UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

“CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE
PEROXIDASA, ACIDO FERULICO Y LIGNINA EN
PARED CELULAR DE FRIJOL DURANTE SU
ENDURECIMIENTO”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA

IVAN DE JESUS TINTOR PEREZ

MEXICO, D.F. 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: IRMA OFELIA BERNAL LUGO
VOCAL: SOBEIDA SANCHEZ NIETO
SECRETARIO: GLORIA DiAz Ruiz

ler. SUPLENTE: VANESSA REBECA MAYA AMPUDIA
2° SUPLENTE: ARMANDO CONCA TORRES

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO 104, CONJUNTO E, FACULTAD DE QUiMICA, UNAM

ASESOR DEL TEMA:

IRMA OFELIA BERNAL LUGO

SUPERVISOR TECNICO:

CARMEN JACINTO HERNANDEZ

SUSTENTANTE:

Ivan de Jesus Tintor Pérez



Agradecimientos.

A mis papas, por su apoyo incondicional durante mi vida estudiantil, por su
paciencia cuando las cosas parecian no estar bien y todo su carifio a lo largo

de mi vida. Los amo.

A Diana por estar a mi lado en los momentos buenos y malos, por

su ayuda; pero sobre todo por dejarme ser parte de su vida.

A la Dra. Bernal por permitirme colaborar en su laboratorio y
por todo lo que aprendi de usted en el tiempo que duro el

proyecto.

A mis hermanos por que han estado cuando los necesito y sé que siempre lo

estaran.

A mi tio Fernando Tintor por enseflarme cosas que no es posible

aprender en ninguna escuela.

A mi familia por estar siempre al pendiente de mi. Yo siempre

estaré al pendiente de ustedes.

) PR 5 - i



A mis amigos de la facultad Pablo, Jorge, Juan José y Rafael ya que su
enorme amistad solo es comparable con su enorme fealdad jajaja, ademas
que aburrido hubiera sido todo este viaje sin ustedes. De igual modo quisiera
mencionar a Rodrigo, Polo, Miguelon, Noel, Ariel, Monica, Ariadna, Karina,
Paloma, Azalia, Ireri, Aaron y todas aquellas personas que conoci durante

mi estancia en la facultad de quimica.

A Manuel, Yovanny, Ricardo, Erick, Abraham, Martin y Carlos
por esos momentos donde uno puede dejar de preocuparse de las
exigencias diarias y solo dedicarse a disfrutar de tan valiosas

amistades.

También quiero agradecer a Miguel, Carmen, Iliana y Mariana

por abrirme las puertas de su casa y brindarme su amistad.

Por ultimo quiero externar mi gratitud a la UNAM por todos estos afios de

aprendizaje. Yo por mi parte prometo siempre honrar a mi alma mater.




Indice.
Resumen.
Abreviaturas.

Introduccién

Antecedentes.

Hipétesis.

Objetivos.

Generalidades.
Frijol en México.
Estructura.

Pared Celular.
Peroxidasa.

Acido ferulico.
Lignina.

Proceso de remojo.
Proceso de coccion.

Endurecimiento.

Metodologia Experimental.

Material biolégico

Endurecimiento de la semilla.
Determinacion del tiempo de coccion.
Obtencidn de la harina.

Extraccién de enzimas de pared celular.

Determinacion de proteina por el método de Lowry.

Ensayo enzimdtico de la Peroxidasa (POX)

Aislamiento y purificacién de pared celular.

8 e T NS CL W,

o O N O O B~ W

e Y
N = O O

N N N = = e e e e e e e
O O VW 00 N NNy o w

—_
w N



e Extraccién de fenoles libres.

¢ Obtencidn de los fenoles de pared celular.

e Identificaciéon y cuantificacién de acido ferulico mediante la

técnica de HPLC.

e Determinacién del contenido de lignina en la pared celular.
Resultados y Discusion.

¢ Endurecimiento.

e Tiempo de coccién.

¢ Cuantificacion de fenoles totales, acido ferulico y lignina.

e Actividad de POX.
Conclusiones.
Anexol

Bibliografia.

8 e T NS CL W,

N NN
o (o) NN

NoREe o)

ks W WwNN NN NN
- o U1 O

w



Resumen.

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es altamente consumido en paises en vias de
desarrollo, debido a que es un alimento de bajo costo y representa un aporte importante
de proteinas, carbohidratos y otras sustancias necesarias para la dieta diaria de los
humanos. Para su consumo, esta semilla se remoja por 12-18 h y luego se cuece en agua
caliente hasta alcanzar la textura y sabor agradable al consumidor. Este cambio de
textura se obtiene gracias a la separacion de las células del cotiledén por efecto de la
termosolubilizacién de la lamela media, estructura peptinica que mantiene unidas a las
células adyacentes, y a la ruptura de puentes de hidrégeno entre los polisacaridos de la
pared celular, lo que permite el aflojamiento de la pared celular. El tiempo necesario de

tratamiento térmico para que la semilla sea palatable se denomina tiempo de coccidn.

Cuando el frijol se almacena en condiciones inadecuadas de (temperatura >5 °C y
humedad relativa > 50 %) ocurre un fenémeno que se conoce como endurecimiento o
envejecimiento, teniendo como principal caracteristica un aumento en el tiempo de
coccion de la semilla. Por lo que el consumidor lo rechaza. A nivel molecular, este
incremento en el tiempo de coccién se debe a la dificultad que presenta la lamela media
para termosolubilizarse. Esta diferencia en termosolubilizacién de la lamela media
podria deberse al entrecruzamiento de los polisicaridos por fenoles presentes en la
pared celular. La formacion de estos enlaces covalentes podria deberse a la actividad de
las peroxidasas presentes en este mismo compartimento. En este trabajo se estudié el
efecto del endurecimiento del frijol en la actividad de peroxidasa y en el contenido de
fenoles de la pared celular del cotiledén. Para ello se aislaron las proteinas y los fenoles
de la pared celular. Se encontré que la peroxidasa fue activa en semillas frescas y uno de

sus sustratos fue el acido ferilico, polifenol de mayor abundancia en la pared celular.




Esta actividad enzimdtica disminuy6 a medida que se incrementd el tiempo de
endurecimiento de la semilla, pero siempre hubo actividad. Mientras que el contenido
de fertlico, esterificado a los polisacaridos de la pared celular, aumentd sélo hasta el
momento en que el contenido de lignina se incrementd. A este tiempo, 90 d de
almacenamiento, el endurecimiento del cultivar Bayo Mecentral fue de 1.6 veces y el
contenido de lignina se incremento cuatro veces. Aparentemente el dcido ferulico se
utiliz6 como sustrato para la formacién de aductos de fertlico con lo cual los
polisacaridos forman parte de wuna malla intramolecular que dificulta su
termosolubilizacién, o bien el fertlico da origen a los precursores de la lignina, con lo
cual se formaria la lignina que también entrecruza a los polisacdridos. Los resultados
anteriores indican que en la pared de las células del cotiledén existen elementos
moleculares que permiten el entrecruzamiento de polisacdridos a través de enlaces

covalentes formados entre polifenoles.




