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RESUMEN

RESUMEN

El tiempo de coccion del frijol disminuye, respecto al del grano seco, cuando los
granos se remojan antes de la coccidon y se incrementa cuando las semillas se
endurecen. El tratamiento de remojo previo a la coccion, induce la germinacion de
las semillas y a nivel bioquimico este proceso involucra la modificacién enzimatica
de los polisacaridos de la pared celular con lo cual la pared celular pierde rigidez y
la lamela media disminuye su adhesividad para permitir que el eje embrionario
crezca. Lo anterior permite plantear la hipétesis de que la mejoria en la calidad
culinaria alcanzada por el remojo de la semilla, previo a la coccion, podria ser
similar al involucrado en el crecimiento de los ejes embrionarios durante la
germinacion y que en semillas endurecidas este mecanismo se encuentra dafiado.
Para probar la hipoétesis anterior se identificaron las modificaciones enzimaticas
inducidas por el remojo y por el endurecimiento en la arquitectura de las pectinas
presentes en las semillas de frijol. Los resultados indican que el remojo de la
semilla previo a la coccién incrementd la solubilidad de los galactanos y del
homogalacturénico y disminuy6 el peso molecular del ramnogalacturonano |. Estos
cambios fueron producto de la actividad latente de diversas enzimas
remodeladoras de pectinas tales como: ramnogalacturonasa, galactanasa y
poligalacturonasa. Ademas, la actividad de estas enzimas disminuyd de manera
importante durante el endurecimiento del frijol, impidiendo las modificaciones
enzimaticas de las pectinas que propiciaron la disminucion en el tiempo de
coccion. De lo anterior se concluye que las enzimas remodeladoras de pectinas

son algunos de los factores genéticos que determinan los bajos tiempos de
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RESUMEN

coccion del frijol. Y sugieren que el frijol serd menos susceptible a endurecerse

si estas hidrolasas no pierden actividad durante el proceso de endurecimiento.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCION

La calidad de un alimento esta relacionada con las caracteristicas que desea
satisfacer el consumidor final (Kigel, 1999). Por lo que seria deseable que los
alimentos de origen vegetal contaran con estas propiedades desde que son
cosechados y que se mantuvieran aun después de un periodo largo de
almacenamiento. Para lo cual, el agricultor deberia contar con germoplasma capaz
de producir los diversos érganos y semillas utilizadas como alimento con la calidad
deseada por el consumidor.

En la actualidad se ha hecho un gran trabajo para producir genotipos mejorados
genéticamente que llenen las caracteristicas importantes para los productores
agricolas: productividad, resistencia a plagas, a sequia, a deficiencia nutricional
etc. (Jacinto-Hernandez et al.,, 2002 y 2003). Recientemente y debido a los
avances en las técnicas modernas de biologia molecular y bioquimica, se han
iniciado algunos estudios sobre los factores genéticos y bioquimicos que
determinan la calidad de los alimentos vegetales exigido por el consumidor. Una
vez que se conozcan los factores genéticos que la determinan asi como su
interaccion, se estara en la posibilidad de desarrollar programas de
fitomejoramiento en los que se parta de genotipos elite y se seleccione para las
caracteristicas de calidad que le interesan al consumidor.

En el caso de alimentos que requieren de un tratamiento térmico para ser
consumidos, el tiempo necesario para su suavizacion es el parametro de calidad
mas importante para el consumidor y un ejemplo de este tipo de alimentos es la

semilla de frijol (Jacinto-Hernandez et al., 2002). Si el tiempo de coccion requerido
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INTRODUCCION

para suavizar el frijol sin remojo es tomado como base de la calidad del grano,
esta calidad se modifica de manera negativa por condiciones de almacenamiento
inadecuadas (HR >65% y T > 25°C) que provocan un aumento considerable en el
tiempo de coccion del grano, defecto conocido como endurecimiento (Liu, 1995;
Reyes-Moreno y Paredes-Lépez, 1993). Esta calidad también se puede modificar
de manera positiva por el remojo de la semilla previo a la coccién. Utilizando
estos factores externos que modifican la calidad culinaria del frijol se puede lograr
la identificacién de factores bioquimicos y genéticos que participen en la calidad
culinaria del frijol y asi definir marcadores genéticos que permitan la generacion de
genotipos con mejor calidad culinaria.

