 1.5 h a 4 °C. El homogenizado se
centrifugd a 15000rpm a 4 °C. El precipitado fue descartado y el sobrenadante se
dializ6 en tres ocasiones, utilizando una membrana para diélisis de MWCO de 6 a
8 KDa (previamente activada con EDTA 0.01 M a ebullicion durante un minuto y
luego enjuagada en agua) una hora cada una, en 4 L de buffer de acetato de sodio
50 mM (pH = 5.5) a 4 °C. El extracto dializado fue centrifugado a 15000 rpm a 4 °C

y el sobrenadante se utilizé para realizar los ensayos de actividad enzimatica.
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4.5. Determinacion de proteina

Se utilizé el método de Lowry et al. (1951). En un tubo de ensaye se colocaron
50uL de extracto enzimatico de pared celular, 1 mL de solucién C (conteniendo
Na,CO3 2 %, NaOH 0.4 %, tartrato de sodio y potasio 0.16 % y SDS 1% que
constituyen la solucion A; y CuSO, - (5H20) 4 % que es la solucion B, mezcladas
en una proporcion 100:1) y agua destilada c.b.p.1.35 mL. La reaccion se incubo a
temperatura ambiente por 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se agregaron

100 pL de reactivo de Folin, se agitd e incubd nuevamente a temperatura
ambiente por 30 minutos para desarrollar color. Este se leyd en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 660 nm. El valor de absorbancia se
interpol6 en una curva patron que se realizé con una solucion estandar de
seroalbumina de bovino (SIGMA, A4503) dentro de un intervalo de 0-100 pg / ml.

A continuacion se muestra la gréafica patron.
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Gréfico 1. Curva patron de proteina

Para generar la curva patron de proteina, se realizaron al menos 3 repeticiones de

cada punto, se promediaron, se graficaron y se determino la ecuacién de la recta

4.6. Ensayo de glucanasas
Se realiza mediante una adaptacion del método descrito por Suda and Buckerdge
et al. (2003). En un tubo de 10 mL se realizé la mezcla de reaccién conteniendo,
0.12-0.25 mg de proteina dependiendo de la variedad, 200 pL de CMC
(carboximetilcelulosa) de baja viscosidad (SIGMA, C5013) preparado al 3 % en
agua, 50 pL de buffer de acetato de sodio 2.5 M (pH = 5.5), 50 uL de NaClI5 My
agua des ionizada c.b.p. 500 pL. La mezcla se incub6 a 35 °C durante 4 horas,
transcurrido ese tiempo se determiné el poder reductor producido por el método de

Nelson-Somogyi (1989).
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4.7. Determinacion de azUcares reductores.
Se empleo el método de Somogyi modificado por Nelson (1944) para determinar la
cantidad de azucares reductores producidos en cada una de las mezclas de
reaccion.
En tubos de 10 mL, se colocaron 0.5 mL de la mezcla de reaccion de
ramnogalacturonasas o glucanasas, posteriormente se adicionaron 0.5 mL de
reactivo cuprico alcalino; tras una agitacion fueron puestos en un bafio de agua a
ebullicion durante 10 minutos, una vez transcurrido el tiempo, se enfriaron a
temperatura ambiente para luego ponerlos en bafio de hielo. Dentro del bafio de
hielo se le adiciona a cada muestra 500 puL de reactivo de arsenomolibdato de
amonio, tras un periodo de agitacion, se transfirieron a tubos de 1.5 mL y se
centrifugaron 8 min a 14000 rpm (centrifuga eppendorf), posteriormente se leyo el
contenido de los tubos en un espectrofotometro LKB Biochrom Ultrospec Il a una
longitud de 520 nm. El contenido de azucares reductores de las muestras, fue
obtenido de la ecuacién de la recta de una curva patron hecha a partir de una
disolucién de glucosa (Sigma) dentro de un intervalo de 0-100 ug, para conocer
los pg de reductores producidos.
Los reactivos cuprico alcalino y de arsenomolibdato fueron preparados como a
continuacion se describe:
Reactivo cuprico alcalino. Se prepara justo antes de su uso; y es la mezcla de 24
partes de la disolucién A y una parte de la disolucion B.