Abreviaturas.

e FM: Variedad Flor de Mayo.

e BM: Variedad Bayo Mecentral.

e TC: Tiempo de coccién.

e POX: Enzima Peroxidasa.

e [0]: Muestras control.

e [30]: Muestras almacenadas durante 30 dias.
e [60]: Muestras almacenadas durante 60 dias.
e [90]: Muestras almacenadas durante 90 dias.
e AF: Acido Ferulico.

e FT: Fenoles totales.

e FB: Fenoles hidrolizados en medio alcalino.
e FA: Fenoles hidrolizados en medio 4cido.

e PC: Pared celular.

e HR: Humedad relativa.

e TA: Tiempo de almacenamiento.

e ERO: Especies reactivas de oxigeno.

e PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo




Introduccidn.

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es altamente consumido alrededor del mundo,
principalmente en paises en vias de desarrollo, ésto debido a que es un alimento de bajo
costo y representa un aporte importante de proteinas, carbohidratos, minerales y otros
componentes necesarios en la dieta diaria de los humanos. En poblaciones rurales de
América Latina se estima que aporta el 50% de la proteina que se ingiere diariamente,
ademads de contener minerales como calcio y magnesio, ademas de lisina un aminoacido

esencial.

El frijol se puede preparar de distintas formas y también puede acompanar distintos
tipos de platillos, no obstante, en todos los casos la semilla lleva un tratamiento previo el
cual consiste en el remojo de la semilla y una coccién en agua hirviendo, hasta que se

obtengan las caracteristicas de textura y sabor deseadas.

Esto se consigue gracias a que hay una separacion de las células de la semilla por efecto
de la termosolubilizacién de la lamela media, estructura pectinica que mantiene unida a
dos células adyacentes. La coccion también afloja la estructura de la pared celular y
desencadena la gelatinizacién del almidén y la desnaturalizacién de las proteinas. El
tiempo en ebullicién requerido por la semilla para adquirir las caracteristicas de

palatabilidad exigidas por el consumidor, se le denomina tiempo de coccién.

Cuando el frijol se almacena en condiciones inadecuadas (temperaturas >25°C y
humedades relativas >50%) ocurre un fendmeno que se le conoce como endurecimiento
o envejecimiento de la semilla, cuya principal caracteristica es un aumento en el tiempo

de coccion del frijol, afectando la calidad culinaria del mismo, por lo que el consumidor
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lo rechaza. Al incrementar este tiempo de coccién también aumenta el consumo de
energia en los hogares y a su vez genera una disminucién en las propiedades

nutrimentales del frijol. En casos de deterioro extremo el frijol tiene que ser desechado.

Investigaciones previas han demostrado que este fenémeno de endurecimiento ocurre
debido a que en la semilla se generan cambios fisicos, bioquimicos y estructurales que
dificultan la termosolubilizacién de la lamela media, provocando que sea mas dificil la

separacion celular.

En estudios anteriores se ha observado que el contenido de fenoles, principalmente
acido fertlico y lignina, es mayor en paredes celulares de frijoles endurecidos que lo
encontrado en muestras control. La lignina es un polimero de fenoles que se forma en la
pared celular por la accién de la peroxidasa, enzima presente en esta estructura. Esta
enzima utiliza como sustratos a los polifenoles esterificados a los polisacaridos de la
pared celular. Este polimero podria contribuir a la dificultad para termosolubilizar la
lamela media en frijoles endurecidos. Por lo tanto en este trabajo se busca estudiar cémo
se modifica el contenido de polifenoles, principalmente de acido fertlico y lignina asi
como la actividad de la peroxidasa durante el endurecimiento del frijol en dos

variedades de que crecieron bajo las mismas condiciones ambientales.




Antecedentes.

Generalidades.

Los frijoles son las semillas comestibles de Phaseolus vulgaris L. Una especie de la
familia de las leguminosas, de la cual se consume tanto la vaina verde como el grano
seco (Voysest, 2000). Esta leguminosa se cosecha durante todo el afio, en climas frios y

calidos y suelos de baja salinidad.

Se consume en mayor medida en paises en vias de desarrollo debido a que es un
alimento de bajo costo y representa un aporte importante de proteinas, carbohidratos,
minerales y otros componentes de la dieta diaria de los humanos. En poblaciones rurales
de América Latina se estima que aporta el 50% de la proteina que se ingiere
diariamente, ademds de contener minerales como calcio y magnesio, ademas de lisina un

aminoacido esencial (SAGARPA, 2009).

Frijol en Meéxico.

El frijol se cultiva en América Latina desde tiempos ancestrales, en México existen datos
arqueoldgicos obtenidos en distintas localidades del pais. En rio Zape Durango, se
encontraron restos con una antigiiedad de 1300 afios A.C., en la regién de Ocampo,
Tamaulipas la antigiiedad de estos fésiles flucttia entre los 6000 y 4300 afios A.C. y los de
la cueva de Coexcatldn situada en el valle de Tehuacdn, Puebla, 7000 afios A.C (Voysest,

2000).

Actualmente a nivel mundial, México ocupa el quinto lugar entre los principales

productores de frijol, detras de Brasil, India, China y Myanmar (SAGARPA 2009). En
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nuestro pais, este cultivo ocupa el cuarto lugar de superficies sembradas y cosechadas,
siendo los principales estados productores de esta semilla Sinaloa, Durango, Zacatecas,
Chiapas, Chihuahua (Fig. 1), y en menor medida Nayarit, Guanajuato, Puebla, San Luis
Potosi, Hidalgo y Oaxaca (SAGARPA, 2009). Segtin datos del INEGI, en México el 24%
de la poblacién vive en condiciones rurales, por lo que el consumo de esta semilla es
fundamental para su alimentacién, ademds su produccién representa una importante

fuente de trabajo para estas comunidades.

Figura 1. Principales estados productores de Frijol en México.

De la produccién total de frijol en México sdlo se comercializa un 75 %, ya que el 20 %
es para autoconsumo y el 5 % restante representa pérdidas de la semilla durante su
manejo poscosecha. Dentro del frijol comercializado, 39 % es para mayoristas los cuales
distribuyen el frijol en tiendas de abarrotes mercados y tianguis, 26 % se va a las
empacadoras para posteriormente llevarlo a las tiendas de autoservicio. La industria se
queda con un 5 % y el 5 % restante se utiliza como semilla para futuras siembras

(SAGARPA, 2009).




Estructura.