Por otra parte, se sabe que la pared celular juega un papel clave en determinar la
calidad de alimentos de origen vegetal y en especial los que requieren de un
tratamiento térmico para su consumo, como el frijol (Stanley y Aguilera, 1985;
Jackman y Stanley, 1995). Los trabajos publicados hasta el 2002 explicaron el
endurecimiento de frijol con base en la interaccion del homogalacturonano,
presente en la |lamina media, con otros componentes de la pared celular. Por
ejemplo, se postuld que durante el almacenamiento inadecuado, la pectin-metil-
esterasa hidrolizaba al grupo metilo que decoraba a algunos residuos de
homogalacturonano dejando libre el carboxilo del acido galactourdnico. El cual a
su vez interaccionaba con iones calcio, provenientes del citoplasma, disminuyendo
asi la solubilidad de la pectina (Mafuleka et al., 1993). Estudios recientes, sobre la
remodelacion de la pared celular durante la elongacién celular han demostrado
que el ramnogalacturonano | (RGI) y las cadenas laterales de arabinano y

galactano que decoran a la ramnosa tienen gran importancia en la funcionalidad
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INTRODUCCION

de la pared celular, especialmente en las propiedades mecanicas y térmicas de
vegetales que requieren de coccidon para ser comestibles (Ulvskov et al., 2005).
Estos nuevos conceptos resultaron en la modificacion del modelo que se tenia
de las pectinas y con esto del de pared celular (Geshi et al., 2000; Willats et al.,
2001; Vincken et al., 2003; Ulvskov et al., 2005) y por tanto nos han llevado a
considerar su importancia en la calidad del frijol. Por otra parte, el hecho de que la
calidad culinaria mejore con el remojo, lleva a proponer la participacion de
enzimas para modificar la arquitectura de los polisacaridos que forman la lamela
media y la pared celular primaria del cotileddén del frijol para facilitar su
solubilizacion y el ablandamiento del grano. El hecho de que enzimas de pared
celular estén posiblemente involucradas en este fendmeno de ablandamiento,
podria ayudar a contar con herramientas moleculares que faciliten una eficiente
seleccién agrondémica de cultivares con alta calidad.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue definir los factores genéticos y

bioquimicos que modifican el tiempo de coccidn del frijol.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del frijol

El frijol es una leguminosa originaria de América y fue uno de los primeros granos
que se cultivaron. Es un alimento tradicional, por lo que se considera un elemento
de identificacion cultural junto con el maiz y el chile, los cuales son parte de la
dieta alimenticia del mexicano y es consumido tanto en medios rurales como
urbanos, sin importar la clase social (Arias, 2007). En los paises en desarrollo
como el nuestro, hay una deficiencia alimentaria, sobre todo una carencia de
proteinas en la dieta. Por esta razon, el frijol es una excelente opcion para mejorar
esta condicion, por su bajo costo y alto contenido de proteina (Pérez-Herrera et
al., 2002).

El nombre cientifico del frijol es Phaseolus vulgaris L. y pertenece a la familia de
las leguminosas. La planta del frijol tiene la capacidad de crecer en climas frios y
calidos. Hay variedades trepadoras o enanas, siendo mas comunes las primeras,
que alcanzan una altura de 50 a 70 centimetros (SAGARPA, 2009). El rango de
temperatura 6ptima es de 15-27 °C. Con respecto al agua que necesita el cultivo,
se requiere de 400 a 500 mm de precipitacion promedio anual. Requiere suelos

con pH entre 5.5 y 6.5 (Arias, 2007).