Reactivo A; para 100 mL, se disuelven y aforan en agua al volumen

correspondiente: 2.5 g de carbonato de sodio, 2.5 g de tartrato de sodio y

potasio, 2.5 g de bicarbonato de sodio y 20 g de sulfato de sodio.
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Reactivo B; Para 50 mL se disuelven en agua 7.5 g de sulfato de cobre y 25 uL
de &cido sulfurico concentrado.
Reactivo de arsenomolibdato. Para 100 mL, se disuelven 5 g de molibdato de
amonio junto con 4.2 mL de &cido sulfdrico concentrado y 5 mL de una disolucién
de ortoarsenoacetato di sodico al 12 %; mezclar y antes de ajustar el volumen, la
solucion se incuba a 37 °C por 24 horas.

A continuacion se muestra la grafica de la curva patrén generada en este trabajo.

Gréfico 2. Curva patron de glucosa

Para generar la curva patron de glucosa, se realizaron al menos 3 repeticiones de

cada punto, se promediaron, se graficaron y se determino la ecuacién de la recta.
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4.8. Actividad de ramnogalacturonasa
En tubos de 10 mL se colocd una mezcla de reaccion que contenia 0.15 mL de
extracto enzimatico, 0.3 mL de ramnogalacturonano de papa (MEGAZYME) al 1 %
preparado en agua, y 0.15 ml de buffer de acetatos 0.05 M pH 5.5. La mezcla fue
incubada a 35 °C por 4 horas, posteriormente, la actividad hidrolitica de la enzima
fue determinada, cuantificando los azUcares reductores por el método, de Nelson
Somogy, antes descrito. La actividad enzimatica fue reportada como actividad

especifica, pg de reductores/ mg proteina /h.

4.9. Secado de semillas
Se colocaron lotes de 40 semillas remojadas (Previamente escurridas y secadas
con toallas de papel), en un desecador conectado al vacio durante 12-16 horas
hasta alcanzar una humedad cercana a la inicial para cada variedad y

posteriormente se les determino el tiempo de coccion.

4.10. Determinacion de humedad
Se utiliz6 una estufa al vacio a 60°C para determinar la humedad de las semillas.
Las semillas fueron puestas (5 g) en cajas de metal, las cuales previamente se
secaron hasta peso constante, y posteriormente introducidos en la estufa, se
dejaron un tiempo de 5 horas hasta que el peso de las muestras no variara (se
tomaron lecturas cada hora). La humedad se reporté como porcentaje en peso de

agua.
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4.11. Tratamiento estadistico.

Con los resultados obtenidos se realizaron comparaciones de rangos multiples por
diferencias minimas significativas (DMS) para buscar diferencias significativas
entre las variedades con respecto a los parametros analizados (tiempo de coccion,
proteina, actividad de las enzimas). Finalmente se buscaron correlaciones entre la
actividad de las enzimas estudiadas (Rg-asa y Glusa) con la disminucién
observada en el tiempo de coccion después del proceso de remojo empleando

regresiones lineales en una hoja de calculo.

4.12. DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA

a)

Tratamiento 1:Semillas
secas

Tratamiento 2: Semillas
remojadas 16 hrs.

Determinacion de
proteina en cada unn de
los extractos obtenidos.

Ensayo s de actividad de
glucanasasy
ramnogalacturonasas
para cada tratamiento.
(métndn colorimétrica)

Determinacion del tiempo
de coccion

Extraccion enzimas de
pared celular: Buffer
0.05M pH= 5.5+ NacCl
1M.+ PMSF. Dialisis 3x1
hora 6-8 Kda

Andlisis estadistico de los

resultados obtenidos.

Obtencion de las harinas
pard ambuos lralamienlos

Eliminacion de enzimas
del citoplasma: buffer
S50mM
pH=>5.5+Cacl; ImM.
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b)

Determinacion del tiempo

.. ) Remojo de i
de coccién en semillas ) Secado al vacio de

semillas 24h A
secas semillas

Determinacion de
tiempos de coccién
semillas remojadas y

semillas secadas al vacio

Determinacion de
humedad por Secado en
estufaal vacioa60°C

V. RESULTADOS y DISCUSION

5.1. Determinacion de los tiempos de coccion.

En la tabla 3 se muestran los tiempos de coccién de diversos cultivares de
frijol, bajo dos tratamientos: con y sin remojo. La determinacion de este
parametro se realizé por triplicado utilizando en cada repeticién 25 semillas.
Se encontrd que para que el valor del parametro fuera reproducible se requeria

utilizar la misma fuente de calor y el mismo equipo Mattson en cada repeticion.
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Tabla 3.- Efecto del remojo sobre el tiempo de coccion para diversas
variedades de frijol.