En el frijol al igual que en otras leguminosas se pueden distinguir dos regiones
principales: La cdscara de la semilla o testa, donde se encuentran las caracteristicas de
color y disefio que distinguen a las familias de cada cultivar y la segunda regién que es el
embrién formado por los cotiledones y el eje embrionario. Los cotiledones representan
el 90% del peso total de la semilla (Liu et al., 1995) y es aqui donde se realizan los
cambios bioquimicos y fisicoquimicos inducidos por el endurecimiento asi como por los

procesos de remojo y coccion (Fig. 2).

Cotiledones

= Cascara

Figura 2. Corte transversal de una semilla de frijol.
(Imagen de internet.)

Pared celular.

La pared celular de tejidos vegetales en crecimiento estd constituida por la pared celular
primaria y la lamela media. Esta dltima es la responsable de mantener unidas a las

células adyacentes.

Las células de los cotiledones de frijol tienen una pared primaria en la cual se distinguen

dos fases: la microfibrilar y la amorfa. La primera constituida por celulosa y la segunda




por las sustancias pécticas y las hemicelulosas (Fig. 3), ademas la pared celular también

contiene proteinas estructurales y cataliticas, compuestos fenolicos, agua y minerales.

Aeido Ferulico (AF)

Celulnsa

filoglicanos

Pectinas

Acido diferulico (A0F)

Figura 3. Estructura de la pared primaria donde se observa el acomodo espacial de la celulosa,
hemicelulosa y pectinas.

Las microfibrillas de celulosa son el componente mads resistente a la hidrdlisis quimica
asi como a la accién enzimdtica presentes en la pared celular. Estdn compuestas de
cadenas no ramificadas de p-(1-4)-D-glucano. La principal funcién de este polisacarido

es la de proveer de forma y fuerza a la pared celular.

La hemicelulosa puede estar constituida de distintos polisacaridos, en el caso de las
células de cotiledon, esta fraccidon estd constituida principalmente de xilanos y

xiloglicanos (Méndez, 2003).

La lamela media, estructura responsable de mantener unidas a las células adyacentes, se
encuentra formada por pectinas. Las pectinas son polisaciridos de moléculas de acido D-
galacturonico, consta de 3 dominios caracteristicos: homogalacturonanos,
ramnogalacturonanos tipo I (mds abundantes en dicotiledéneas) y ramnogalacturonanos

tipo II (Bernal, 1994).




Peroxidasa.

De entre las muchas enzimas unidas a la pared celular, se encuentra la peroxidasa, la
cual tiene como funcién la oxidacién de compuestos fenolicos utilizando perdxido de
hidrogeno como aceptor de electrones, tiene alta afinidad por 4cidos hidroxicinamicos
(Barceld, 1997) y se ha demostrado que esta altamente distribuida en células que se estan
lignificando, por lo que se le asocia con la formacién de lignina en células que han

terminado su crecimiento (Barceld, 1997).

Acido feriilico.

Las células vegetales presentan diferentes vias metabdlicas no existentes en células
animales las cuales generan compuestos quimicos que en primera instancia no son
esenciales para la supervivencia de la célula (Lépez, 2008). A este conjunto de vias
metabdlicas se les conoce como metabolismo secundario, y es en este en el que se
generan los compuestos fenolicos, uno de estos es el acido ferulico. Este metabolismo

secundario se activa por accién del estrés ambiental.

El acido ferulico (Fig. 4) es el principal acido hidroxicinamico encontrado en paredes
celulares. En dicotiledoneas se encuentra esterificado a residuos de arabinosa y galactosa

de pectinas, por lo que se libera con disolventes alcalinos.

C
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H

Figura 4. Estructura del acido ferulico.
(Imagen de internet.)
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Lignina.

La lignina es un polimero en forma de malla de compuestos fenolicos (Fig. 5). Es un
compuesto insoluble, no cargado que se una covalentemente a la hemicelulosa de la
pared celular y de la lamela media (Barcelo, 1997), lo que genera que se incremente
tanto la fuerza de interaccidn intra-elementos de la pared celular como la unién entre
las células. La formacién de la lignina depende de varios factores como son especie,
tejido y tipo de célula, por lo que es un compuesto que varia mucho de especie en

especie (Barcelo, 1997).

La formacién de este polimero confiere a las paredes celulares mayor resistencia a la
degradacién y se crea una barrera contra patégenos asi como proteccién contra la luz

ultravioleta.

e ]
r
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Figura 5. Ejemplo de un polimero de lignina.
(/magen de internet.)
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Proceso de remojo.

Los cambios que ocurren durante el remojo son dependientes de la cantidad de agua que
absorba la semilla. Inicialmente el agua debe pasar a través de la testa y posteriormente
la penetracion y distribucion homogénea del agua en los cotiledones (Quezada, 2005).
Durante el remojo, los granulos de almidén se hidratan y aumentan su volumen, los
polisacaridos de la pared celular igualmente se hidratan causando una disminucién en la

adhesidn intracelular, lo que genera una disminucién en la dureza de la semilla (Fig. 6).

F] ¢ Ty i - ; - - —
Figura 6. Fotografias de microscopia electrénica de una célula de cotiledon antes (izquierda) y
después (derecha) del proceso de remojo.

Quezada 2005.

Proceso de coccion.

Durante la coccién del frijol la semilla se suaviza, pierde toxicidad, adquiere las
caracteristicas sensoriales deseables y aumenta su digestibilidad, lo cual se consigue
gracias a los cambios fisicoquimicos que ocurren en los distintos compartimentos de las

células del cotileddn.

El tratamiento térmico o coccién provoca tres cambios principales: Fractura y solubiliza
la lamela media, separando las células adyacentes y disminuyendo la rigidez de la
semilla (Fig. 7). En el citoplasma las proteinas se desnaturalizan y los granulos de

almiddn se gelatinizan (Bernal, 1994).

12



Figura 7. Fotografia de microscopia dptica de varias células de cotiledén de frijol después del
proceso de coccion.
Quezada 2005.

Endurecimiento.

Cuando la semilla es almacenada de manera inadecuada su tiempo de coccién se
incrementa y se dice que el frijol se ha endurecido. Los principales factores que
participan en el endurecimiento del frijol durante su almacenamiento son la humedad,
la temperatura y el tiempo de almacenamiento. En estudios anteriores se ha demostrado
que al aumentar la temperatura y la humedad relativa durante el almacenamiento, el

proceso de endurecimiento se acelera (Bernal, 1994).

Debido a que el principal uso del frijol es para consumo humano y para ello debe
cocinarse, el tiempo de coccién de la semilla es uno de los factores que mas influye en la
aceptabilidad de los diferentes genotipos del frijol. Durante la coccién ocurren cambios
fisicoquimicos que producen que la semilla se suavice. En frijoles endurecidos resulta
mas dificil llevar a cabo estos cambios debido a que las estructuras que participan en el
proceso de coccién se ven modificadas durante el endurecimiento (Machado, 2008).
Estudios previos han demostrado que la cantidad de lignina es mayor en frijol

endurecido que en fresco (Quezada, 2005). Esta mayor cantidad de lignina podria ser

Poa i ) ) _
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uno de los factores que disminuyan la termosolubilizacién de la lamela media, lo cual se
refleja en un aumento en el tiempo de coccidn para los frijoles endurecidos ya que se ha
demostrado que la velocidad de solubilizacién de la lamela media depende directamente

del tamafio de las fibras de pectina, asi como de las interacciones que se establezcan

entre estos polisacaridos y las sustancias asociadas a la pared celular.