2.1.1. Estructura de la semilla de frijol
La semilla madura del frijol consta de dos partes principales: la testa (parte
externa) y el embrién (parte interna).

Parte externa (figura 1a):
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ANTECEDENTES

1. Testa o cubierta: corresponde a la capa secundaria del ovulo.
Generalmente es dura y estd formada por una capa interna y una
externa de cuticula y una o mas capas de tejido grueso que sirve de
proteccion. En esta estructura se distinguen algunas sub-estructruras:
a) Hilio: corresponde a la cicatriz dejada por el funiculo; esta region

conecta la semilla con la placenta y marca el punto donde la semilla
se separa.
b) Micropilo: corresponde a una abertura natural localizada cerca del
hilio; permite la absorcidon de agua para el proceso de germinacion.
c¢) Rafe: corresponde a un Iébulo que proviene de la soldadura del

funiculo con los tegumentos externos del évulo.

Figura 1. Estructura de la semilla de frijol
Fuente: (FAO, s.f.)
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Parte interna (figura 1b):
2. Embrion: ElI embrion esta constituido por dos cotiledones y el eje
embrionario.

a) Cotiledén: se encuentran bajo la testa, forman la parte
voluminosa de la semilla, son hojas modificadas para el
almacenamiento de carbohidratos y proteinas y constituyen la
parte aprovechable de la semilla.

b) Eje embrionario tiene funcion reproductiva, siendo capaz de
iniciar divisiones celulares y crecer. Es la parte vital de la semilla.
Es un eje porque inicia el crecimiento en dos direcciones con el
fin de originar la raiz y el tallo. El eje embrionario esta formado
por el hipocaotilo, epicotilo y radicula.

2.1.2. Produccién del frijol

El frijol es la leguminosa mas cultivada a nivel nacional. El 87% de la superficie
destinada a ese cultivo se ubica en areas de temporal y es importante senalar que
el 68% de su produccion se destina a consumo por parte del productor, es decir,
no se comercializa. EI 65% de la produccién nacional se concentra en seis
entidades de la Republica: Zacatecas, San Luis Potosi, Sinaloa, Durango, Nayarit,
Guanajuato y Chihuahua; la primera entidad aporta la mayor parte de la
produccion en el ciclo primavera-verano y Sinaloa, Nayarit, Veracruz y Chiapas,
durante otofno-invierno.

En México se producen diferentes variedades de frijol, las cuales, corresponden a
los diferentes habitos de consumo existentes en nuestro pais. La mayor parte de

la produccién nacional (alrededor del 70%) se localiza en el noroeste del pais y las
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ANTECEDENTES

principales variedades son azufradas y pintas. Por otra parte, una gran cantidad
de frijol negro se cultiva en Nayarit y Zacatecas y su demanda se ubica en las
zonas centro y sur de México. Las preferencias de consumo en el pais, dan lugar

a una clasificacion del frijol (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de variedades de frijol por su preferencia de consumo

Altamente Preferentes Preferentes No Preferentes
Azufrado Garbancillo Alubia blanca
Mayocoba Manzano Bayo Blanco

Negro Jamapa

Negro San Luis

Negro Zacatecas

Peruano

Negro Querétaro

Ojo de Cabra

Flor de Mayo y Flor de Junio

Pinto

Bayo Berrendo

Fuente: ( SAGARPA, 2009)

La preferencia también se puede ordenar por clases:
v' La primera, son los pequefios negros y opacos.
v' La segunda, son los negros brillosos y grandes.
v Latercera, son los rosados donde se incluye el Flor de Mayo.
v' Y otros de produccion regional, los cuales son mas comunes en
rancherias y otros pequefios poblados, aqui se incluye el Bayo
Mecentral (SAGARPA, 2009).
En los ultimos afos, han existido cambios significativos en la produccion total de
frijol en México. Como se puede observar en la figura 2, la produccion ha venido

disminuyendo, lo que ha provocado la necesidad de importar el grano y esto ha
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generado problemas en el mercado nacional, ya que la demanda de frijol es

aproximadamente de 1,200,000 toneladas anuales (SIAP, 2009).