Tiempo de coccidon (minutos)

Cultivar Semilla seca Semilla remog'ada
Flor de Mayo 100.6 + 2.5@ 396+15"
Bayomex 97.0 + 4.0°) 36.0+3.87
Flor de durazno 94.6 + 1.5® 37.6 +1.50
Bayo Inifap 90.0 + 2.5© 27.0 +3.09
Bayo mecentral 85.0.+ 6.6© 28.3+0.6©
Negro Otomi 76.0 + 1.5 34.0 + 0.69
NAM-38 71.0 +2.59 38.0 + 1.5
Negro Jamapa 61.0 + 3© 43.0 + 2.00

*Los nimeros representan la media de tres experimentos independientes y la desviacion estandar.
Letras diferentes entre cultivares y entre tratamientos indican diferencia significativa (p= 0.05).

Como se puede observar, en todos los casos los tiempos de coccién del frijol sin
remojo fueron mayores que los registrados para el frijol remojado, lo cual
concuerda con lo reportado en la literatura (Blancas, 2001; Mendieta, 2009;
Ibafez, 2009).

Tomando en cuenta las diferencias estadisticamente significativas de los tiempos
de coccidn de los frijoles, las semillas secas pueden ser clasificadas en 5 grupos
(a-e). En contraste, para las semillas remojadas, los grupos se reducen a 2 (f y g).
La magnitud del tiempo de coccion del frijol es un reflejo de la cantidad de energia
que requiere la pared celular del cotiledén para modificar su micro estructura y
que la semilla cocida sea suave y palateable. Partiendo de esta evidencia, La
semilla que presenta mayor tiempo de coccion también posee mayor
estructuracion de la pared celular con respecto a la semilla con menor tiempo de
coccion. Por lo que la clasificacion, de los tiempos de coccion de la semilla seca
en cinco grupos (tabla 3), sugiere que hay diferencias cuantitativas, cualitativas o

ambas en la estructura microscoépica de la pared celular entre los cinco grupos.
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Estas micro estructuras en la pared celular se modificaron profundamente durante
el remojo, ya que el tiempo de coccién de los frijoles remojados fue menor que él
de los frijoles secos. Sorpresivamente, estas modificaciones fueron tales que los
diferentes cultivares de frijol, una vez remojados presentaron solo dos tiempos de
coccion significativamente diferentes. Lo anterior indica que independientemente
del grado de micro estructuracién que inicialmente presenté la pared celular en las
diferentes variedades de frijol, el remojo dispar6 los mecanismos bioquimicos y
fisiologicos, necesarios para que se realicen los cambios que conducen a la nueva
micro estructuracion de la pared celular. Esta remodelacion conduce a dos micro
estructuras de pared celular significativamente diferentes. Para fines de discusiéon
a la micro estructura de la pared celular que deben tener los frijoles con un tiempo
de coccién mayor a 35 minutos, la llamaremos pared celular F (PCF), y la pared
celular G (PCG), sera el termino que se utilizara para referirse a la pared celular
de los frijoles con tiempos menores a 34 min, donde el arreglo de la primera es
ligeramente mas estructurado que él de la segunda. Pues el tiempo de coccion de
los frijoles que presentaron el arreglo de la PCF también presentaron mayor
tiempo de coccién que los del arreglo de la PCG. Para establecer en qué consiste
la diferencia en el arreglo micro estructural entre las paredes celulares de uno y
otro grupo de frijoles remojados se requiere aislar la pared celular de las diferentes
variedades y determinar la composicion quimica de la misma. En un trabajo
anterior se demostr6 que la abundancia de ramnosa fue menor en pectinas
extraidas de frijol remojado que el obtenido de pared celular de frijol sin remojo.

Mientras que la facilidad de extraccion del acido poligalacturénico se increment6
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(Martinez Et al articulo en preparacion). Indicando que en frijol seco, la pared
celular estd mas estructurada que la pared celular del frijol remojado.