14



Hipdtesis.

El frijol endurecido se caracteriza por un incremento en el tiempo de coccidn, el cual se
acompafla de un incremento en el contenido de lignina en la pared celular, respecto de
su control. Dado que la lignificacién de la pared celular requiere de la actividad de
peroxidasa y de dcido ferulico, en este trabajo se hipotetizé que durante el
endurecimiento del frijol se debe incrementar el contenido de acido ferulico en la pared
celular y en este compartimento celular debe estar activa una peroxidasa que utilice

acido ferdlico como sustrato.

15



Objetivos.

Objetivo general.

Establecer la presencia de peroxidasas y polifenoles en la pared celular del cotiledén en
el frijol. Asi como el efecto del endurecimiento de esta semilla en la actividad de la

enzima y en el contenido de los compuestos aromaticos antes mencionados.

Objetivos particulares.

e Determinar para los cultivares Flor de Mayo y Bayo Mecentral los tiempos de
coccién en muestras control y endurecidas.

e Medir la actividad de la POX en muestras control y endurecidas.

e Medir la cantidad de fenoles totales en muestras control y endurecidas.

e Cuantificar el acido ferulico en muestras control y endurecidas.

e Cuantificar el porcentaje de lignina utilizando el control y la muestra mas
endurecida.

e Determinar si hay un cambio en la actividad de peroxidasa, asi como en la

cantidad de acido ferulico y lignina durante el fendmeno de endurecimiento.

16



Metodologia Experimental.

Material bioldgico.

Se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) cosecha 2008, variedad flor de
Mayo (FM) y bayo Mecentral (BM) provenientes del campo experimental Valle de
México, INIFAP, Texcoco, Estado de México. Las semillas fueron donadas por la Dra.

Carmen Jacinto.

Endurecimiento de la semilla.

Se colocaron las semillas en un recipiente de plastico de tal modo que no quedaran muy
encimadas, el cual al fondo contenia 2 litros de una disolucién saturada de cloruro de
sodio, los frijoles no hacen contacto con la disolucién. Esta mantuvo una humedad
relativa del 75% dentro del recipiente herméticamente cerrado. Los recipientes se
guardaron en una incubadora a 30 °C durante 90 dias, y se tomaron muestras a los 30, 60

y 90 dias. Las muestras control se almacenaron a 4 °C

Determinacion del tiempo de coccion.

La prueba de coccién se realizo utilizando un cocinador tipo Mattson (Varriano-
Marston y cols., 1981), el cual esta constituido por un soporte con 3 discos, los dos
superiores con 25 perforaciones cada uno que coinciden en posicién con los 25 pozos del
disco inferior. Las semillas se colocaron en los pozos y se sujetaron con varillas que
atraviesan los discos superiores y quedan apoyados por la punta afilada en la semilla. En
el otro extremo de la varilla se coloc6 una pesa de 200 g. Una vez ensamblado, el sistema
se introdujo en ollas de aluminio con agua en ebullicién, de tal modo que al reblandecer

la semilla la pesa provocé que la varilla atravesara la semilla y se consideré como cocida.
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Se registro el tiempo de coccién de cada una de las semillas y se construyd una grafica
de porcentaje de frijoles cocidos contra tiempo de coccién (Fig. 8). E1 TCso, se calculo al

interpolar en estas graficas, el tiempo que tardo el 50% de la muestra en cocerse.

TCso
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Tiempo de Ebullician (min)

Figura 8. Porcentaje de frijoles cocidos de FM a diferentes tiempos de ebullicién en el cocinador

Mattson.

Obtencion de 1la harina.

Se tomaron las semillas de frijol y con ayuda de una navaja se eliminaron las testas y los
ejes embrionarios, dejando unicamente los cotiledones, los cuales se colocaron en una
licuadora para hacer la harina, esto se realizo a una temperatura de 4°C. La harina se
paso por un tamiz del N° 40 para asegurar que el tamafio de particula fuese el mismo. La

harina se almaceno a -70 °C.

18



Extraccion de enzimas de pared celular.

Se peso un gramo de la harina y se homogeneizo en mortero con nitrégeno liquido. El
polvo se transfirié a un matraz Erlenmeyer que contenia 15 mL de amortiguador A
(acetato de sodio 0.05 M pH 5.8 y 0.2 mM de PMSF). Se agité por cinco minutos a 4°C.
Pasado este tiempo, se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se
transfirié a un matraz Erlenmeyer limpio etiquetado como “enzimas de citoplasma” y se
guardo a 4°C. Las pastilla se coloc6 nuevamente en un matraz que contenia 15 ml de
amortiguador A dejando agitar por cinco minutos a 4°C. Nuevamente se centrifugd a
12000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante se guardd en el mismo frasco que el
sobrenadante anterior. La pastilla se colocd en un matraz Erlenmeyer que contenia 15
ml de amortiguador A conteniendo cloruro de sodio 1 M y se puso a agitar durante
noventa minutos a 4°C. Pasado ese tiempo se centrifugo a 12000 rpm durante 15
minutos, el sobrenadante se colocé en una bolsa de didlisis y se sumergié en un
recipiente que contenia 4L del amortiguador A sin PMSF. La dialisis se realizé durante 3

horas a 4°C; el amortiguador se cambi6 cada hora.

El contenido de la bolsa de didlisis (celulosa, 6000 — 8000 D) se transfirié a un tubo de
centrifuga y se centrifug6 a 15000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se pasé a
un tubo limpio y se guardo a 4°C. Este constituyé el extracto enzimitico enriquecido en

proteinas de pared celular.
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Determinacion de proteina por el método de Lowry

Disoluciones

- Disolucién A (Na2COs 2%, NaOH 0.4%, tartrato de potasio 0.16% y SDS 1%).
- Disolucién B (CuSO+e5H20 4%).

- Reactivo de Folin.

Para cuantificar la cantidad de proteinas presentes en el extracto enzimadtico se llevo a
cabo el método de Lowry (Pacheco, 2003). En tubos de ensayo se colocaron 0.2 mL del
extracto enzimatico de frijol, 1 mL de disolucién C (mezcla de disolucién A y disolucién
B proporcién 100:1) y 0.15 mL de agua destilada. Se dejé incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se agreg6 0.1 mL de reactivo de Folin (Sigma), se dejé incubar
30 minutos a temperatura ambiente para desarrollar el color. Se leyé a una longitud de
onda de 660 nm utilizando un espectro de UV-Visible marca Shimadzu modelo UV-
1601. Siguiendo la misma metodologia se prepar6 una curva estdndar con una disolucién

de albumina serica bovina dentro de un intervalo de 0 — 100 [g.