FRIJOL
Produccion Nacional
2000-2007

2,000,000

1,500,000

1,000,000

= 1 B R
0

2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007

M Toneladas | 887,68 | 1,062, | 1,549, | 1,414, | 1,183, | 826,89 | 1,385, | 997,78

Toneladas

Figura 2. Produccién Nacional de Frijol
Fuente: (SIAP, 2009)

Este problema se agrava por las pérdidas ocasionadas por un mal
almacenamiento del frijol, que disminuye su calidad culinaria. Esto baja la

disponibilidad del grano, aumenta su precio y genera problemas de alimentacion.

2.1.3. Aimacenamiento del frijol
Como no todo el grano de frijol que se produce cada ano, se consume en corto
tiempo y ademas, tiene que ser distribuido a los lugares de venta, este debe ser
almacenado en condiciones adecuadas para mantener la calidad del grano por
mas tiempo, desde que se cosecha hasta que se comercializa.
Un buen almacenamiento debe controlar la humedad relativa (HR) y la
temperatura, manteniendo estas dos condiciones a menos de 65% y 25°C

respectivamente (Colprocah, 2009; Fornos, 2009). Un almacenamiento adecuado

preserva la viabilidad y el vigor de la semilla, ademas de las cualidades

Pagina 10


http://www.colprocah.com/

ANTECEDENTES

nutrimentales y sensoriales del grano y posiblemente lo mas importante, que no
aumente su tiempo de coccion; para poder proporcionar al consumidor un grano
aceptable (Bressani, 1989). Sin embargo, en nuestro pais y en otros paises
tropicales no se cuentan con las instalaciones que mantengan la calidad inicial de
la semilla de frijol. Por lo que el frijol que ha sido sometido a periodos de
almacenamiento en condiciones adversas, sufre pérdidas en viabilidad y vigor de
la semilla y desde el punto de vista de su uso como alimento el frijol almacenado
presenta un aumento en el tiempo de coccion, es decir, el frijol se endurece (Shiga
et al., 2004). El frijol que sufre de este defecto puede tener pérdidas, sobre todo de
aminoacidos, que pueden afectar la calidad nutrimental del grano, ademas de
afectar la textura, reduciendo asi la aceptacion de los consumidores (Shiga et al.,
2004).

2.1.4. Composicion Quimica del Grano
El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es un alimento bajo en grasa y rico en
proteinas, carbohidratos, fibra predominantemente soluble y minerales (Osorio et
al., 2003). Existen pequefias diferencias en su composicion, dependiendo de la
variedad (tabla 2).

Tabla 2. Composicion quimica de algunas variedades comerciales de frijol

| VARIEDAD |
Componentes Frijol Frijol || Frijol Frijol
Flor de mayo ||Bayo|| Negro ||Mayocoba
Jamapa

[ Proteina | 2216  ||26.16]| 24.20 || 23.41 |
[Carbohidratos || 66.97  ||59.28]| 61.26 || 63.11 |
[ Humedad | 2.31 [6.26 || 6.86 || 9.65 |
| Grasa I 0.73 [ 1.03]] 126 || 1.98 |
| Cenizas I 3.82 ||320]] 363 || 367 |

Fuente: Vargas-Torres et al., 2006
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Por otra parte, la semilla de frijol, también presenta ciertas sustancias que se
consideran como antinutrimentales y otras que son téxicas. Entre los factores
antinutrimentales se encuentran los inhibidores de enzimas proteoliticas, como los
inhibidores de a-amilasa y tripsina; también estan los factores de flatulencia, los
taninos y el acido fitico; y los compuestos téxicos como hemaglutininas vy
saponinas, pero esa toxicidad solo se presenta cuando estan crudos ya que la
coccion elimina por completo las hemaglutininas (Bonilla et al., 1991; Valle y
Lucas, 2000).