En la tabla 4, se muestran los resultados de estimar la magnitud del beneficio del
remojo en el tiempo de coccidon del frijol. Esto se hizo, a través de calcular el
porcentaje de disminucion de este parametro o bien por el nUmero de veces que el
tiempo de coccion disminuyd por efecto del remojo. Este dltimo se denomino
indice de beneficio. El porcentaje de disminucion representa que tan parecida es
la semilla remojada a la semilla cocida, tanto a nivel de micro estructura como a
nivel macroscopico. Mientras que el indice de beneficio representa la cantidad de
energia que se debe gastar para pasar de la micro estructura que tiene la pared
celular de la semilla seca a la que presenta la semilla cocida, con respecto a la
energia que se requiere para obtener el mismo efecto en la semilla remojada, ya
que durante todo el tiempo que tardaron en cocinarse, las semillas estuvieron

sumergidas en agua hirviendo a una temperatura constante de 96°C.

Tabla 4.- Beneficio del remojo en el tiempo de coccion de la semilla de

frijol.
Cultivar % Reduccion Tc50 indice de beneficio
Bayo Inifap 70.0% 3.33
Bayo mecentral 66.8% 3.01
Bayomex 62.9% 2.69
Flor de mayo 60.6% 2.53
Flor de durazno 60.2% 2.51
Negro Otomi 55.3% 2.23
NAM-38 46.5% 1.87
Negro Jamapa 29.5% 1.42
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5.2. Determinacion de proteina en los extractos.

Las enzimas que se estudiaron en este trabajo se localizan en la pared celular.
Doénde se encuentran unidas por enlaces ionicos. Por lo tanto para su
extraccion requirié de altas concentraciones de cloruro de sodio. Esta fuerza
ionica también solubiliza las globulinas que son las proteinas de reserva de
esta semilla. Con la finalidad de eliminar las globulinas de la extraccion salina
de proteinas, el extracto salino se dializé6 contra buffer de acetatos de forma
que solo las proteinas solubles en baja fuerza idnica (albuminas), quedaran en
solucién. Con esto se logré eliminar una gran cantidad de globulinas. En la
tabla 3 se muestra la cantidad de proteina extraida de los diferentes cultivares
de frijol y que ademas de otras proteinas contienen las enzimas de pared

celular.

Tabla 5.- Determinacion de proteina en los extractos enzimaticos de
pared celular.

Cantidad de proteina (mg de proteina/g cotiledon)

Cultivar Semilla seca Semilla remojada
Bayo mecentral 13.9+1.59 13.1+0.17¥
Flor de mayo 15.7+1.74" 17.5+0.71%
Bayomex 17.1+0.74% 17.6+0.71°
Flor de durazno 8.5+0.22 9.2+0.23"
Bayo Inifap 8.3+1.34" 9.0+1.28"
NAM-38 9.3+0.58™M 12.0+1.25"°
Negro Otomi 8.1+0.42" 10.0+0.94
Negro Jamapa 9.8+1.00% 10.8+0.29"

Los nimeros representan la media de tres experimentos independientes y la desviacién estandar.
Letras diferentes entre cultivares indican diferencia significativa (p= 0.05)
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En la tabla 5 se puede apreciar que en general la cantidad de proteina extraida se
incrementd con el remojo, a excepcion de las variedades bayo mecentral y
bayomex en las cuales la cantidad de proteina disminuyd0 o se mantuvo sin
cambios.

El aumento discreto en la cantidad de proteina observado en las semillas
remojadas, da indicios de que durante el remojo, la facilidad de extraccion de la
proteina se incrementd, o la mayor cantidad de proteina en la pared celular se
debié a una mayor deposicion de proteina. Esta podria provenir de sintesis de
novo de hidrolasas de pared celular que son depositadas durante el remojo o bien
que hidrolasas de pared celular ya presentes en el citoplasma sean re-localizadas
en la pared celular; o bien que la protedlisis de proteinas de reserva se
incrementd, teniendo como consecuencia una disminucion en el peso molecular
de las mismas, lo cual incrementd también su solubilidad. Las anteriores
propuestas son probables ya que la semilla en presencia de agua y en las
condiciones adecuadas de temperatura y aeracién, se prepara para iniciar el
proceso de germinacion (que es la funcion principal de una semilla) siendo la
sintesis de proteinas y la movilizacion de reservas (ademas de la respiracion) los
principales eventos metabdlicos ocurridos durante el proceso de absorcion de
agua por parte de la semilla que corresponde al primer paso de la germinacién
(Breijo, 2008).