Ensayo enzimadtico de la peroxidasa (POX).

Para este ensayo se siguid la metodologia de Sigma, el cual es el proveedor de los
reactivos utilizados.

Disoluciones
- Amortiguador de fosfato de potasio (NaH.PO:) 100 mM, pH 6.0.

- Peroxido de hidrogeno 0.50% (H:0).

- Disolucién de pirogalol 5%.

- Disolucién de enzimas.
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Se determino la actividad de peroxidasa de acuerdo a la siguiente reaccidén:

H:O: + pirogalol  peroxidasa  2H:O + purpurogalin

En tubos de ensayo limpios y secos se adicionaron los reactivos en el siguiente orden:

Tabla 1.
Reactivo (mL) Blanco Prueba
Agua desionizada 2.10 2.10
Amortiguador fosfatos 0.32 0.32
Peréxido de hidrogeno 0.16 0.16
Pirogalol 0.32 0.32

Se mezclaron por inversidn, incubando a una temperatura de 20°C. Se monitoreo la
Asomm en un equipo de UV-Visible marca Shimadzu modelo UV-1601 hasta que se
mantuvo constante, generalmente la absorbancia tardo 3 minutos en estabilizarse y

luego se anadio la enzima, segtin se indica abajo.

Tabla 2.
Reactivo (mL) Blanco Prueba
Amortiguador fosfatos o0 -
Disolucién de enzimas = ---—-- 0.10

Se mezclo por inversién y se anoto el incremento de la absorbancia cada 20 segundos
durante 5 minutos. Los datos de Asomm y el tiempo (en minutos) se graficaron y se
calcul6 la pendiente al primer minuto del ensayo. La figura 9 nos muestra un ejemplo de

la grafica obtenida para los ensayos enzimaticos.
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Figura 9. Grafico de la cinética enzimdtica para POX de BM

La actividad de la enzima se calculo en U, de acuerdo a la siguiente férmula:

Donde:

m= Pendiente obtenida de la grafica.

3= Volumen final del ensayo en mL.

12= Coeficiente de extincién para lmg/mL de purpurogallin.

0.1= Volumen de enzima agregado en mL.

Una unidad de peroxidasa es la cantidad de enzima que produce un pg de pirogallina por

minuto.
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Para obtener la actividad especifica (Umg! de proteina). Las U ml! se dividieron entre
el contenido de proteina, expresada en mg, de un ml de extracto enzimatico.

Para demostrar que la POX puede utilizar como sustrato al acido ferilico, el ensayo de
esta enzima, también se realiz6 con dcido ferulico. Se utilizaron como reactivos
amortiguador de fosfatos 1 M pH 5.5, peroxido de hidrogeno 5 mM y una disolucién de

acido ferulico 2.5 mM. Los reactivos se agregaron de la siguiente manera:

Tabla 3.
Amortiguador 0.1
Agua destilada 0.4
Acido fertlico 0.1
Peréxido de hidrogeno 0.1
Disolucién de Enzimas 0.3

Se mezclé por inversidn y se leyo el decremento en la absorbancia a 310 nm cada 30

segundos durante 10 minutos.

La actividad de la enzima se calculo del mismo modo que con el pyrogalol, en este caso
el coeficiente de extinciéon es de 11.3 mM! cm™. En este caso la unidad de enzima se

defini6 como la cantidad de enzima que consume un pmol /min.

Aislamiento y purificacion de pared celular.

Para obtener las paredes celulares se tomaron 10 g de harina y se incubaron con 100 pL
de a-amilasa termoestable/g de harina en 40 mL de una disolucién amortiguadora de
fosfato de sodio 10 mM pH 7.0 a 95 °C durante 30 minutos. La muestra se centrifugé a
4300 g durante 10 min, el sobrenadante (R1) se guardé a 4°C y la muestra se incubé por

60 minutos a 60 °C con 2.5 mg de proteasa/g de harina en 40 mL de una disolucién
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amortiguadora de fosfato de sodio 10 mM pH 7.5. La muestra se lavé con agua
desionizada agitando vigorosamente y se centrifugd a 4300 g por 10 min para retirar la
proteasa en el sobrenadante. La pastilla se incub6 por 60 minutos a 60 °C con 100 pL de
amiloglucosidasa/g de harina en 40 mL de una disolucién amortiguadora de fosfato de
sodio 10 mM pH 3.0. La muestra se centrifugé a 4300 g por 10 min y se lavé con agua
desionizada, acetona y metanol-cloroformo (1:1 v/v) consecutivamente. La muestra se

colocé en un desecador para obtener la pared celular seca la cual se almaceno a 4 °C

Extraccion de fenoles Iibres.

Se pesé 1 g de la harina de frijol y se coloco en un tubo de teflén junto con 20 mL de
una disoluciéon que consistia en 50% metanol, 48% agua destilada y 2% de acido
clorhidrico 6 M para extraer los fenoles libres. Se le adiciond gas nitrégeno al tubo y se
dejo sonicando durante 1 hora. Pasado este tiempo la muestra se centrifugé a 9000 g
durante 10 minutos. El sobrenadante correspondié al extracto de fenoles libres. La

pastilla se desechd.

Obtencion de los fenoles de pared celular.

Se tomaron 0.25 g de pared celular y se colocaron en un tubo de teflén junto con 10 mL
de hidréxido de sodio 2 M, se le adiciono gas nitrégeno y se dejo en sonicacién durante
2 horas. Posteriormente se le agrego 10 mL de una mezcla de 50% metanol, 48% agua y
2% de acido acético y se colocaron nuevamente en sonicaciéon por 15 minutos. La
muestra se centrifugo a 9000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
se almaceno y se etiqueté como “fenoles alcalinos (FB)”, la pastilla se colocéd nuevamente
en el tubo de tefléon junto con 10 ml de 4cido clorhidrico 6 M, se le adicioné gas
nitrégeno y se dejé en sonicacion por 1 hora, Posteriormente se le agregaron 10 mL de

una mezcla de 50% metanol, 48% agua y 2% de acido acético y se dej6é nuevamente en
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sonicacién por 15 minutos. La muestra se centrifugd a 9000 g por 10 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante se almacend y se etiqueté como “fenoles acidos

(FA)”, la pastilla se almacend a 4°C. Ambos extractos de fenoles se ajustaron a pH 3.

De las muestras FB y FA se midid el contenido de fenoles totales mediante el reactivo de
Folin. Se tomaron 0.5 mL de cada extracto y se mezclaron con 0.75 mL de reactivo de
Folin 1 N dejando en reposo a temperatura ambiente durante 5 minutos después de lo
cual se agregaron 0.75 mL de carbonato de sodio al 20%. Se agit6 fuertemente y se dejé
reposar a temperatura ambiente durante 90 minutos. Después de este tiempo se midié la
absorbancia a 760 nm. Siguiendo el mismo procedimiento se construyé una curva

patrdn a partir de acido ferulico.