En el caso de las variedades en las que no se detectdé un incremento en la
cantidad de proteina, puede deberse a que estos cultivares cuentan con la
cantidad y tipo de proteinas necesarias para la germinacion y no realizan procesos

que las incrementen. Por su parte, la disminucidn observada, pudo deberse a que
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durante el remojo, la velocidad de la protedlisis de las proteinas de reserva fue
mayor en este caso produciendo fragmentos menores de 10 KDa que fue el peso
molecular de corte de la membrana de dialisis, por lo que durante la dialisis,

salieron de la membrana y por lo tanto de nuestro extracto enzimatico.

5.3. Determinacion de la actividad de la B-d- glucanasa vy

ram nogal acturonasa.

Para la cuantificacion de la actividad de estas polisacaridasas, se emple6 como
fuente de la enzima, los extractos de frijol con y sin remojo. Los extractos se
prepararon por triplicado para cada variedad y cada extracto se ensayo por
triplicado. Los blancos se prepararon conforme a la metodologia descrita en el
apartado correspondiente. El tiempo de incubacion para el ensayo enzimatico (4
horas) fue elegido ya que a ese tiempo se tienen resultados facilmente
cuantificables de acuerdo con la sensibilidad de los métodos empleados, y a este
tiempo la enzima no se inactiva ni el sustrato es limitante. Cuando la actividad se
determind a tiempos mas largos (6 y 8 horas) se encontrd que la maxima actividad
se encontraba a las cuatro horas de incubacién. Es preferible que el tiempo de
incubacion sea corto ya que entre mas tiempo proceda la reaccién, mayor sera la
interferencia con los azlcares producidos por la hidrélisis quimica del sustrato o
por la produccion endégena de azucares a partir del mismo extracto enzimatico
(experimentalmente se encontré que conforme pasa el tiempo de almacenamiento

del extracto enzimatico a 4°C, se forman azlcares reductores), ademas que el
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calculo de la actividad especifica se afectaria al considerar un tiempo en el que no
se produjo actividad o ésta fue minima.

En cuanto a la actividad de las glucanasas (tabla 6), se observan tres efectos
significativamente distintos causados por el remojo, la variedad Bayo Inifap
presenta la mayor actividad de esta enzima y dicha actividad (40 unidades) no se
modificé con el proceso de remojo. En las variedades NAM-38, Flor de Durazno,
Bayo Mecentral, y Flor de Mayo, la actividad detectada en la semilla seca fue
menor que en el caso de Bayo Inifap (25-29unidades), pero el remojo provocé un
incremento en la actividad de esta enzima. La magnitud de este incremento fue
cultivar dependiente. En los tres primeros fue de 28.3 %, 26.0 % y 23.5 %,
respectivamente. Mientras que para Flor de mayo, el incremento en la actividad de
glucanasa, fue de so6lo el 7 %. En contraste, en las variedades Bayomex, Negro
Otomi y Negro Jamapa, el remojo ocasion6 una disminucion en la actividad de la

glucanasa con respecto a la observada en la semilla seca.

Tabla 6.- Actividad de las B-D- glucanasas

Actividad especifica (ug de reductores/mg proteina *h)

Cultivar Semilla seca Semilla remojada
Bayo Inifap 40.04+2.8% 40.31+0.4%
Bayomex 33.58+0.9" 27.89+1.5
Flor de durazno 29.2+1.119 39.40+1.47
Negro Otomi 27.47+2.39 22.12+1.9"
Bayo mecentral 27.39+5.41% 35.77+4.1"
NAM-38 26.19+1.6" 36.50+2
Negro Jamapa 22.08+1.2" 19.47+1.3%®

Flor de mayo 19.73+2.2® 21.08+2.8"

Los numeros representan la media de tres experimentos independientes y la desviacion
estandar. Letras diferentes entre tratamientos indican diferencia significativa (p= 0.05).
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En la tabla 7 donde se muestran los resultados obtenidos de la determinacion de
la actividad de la ramnogalacturonasa, se aprecia primeramente que la actividad
especifica de la ramnogalacturonasa es aproximadamente la mitad que la de las
glucanasas. A diferencia, de lo observado en las glucanasas, los cambios
inducidos por el remojo solo son de dos tipos. La actividad de esta enzima se
incrementd o disminuyo6 discretamente. Las tres variedades con la actividad mas
alta en semilla seca que son NAM-38, Negro Jamapa y Negro Otomi, disminuyen
su actividad con el remojo mientras que en las otras cinco, el remojo provoca un
incremento en su actividad. Este incremento vario desde 20 % en flor de mayo
hasta 42 % para Bayomex. Respecto a los cultivares que disminuyeron su
actividad por efecto del remojo destaca Negro Otomi, ya que su actividad
disminuy6 en un 46 % y NAM-38 por presentar las mayores actividades tanto en

extractos aislados de frijol seco asi como en los aislados de fijol remojado.