Las muestras de FB y FA ya ajustadas a pH 3, se agitaron por 30 minutos con acetato de
etilo en proporcién 1:1, para llevar a cabo la extraccién de los fenoles de la fase acuosa.
La fase organica (acetato de etilo/compuestos fenolicos) se colectd y a la fase acuosa se le
repiti6 el procedimiento anterior dos veces mds, colectdndose las fases orgdnicas en el
mismo frasco. Esta dltima muestra se llevd a sequedad utilizando un rotavapor marca
Heidolph modelo R-78. Los fenoles de pared celular se disolvieron en 200 pL de
metanol grado HPLC.

Identificacion y cuantificacion de dcido ferilico mediante la técnica de HPLC.

Para la identificacién y cuantificacién de dcido fertlico en las muestras se utilizé la
técnica de cromatografia liquida de alta resoluciéon (método modificado de Barcelo,
1997), utilizando un equipo marca Waters, con un sitema de bombeo modelo Waters
510. La fase movil o eluyente que se utilizé fue acetato de sodio 0.01 M/4cido acético en
proporcion 96:4. La fase mévil se ajustd a un pH de 3 y fue filtrada usando el sistema

Millipore y desgasificada en un sonicador durante 30 minutos. El flujo utilizado fue de 1

4 - o g e,
=g Ot
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ml/min, el volumen de muestra inyectado fue de 20 pL y se leyé a una A = 280 nm
utilizando un detector integrado al equipo modelo Waters 486. La fase estacionaria fue
una columna C18. Se realizé una curva de calibracién para el acido ferulico bajo las
condiciones mencionadas anteriormente utilizando concentraciones de 50 — 600 ng,
haciendo lecturas cada 50 ng. En la figura 10 se ven los cromatogramas obtenidos para el

AF estandar y dos muestras trabajadas.

Figura 10. Cromatogramas para AF estindar y muestras de BM para 0 y 90 dias de
almacenamiento. En el eje de las ordenadas la escala es de 20 - 500 mV.

Determinacion del contenido de lignina en la pared celular.

El contenido de lignina se determind en las paredes celulares por el método de Liyama y
Wallis (1990). Se pesaron 50 mg y se resuspendieron en 2 mL de cloruro de acetilo/4dcido
acético glacial (1/3) y 80 pL de acido perclérico en un tubo de ensayo con rosca, dentro
de un tubo de hierro sellado a 70 °C durante 30 minutos. Los tubos se agitaron cada 10
minutos. Después de terminar la digestién, los tubos se enfriaron en hielo y se
centrifugaron a 1000 rpm por 1 min. Del sobrenadante se tomaron 500 pL y se

transfirieron a un tubo de ensayo, adicionando 2 mL de acido acético y 500 pL de
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hidréxido de sodio 2 M. El contenido de lignina se estim6 midiendo la absorbancia de la
muestra a una A = 280 nm utilizando un espectro marca Shimadzu modelo UV-1601. El
contenido de lignina se calculo con la misma ecuacién que utilizaron Liyama y Wallis

en sus experimentos donde 20.91 es el factor de absortividad de la lignina.

Porcentaje de Lignina = 5.12 x absorbencia / 20.91 — 0.74
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Resultados y Discusién.

Endurecimiento.

De las variedades de frijol de FM y BM se tomaron las muestras de 0 y 90 dias de
almacenamiento en condiciones adversas (75% HR y 30 °C) y se comparo el cambio en
su pigmentacién. En ambos casos (Fig. 11 y 12) se pudo observar que las muestras con 90
dias de endurecimiento incrementaron su color café con respecto a la coloracién del
frijol control, esto debido a que en la testa durante el endurecimiento ocurre un
fenémeno conocido como oscurecimiento en el cual participan los fenoles y una enzima
llamada polifenoloxidasa, provocando el cambio de pigmentaciéon de la testa (Chang

1990).

Figura 11. Comparacién FM [0] y FM [90] en la cual se observa el cambio
en el color de la testa durante el endurecimiento.

Figura 12. Comparacién BM [0] y BM [90] en la cual se observa el cambio
en el color de la testa durante el endurecimiento.
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Tiempo de coccion.

Para ambas variedades se tomaron muestras a los 0, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento
y se les determino el tiempo de coccién, obteniendo los resultados que se presentan en
el figura 13. Los resultados indican que el tiempo de coccién de ambos cultivares se
increment6 a medida que aumenté el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, la
velocidad con que este cambio ocurri6 fue mayor para el cultivar BM (1.6X) que para el

FM (1.2X)
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Figura 13. Cambio del TCso para BM y FM en relacién con el tiempo de almacenamiento. Se
muestra el promedio de 3 repeticiones.
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Cuantificacion de fenoles totales, dcido ferilico y lignina.

Diversos autores han reportado que el endurecimiento del frijol es un fendmeno
multicausal y que una de estas es la formacion de enlaces covalentes entre los fenoles
presentes en la pared celular del cotiledén (Garcia y cols., 1998), lo que conduce a la
lignificacién de la pared celular, dificultando y algunas veces impidiendo la
termosolubilizacién de los polimeros de la pared celular. Para demostrar si algo similar
estaba sucediendo en los cultivares estudiados, se cuantificaron los fenoles totales
presentes en pared celular y por HPLC se cuantifico el contenido de dcido ferulico (AF)
ya que en frijol carioca y en semillas de frijol cultivadas en USA se demostré que este

fenol es el mas abundante en la pared celular frijol (Machado y cols., 2008).

Los fenoles de la pared celular se obtuvieron mediante una hidrdlisis 4cida y una basica,
sin embargo la concentracién de fenoles totales en medio dcido fue muy baja en
comparacién con los obtenidos de la hidrolisis en medio basico y en la primera no se
detecto la sefial del acido fertdlico en el HPLC por lo que en la figura 14 solo se

presentan los resultado para la hidrdlisis basica.

El contenido de fenoles totales en ambos cultivares fue semejante y a medida que se
incremento el tiempo de almacenamiento en condiciones adversas, estos compuestos se
incrementaron (fig. 14). Sin embargo, la velocidad de este aumento fue mayor en el
cultivar BM, cultivar que presento la mayor velocidad de endurecimiento, no obstante
la magnitud del incremento fue similar. El cultivar FM a los 90 dias de endurecimiento
presento un incremento en el contenido de fenoles de 2.8 veces, mientras que para BM

el maximo incremento se presento a los 60 dias y fue de 2.4 veces.
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Figura 14. Cambio en el contenido de fenoles totales y acido ferulico en pared celular para FM
(azul) y BM (rojo) durante el periodo de almacenamiento.

Los resultados en la figura 14 también muestran que el 4cido ferulico representa entre el
55% al 65% de los fenoles totales. En ambos cultivares se observa que la cantidad de
acido ferdlico detectado, al igual que la de fenoles totales, aumenta con respecto al
tiempo de almacenamiento, sin embargo a los 90 dias de almacenamiento en el cultivar

BM tanto los fenoles totales, como el acido ferulico no solo no incremento, si no que
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disminuyo de manera muy importante (96%) con respecto al mayor contenido de AF
que fue a los 60 dias de almacenamiento. También se grafico el contenido de acido
ferdlico contra el tiempo de coccion de frijol a los diferentes periodos de
almacenamiento en condiciones adversas, encontrandose una correlaciéon de 0.994 para
el cultivar FM y de 0.993 para BM (fig. 15). En este tltimo solo se tomaron en cuenta los
tiempos de almacenamiento en los cuales se incremento el contenido de 4cido ferdlico.
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Figura 15. TC contra contenido de acido fertlico para los cultivares FM (azul) y BM (rojo)
durante su endurecimiento.
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El origen del incremento del 4cido fertlico en la pared de las células del cotiledén es
dificil de explicar, dado que durante el almacenamiento no hay metabolismo celular,
porque el contenido de agua de la semilla es menor al 20% (Vertucci, Leopold, 1986).
Sin embargo, se debe considerar que dada la hidrofilicidad de la pared celular es muy
probable que la Aw en la misma sea de tal magnitud que permita la actividad de algunas
enzimas de pared celular que utilicen algin precursor del acido ferdlico. Este polifenol
podria formarse a través de la metilaciéon del acido cafeico (Lam y cols., 1996).
Desafortunadamente no se cuantifico este metabolito, ni se conoce si en la pared celular
se encuentra alguna actividad de O — metil transferasa que utilice como sustrato el dcido
cafeico. Aunque se cree que el fertlico presente en la pared se esterifica al arabinoxilano
antes de ser secretado (Bunzel y cols., 2004). Tomando en cuenta esta ultima sugerencia,
la otra posibilidad para explicar que el AF se incremente en la pared celular durante el
almacenamiento de las semillas es a través de que se depositen nuevas fibras de
arabinoxilanos esterificadas con AF. Estas podrian estar presentes en vesiculas
membranales, las cuales podrian provenir del aparato de golgi y estar localizadas muy
cerca de la membrana plasmatica y que por efecto de la hidratacién de la pared celular
durante el almacenamiento se generase alguna sefial que indujera la secrecién de las
fibras de arabinoxilanos esterificados con AF. Aparentemente los fenoles presentes en
citoplasma podrian estar contribuyendo al incremento de fenoles en pared celular, ya

que estos disminuyen al incrementar el tiempo de almacenamiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentracién de fenoles libres en FM y BM sin y con almacenamiento por
90 dias. Valores con letras diferentes en una misma columna presentan diferencias significativas
entre ellos (o = 0.05). Promedio de 3 repeticiones.

TA (dias) FM BM
0 81.169 + 0.3582 109.063 = 0.562
90 50.612 + 0.434b 66.981 + 0.7120
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Con la finalidad de explicar porqué en el cultivar BM el contenido de AF desciende a los
90 dias de almacenamiento, se cuantificé en ambos cultivares, el contenido de lignina en

la pared celular aislada de la semilla control y la de 90 dias de almacenamiento.

En la figura 16 se puede apreciar que la cantidad de lignina en la pared celular aislada de
las semillas control fue mayor en FM (0.29%) que en BM (0.17%). Aparentemente el
tiempo de coccién de frijol fresco estd asociado con el contenido de lignina inicial ya
que el cultivar que present6 mayor contenido de lignina fue aquel que también presentd
un mayor tiempo de cocciéon. El almacenamiento por 90 dias, de la semilla BM
incremento 4 veces el contenido de lignina, mientras que en el mismo periodo de
almacenamiento en el cultivar FM sélo se incremento en 1.3 veces. Estos resultados
sugieren que la capacidad de lignificaciéon estd asociada con la velocidad de
endurecimiento. Ya que el BM que es el cultivar que presenté mayor velocidad de

endurecimiento y también fue el que mostré mayor capacidad para formar lignina.
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Figura 16. Cambio en el porcentaje de lignina para FM y BM a los 0 y 90 dias de
almacenamiento. Promedio de 3 repeticiones
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Se ha demostrado que el acido ferulico esterificado a polisacaridos de pared celular es
quien sirve de enlace para formar los puentes de éter con los mondmeros de la lignina
como son los alcoholes sinapilo y siringiclo (Bunzel y cols., 2004). La formacién de este
ultimo enlace se forma extracelularmente por accién de las peroxidasas presentes en la
pared celular. Por lo que se cuantificd la actividad de POX en la pared celular de estos

cultivares.

Actividad de POX.

La actividad enzimatica de la POX se cuantificé determinando la formacién de pirogalin
durante cinco min, basaindonos en la metodologia propuesta por el proveedor (Sigma) de
los reactivos. La reaccion se inicid por la adicidn del extracto enzimatico (ver métodos)
y se gréfico el cambio en D.O. vs tiempo (fig. 17). Un andlisis cuidadoso de estas graficas
mostré que en el cultivar FM a los 30 dias de almacenamiento y las generadas para el
cultivar BM, mostraron dos pendientes, aun cuando la concentracién del sustrato
(pirogalol 40 mM y H20: 14.7 mM), utilizadas estaban al menos 10 veces por enzima de
los Kms reportadas para cada reactivo participante en la reaccién (Suzuki y cols., 2006).
Dado que en este trabajo, el ensayo de actividad de peroxidasa , se realizé en
condiciones de saturacion de la enzima, las dos pendientes en el curso de la reaccién
enzimatica podrian deberse a que 1) la reaccién es muy rapida y la velocidad inicial
incluye sdlo los primeros tiempos del curso de reaccidn; 2 ) la reaccidn es reversible, por
lo que después de cierto tiempo el producto podria desplazar el equilibrio hacia los
sustratos y por eso se observa una velocidad mas lenta; 3) Una vez que se termina el
perdxido de hidrégeno probablemente el pirogalol o la pirogalin se oxiden lentamente
con el oxigeno del aire; 4) El peréxido esta cambiando rapidamente, es decir que en el

extracto haya algun sustrato o enzima que también use este perdxido. Por lo anterior,
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para calcular la actividad de la POX presente en la pared celular de la semilla de frijol se

consider6 sélo la pendiente inicial es decir el primer minuto en todos los casos.
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Figura 17. Cambio en la absorbancia durante el ensayo enzimatico para FM (azul) y BM (rojo)

durante el endurecimiento.