Tabla 7.- Actividad de la ramnogalacturonasa

Actividad especifica (ug de reductores/mg proteina *h)

Cultivar Semilla seca Semilla remojada
NAM-38 20.9 + 2.4@ 18.7 + 1.5®
Negro Jamapa 12.4 +1.29 10.7 + 1.0®
Negro Otomi 10.4 + 2.4® 5.6+ 1.3"
Bayo mecentral 10.1+0.4© 14.4+3.2©
Bayo Inifap 9.1 +1.8" 12.8 + 2.9
Flor de mayo 57+06" 7.1 +0.49
Flor de durazno 48+020 6.4+069
Bayomex 43+0.10 73+1.009

Los numeros representan la media de tres experimentos independientes y la desviacion
estandar. Letras diferentes entre cultivares indican diferencia significativa (p= 0.05).
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No se encontro una correlacion significativa al graficar los indices de beneficio en
el tiempo de coccidn de todos los cultivares contra el incremento de la actividad de
las enzimas inducidas por el remojo, ya que en algunos casos esta actividad
disminuy6 0 no se presenté ningun cambio. Sin embargo, en estudios anteriores
se demostré utilizando solo tres cultivares de frijol, existia correlacion entre el
incremento en la actividad de glucanasa (0.98) con la disminucion en el tiempo de
coccion y de la actividad de ramnogalacturonasa con el tiempo de coccion (0.91),
lo cual sugeria que en algunos cultivares la hipotésis planteada en el trabajo era
valida, ya que en aquella ocasion utilizamos un cultivar tipo Bayo, otro del tipo
Flor y una linea de tipo Peruano, por lo que se decidi6 hacer otro tipo de
tratamiento a nuestros resultados y formar grupos a partir de las ocho variedades
estudiadas segun el comportamiento de los parametros analizados en el presente
trabajo.

Si con los resultados obtenidos se grafica el indice de beneficio en funcién de la
actividad de glucanasa para las semillas remojadas (Se empled la actividad de las
semillas remojadas ya que el efecto benéfico sobre el tiempo de coccién, se
observo después del remojo), se distinguen dos grupos uno en el que se localizan
los tres cultivares Bayos, Flor de mayo y negro Otomi en este grupo la correlacion
es de 0.908. Mientras que el segundo grupo con una correlacion mas bajo (0.779)

esta formado por las variedades Flor de Durazno, Negro Jamapa Y NAM-38.
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Aplicando el mismo procedimiento para la actividad de ramnogalacturonasa sélo

podemos encontrar un grupo formado por Bayo Inifap, Bayomex, Flor de Mayo,

Flor de Durazno y Negro Otomi, con una correlacion de 0.957.
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El hecho de que los cultivares Bayo Inifap, Bayomex, Flor de Mayo y Negro Otomi
sean comunes en uno de los grupos formados por Glucanasas y en el unico
grupo encontrado para ramnogalacturonasa fue interpretado como que en estos
cultivares la remodelacion de la pared celular ocasionado por la accion de las
glucanasas y la ramnogalacturonasa, es uno de los eventos bioquimicos mas
importantes que ocurren durante el remojo de la semilla y que dan como
consecuencia la reduccion en el tiempo de coccion.

Como se menciond anteriormente no todas las variedades estudiadas se
comportaron de acuerdo a nuestra hipétesis inicial, por lo que en un intento para
demostrar que las enzimas son las responsables de la disminucion en el tiempo de
coccién por accion del remojo, se intentd inactivar las enzimas presentes en el
frijol por medios quimicos, utilizando al fenol como inhibidor de enzimas. (Las
semillas se remojaron en fenol al 1 %). También se intentd utilizando hipoclorito
de sodio al 6% y finalmente se probd precipitando la enzima con EtOH a ebullicién
por una hora (logrando con este ultimo método una purificacion efectiva de la
enzima glucanasa). Ninguno de los experimentos anteriores fue exitoso en la
inactivacion enzimatica, por lo que se disefio un experimento alterno que ayudase
a corroborar que el beneficio del remojo en el tiempo de coccion era producto de la
accion enziméatica y no se debia Unicamente al efecto de hidratacion de la semilla.
Asi mismo este experimento nos permite saber si los cambios observados en las
semillas remojadas son reversibles y en que proporciones.