En la semilla control de FM se detectd una actividad especifica de POX menor que la

detectada en BM. En ambos cultivares la actividad de la enzima permanece constante

hasta los 30 dias de almacenamiento. En el caso de FM la actividad tiene un pequefio
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descenso a los 60 dias de almacenamiento y es a los 90 dias cuando tiene un descenso
alrededor del 50%, para el cultivar BM la enzima conserva la misma actividad hasta los
60 dias de almacenamiento, y es hasta los 90 dias cuando estd disminuye un 34% (figura
18). El hecho de que la actividad de POX fuese detectada en la semilla control indica
que la POX es una enzima latente, depositada en la pared celular durante el desarrollo
de la semilla, al igual que otras actividades enzimaticas y que sélo se necesitan de la

hidratacién de la semilla para reactivarse (Drapron, 1985).
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Figura 18. Cambio en la AE de POX para FM (azul) y BM (rojo) durante el almacenamiento.
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Esta disminucién en la actividad de la POX puede ser consecuencia de reacciones de
Maillard (Wettlaufer y Leopold, 1991) o por la reaccién de algunos de los aminodcidos
de las proteinas con las sustancias volatiles (acetaldehido y formaldehido) que generan
las semillas durante su almacenamiento y que modifican la estructura de la proteina “in

situ” (Zhang y cols. 1997).

Diversos autores han demostrado que en diversos tejidos en crecimiento y antes de que
se realice la lignificacion de los internodos, se detectan peroxidasas capaces de catalizar
la formacion de lignina utilizando como ntucleos de lignificacidn los grupos de ferulico
esterificado a las pentosas que forman parte de las hemicelulosas (Lam y cols., 1996).
Con la finalidad de determinar si en el extracto enzimdtico de POX de pared celular
aislada de frijol BM estaba presente una peroxidasa capaz de utilizar AF cémo sustrato,
se realizé la determinacién de esta enzima utilizando este sustrato, en el cuadro 2 se
observa que efectivamente el extracto enzimadtico contenfa una peroxidasa con tales
caracteristicas, cuya actividad disminuy6é por efecto del almacenamiento. Esta
disminucién se explica porque al formarse la lignina, la POX que la sintetiza queda
atrapada en esta malla y ya no es soluble en amortiguadores con alta fuerza iénica que

fue el método utilizado en este trabajo para extraer la POX de la pared celular.

Cuadro 2. Efecto del almacenamiento sobre la AE de BM utilizando 4cido ferulico como
sustrato. Valores con letras diferentes en una misma columna presentan diferencias
significativas entre ellos (a = 0.05). Promedio de 3 repeticiones.

0 15.70 £ 0.722
90 9.77 + 1.79b

38



Los resultados anteriores se pueden integrar en el siguiente modelo. En condiciones
adversas de almacenamiento la semilla de frijol se endurece. La velocidad de este
endurecimiento depende de la capacidad del cultivar para formar lignina. Esta capacidad
a su vez depende de la actividad de peroxidasa de pared celular y de la velocidad con

que acumule dcido fertlico en la pared celular.
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Conclusiones.

e La velocidad de endurecimiento fue mayor para el cultivar Bayo Mecentral que
para Flor de Mayo.

e La concentracion de fenoles totales y dcido fertlico es mayor en el cultivar Bayo
Mecentral que en Flor de Mayo.

e FEl acido fertlico representa alrededor del 60% de la concentracién de fenoles
totales para ambos cultivares.

e La actividad de Peroxidasa de guaiacol es mayor en Bayo Mecenteral que en Flor
de Mayo.

e La Peroxidasa aislada de BM es capaz de utilizar al dcido ferdlico como sustrato.

e FEl porcentaje de lignina en pared celular aumenta 4 veces en el cultivar Bayo
Mecentral durante el endurecimiento en relacién con el control, mientras que en
Flor de Mayo solo cambia 1.2 veces.

e El contenido de fenoles libres de citoplasma disminuye durante el
endurecimiento para los dos cultivares, por lo que es probable que estos fenoles
migren a la pared celular durante el periodo de almacenamiento.

e El cambio en los compuestos estudiados es dependiente del genotipo y no solo de
las condiciones en las que creci6 la semilla.

e Como el cultivar Bayo Mecentral tiene la velocidad endurecimiento mayor y a su
vez presenta una mayor concentracién de dcido ferulico y lignina en pared

celular, podemos concluir que es muy probable que estos compuestos estén

asociados con el aumento en el tiempo de coccién del frijol.
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Anexo 1.

Tablas de datos experimentales.

En el cuadro 3 se encuentran los tiempos de coccién para BM y FM durante su

endurecimiento.

Cuadro 3. Efecto del almacenamiento sobre el tiempo de coccién de FM y BM. Valores con
letras diferentes en una misma columna presentan diferencias significativas entre ellos (a =
0.05). Promedio de 3 repeticiones.

e

TA (dfas) FM BM
0 101.1a 77.6a
30 100.2a 78.9a
60 105.6a 93.1b
90 121.6b 124.2¢

En el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos para los valores de AE para FM y

BM durante el fendmeno de endurecimiento.

Cuadro 4. Efecto del almacenamiento sobre la AE de FM y BM. Valores con letras diferentes en
una misma columna presentan diferencias significativas entre ellos (o« = 0.05). Promedio de 3

repeticiones.

TA (dias) M BM
0 49.75 + 5.06a 95.91 + 7.00a
30 49.27 + 2.88b 99.64 + 1.59a
60 36.07 + 1.88b 87.48 +1.08a
90 2459 +3.13c 52.84 + 2.58b
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Los datos obtenidos de la concentracién de fenoles totales y de acido ferdlico para cada

cultivar durante el endurecimiento se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Concentracién de FT y AF en pared celular de cotiledén para FM y BM. Valores con
letras diferentes en una misma columna presentan diferencias significativas entre ellos (a =
0.05). Promedio de 3 repeticiones.

TA (dfas) FT AF FT FB
(pg/g PC) (pg/g PC) (pg/g PC) (pg/g PC)
0 11.930 + 0.265a  6.555 + 0.324a  15.241+0.158a  9.708 = 0.286a
30 21.060 +0.228b 11.787 + 0.269b  26.760 £ 0.202b 15463 + 0.517b
60 28.303+0219  19.359 +0.375¢ 39-473+0.170c 54169 + 0.359¢
90 38.380+0252d 4813404154 10:106=0.189d 3547, (1684

La cuantificacién de lignina se realizo en ambas variedades para las muestras control y la

muestra de 90 dias de endurecimiento, los resultados se presentan en el cuadro 6.

Cuadro 6. Porcentaje de lignina en pared celular para FM y BM en muestras control y con 90
dias de almacenamiento. Valores con letras diferentes en una misma columna presentan
diferencias significativas entre ellos (o = 0.05). Promedio de 3 repeticiones.

TA (dias) FM BM
0 0.291 + 0.008a 0.169 + 0.009a
90 0.416 + 0.010b 0.709 + 0.009b
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