El experimento consistié en remojar las semillas de diferentes cultivares de frijol
durante un periodo de 24 horas y posteriormente secarlas al vacio hasta llegar a la

humedad inicial de las semillas secas. Determinar los tiempos de coccion de las
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semillas sometidas a los tres tratamientos realizados (secas, remojadas 24 horas y
las remojadas y posteriormente secadas al vacio) y comparar los tiempos de
coccion entre los diferentes tratamientos (se describe ampliamente en el apartado

de la metodologia).

5.4. Deshidratacion de semillas remojadas.

Se tomaron alrededor de 100 semillas (para cada variedad) de cada una de las
variedades empleadas y se dividieron en tres partes (30 c/u) a las cuales se les

dieron los siguientes tratamientos:

Lote 1.- Se determin6 nuevamente el tiempo de coccidon en semilla seca y se
determindé humedad por secado en estufa al vacio.

Lote 2.- Se sometié a remojo durante 24 horas y se determiné tiempo de coccion.
También se determiné la humedad por secado en estufa al vacio.

Lote 3.- Se sometieron a remojo durante 24 horas y posteriormente se secaron al
vacio durante 24 horas hasta alcanzar un tamafio y humedad similares a los
iniciales, se les determiné el tiempo de coccion.

Se realiz6 este experimento bajo la hipotesis de que si la disminucién en el tiempo
de coccion de la semilla es debida Unicamente al efecto de hidratacion de la
semilla, entonces al secar la semilla hasta su humedad inicial, el tiempo de
coccion serd similar al de la semilla seca. Pero si por el contrario, el tiempo de
coccion de la semilla secada al vacio es menor al de la semilla seca, entonces hay

algun factor de caracter bioquimico (accién de alguna enzima).
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Tabla 8.- Tiempo de coccion de semillas con 3 tratamientos diferentes.

Tratamiento

Cultivar Remojado Secado al vacio Seco
TC (min) TC (min) TC (min)

Bayomex 36+ 2.00 56+ 2.0@ 97+ 2.0
Bayo Inifap 21+ 3.3@ 57+ 1.5@ 88+ 1.5
Bayo mecentral 27+ 1.5@ 49+ 3.7 70+ 2.50
NAM-38 32+ 1.07) 71+ 4.00 73+ 3.00
Jamapa 36+ 2.0® 50+ 1.0© 61+ 2.5
Flor de Durazno 47 +1.0© 57 +5.09 66 + 3.3

Los nimeros representan la media de tres experimentos independientes y la desviacion estandar.
Letras diferentes entre cultivares indican diferencia significativa (p= 0.05).

En la tabla 8 se observa que las semillas remojadas y luego secadas al vacio,
conservan parte del beneficio otorgado por el remojo inicial, con excepcién de la
variedad NAM-38 que volvio al TC inicial de semilla seca.

Este beneficio es menor al observado en las semillas remojadas y de inmediato
cocidas, lo cual nos dice que hay un efecto debido Unicamente al efecto fisico del
remojo. La entrada de agua a la semilla puede solubilizar algunos azucares u otros
compuestos constitutivos del frijol, quiza interactuar con el almidén que se
encuentra en gran cantidad en la semilla, dando como consecuencia una semilla
mas blanda, también se observa que la testa es mas suave en las semillas
remojadas. Estos efectos se pierden cuando se seca la semilla hasta la humedad
original.

La otra parte del beneficio, el cual permanece aun después de que la semilla ha
sido secada, puede atribuirse a cambios de caracter bioguimico, por ejemplo la
accion hidrolitica de algunas enzimas (es probable que las enzimas propuestas en
este trabajo no sean las Unicas responsables del efecto observado) las cuales
actuan de forma irreversible degradando algunas estructuras del frijol. En el caso
de la variedad NAM-38, llama la atencion que tuvo la mayor actividad de
ramnogalacturonasa (en ambos tratamientos) y en semilla remojada tuvo uno de
los mayores incrementos de la actividad de glucanasas, es decir que sus enzimas
se encuentran en buena cantidad y con buena actividad, sin embargo al momento

de secar la semilla remojada, es la Unica variedad que regresa al tiempo de
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coccion de la semilla seca. Investigando acerca del origen de esta variedad,
encontramos que proviene de la region de los andes (Sudamérica) de ahi que su
comportamiento sea tan diferente al de las semillas de la region Mesoamericana.
Su comportamiento puede deberse a que debido a las condiciones de humedad y
temperatura de su region de origen, la semilla cuenta con mecanismos diferentes
para su supervivencia (0 procesos similares pero mas eficientes), como su
actividad hidrolitica en la semilla remojada es alta, la primer suposicion que viene
a la mente es que quiza durante el proceso de secado, se activen enzimas ligasas
que vuelvan a unir los sitios cortados por las hidrolasas o bien, que las mismas
enzimas tengan ambas actividades segun la disponibilidad de agua.

Las observaciones hechas en este Ultimo experimento nos invita a proponer una
aplicacion industrial, si aplicamos este mismo proceso de remojo y secado del
frijol, podemos tener un producto de apariencia similar al original como se puede
apreciar en la figura 3 (excepto en los frijoles negros y pintos donde se pierde
parte del color original de la testa), pero con un tiempo de coccién menor al del
producto original, la ventaja de este producto es que el consumidor tiene la libertad
de prepararlo a su gusto a diferencia de los productos disponibles en la actualidad
(frijoles enlatados, refritos, en pasta, etc.), ademas como se menciono en la
introduccion del presente trabajo, con este pre-tratamiento se eliminan los factores

de flatulencia presentes originalmente en la semilla.

Figura 3. Comparacién de semillas con los diferentes tratamientos aplicados.
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VI. CONCLUSIONES Y BIBLIOGRAFIA

6.1.

Conclusiones.

Independientemente del cultivar, el proceso de remojo reduce el tiempo de
coccion de las semillas de frijol significativamente.

La magnitud del beneficio del remojo es cultivar dependiente.

El incremento de la actividad de las enzimas ramnogalacturonasa y
glucanasa durante el remojo, se relaciona directamente con la disminucion
del tiempo de coccion en las variedades Bayo Inifap y Bayo Mecentral.

Se encontré una relacion directa entre la actividad de las glucanasas en
semillas remojadas y el indice de beneficio, dicha relacion comprende dos
grupos bien definidos, es decir que existen dos tipos de relaciones entre
estos parametros, uno de los grupos comprende cinco de las ocho
variedades y tiene una correlaciéon superior a 0.90. El segundo grupo
comprende las tres variedades restantes y su correlacion es de 0.77

Se encontr6 una relacion directa entre la actividad de la
ramnogalacturonasa en semillas remojadas y el indice de beneficio, esta
relacion (0.95) solo se encontré en cinco de los cultivares estudiados, para
el resto no se encontrd una relacion significativa.

El beneficio del remojo sobre el tiempo de coccidén, en parte se debe al

efecto fisico de hidratacion de la semilla.
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Se demostré que una parte del beneficio obtenido con el remojo, se
conserva aun después de volver a secar la semilla. Lo cual sugiere que
este beneficio se debe, al menos parcialmente, a fendmenos de tipo
bioquimico (accién enzimatica).

Se observé que aunque el comportamiento de las enzimas glucanasa y
ramnogalacturonasa es diferente en cada cultivar estudiado (incluso llegan
a disminuir su actividad con el remojo), el remojo de las semillas siempre
tiene como consecuencias una disminucion en el tiempo de coccion, un
ablandamiento de la semilla ademas de la testa y finalmente en las
variedades oscuras o pintas (NJ, NO, NAM-38) una decoloracion de la
testa.

Existe evidencia experimental suficiente para aseverar que los niveles de
actividad de ramnogalacturonasa y de las glucanasas no son decisivos, ni
los Unicos factores a considerar para predecir la magnitud de la disminucién
en el tiempo de coccidn de las semillas con el proceso de remojo.

Es necesario establecer metodologias adecuadas que nos permitan
cuantificar eficientemente la actividad de las enzimas en las diferentes
etapas de remojo y de ser posible, determinar la actividad “in situ” de las

mismas.
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