Es importante sefialar que, para la poblacion de mas bajos recursos, el frijol es su
principal fuente de proteinas, ya que son de bajo costo en comparacién con las
proteinas de origen animal. Ademas de ser una fuente importante de proteina,
son una fuente de hierro, potasio, magnesio, zinc, fibra, almidén y tiamina, lo que
le permite ser un alimento de buena calidad nutrimental (Mederos, 2006).

Por otra parte, se ha reportado que al complementar algunos cereales con el frijol
aportan practicamente la totalidad de los aminoacidos esenciales necesarios,
mejorando la calidad proteica de las dietas (Pérez-Herrera et al., 2002). Por tal
razon, el frijol se complementa con los cereales como el maiz, que es el principal
grano que se consume en México, y mejora la calidad nutrimental, sobre todo de

la poblacion mas pobre.

2.2. Procesamiento del frijol.
Las semillas crudas de frijol presentan una excesiva dureza lo que las hace
dificiles de masticar, ademas presentan mal sabor, factores antinutrimentales y

téxicos; por lo tanto, para su consumo, el frijol es remojado toda la noche y
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después cocido. El remojo antes de cocerlo es una practica comun que suaviza
los granos de la mayoria de las variedades y por lo tanto reduce el tiempo de
coccion. Normalmente, el tiempo requerido para suavizar el frijol fresco es tomado
como base de la calidad del grano (Jacinto-Hernandez et al., 2002). Por lo tanto, el
procesamiento requerido para el consumo del frijol involucra dos etapas: el remojo
de la semilla y el tratamiento térmico para la coccién, los principales eventos que
se producen en cada etapa se explican a continuacion:
2.2.1. Proceso de remojo.

El remojo de la semilla suele ser usado para hidratarla previo a la coccién, 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. En algunas regiones de México, las semillas de frijol son
remojadas toda la noche en agua fria. Durante la imbibicién, la semilla absorbe
agua a través del hilio y 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 polisacaridos de la pared celular, de los carbohidratos
y de las proteinas presentes en el citoplasma, solubilizacién de compuestos
hidrosolubles de la pared celular y por consiguiente cambios en la dureza de la
semilla (Sefa-Dedeh y Stanley, 1979; Blancas, 2001). A la fecha, se desconocen
los cambios bioquimicos que ocurren en la semilla durante el remojo y que podrian
ser los responsables de que el tiempo de coccién del frijol remojado previo a su
coccion sea menor al que presenta la semilla sin remojo. En esta tesis se
presentan los experimentos realizados con la finalidad de identificar estos cambios

bioquimicos.
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2.2.2. Proceso de coccién.

El tratamiento térmico, disminuye la dureza de la semilla, mejora el sabor, e
inactiva enzimas y factores toxicos intrinsecos de la semilla; asi como un aumento
significativo en la digestibilidad de las proteinas de la semilla y adquisicion de
caracteres sensoriales agradables. Las semillas pueden ser cocinadas en agua a
ebullicion o a vapor; siendo mas comun hervirlas a fuego lento, hasta obtener
semillas con una suavidad y sabor agradables.

Durante la coccion en agua hirviendo, el calor aplicado induce en la semilla de
frijol los cambios fisico-quimicos que conducen a su ablandamiento, dichos
cambios son: gelatinizacion de los granulos de almidon, esto se realiza
paulatinamente conforme se incrementa la temperatura, hasta llegar
aproximadamente a los 65 °C; desnaturalizacion de las proteinas; remocion parcial
de los polifenoles, y la fractura y termosolubilizacién de la lamina media, todo esto
conduce a dafos mecanicos, como el estallido celular, y finalmente, a la pérdida
de la rigidez o dureza (Ng y Waldron, 1997; Bernal-Lugo et al., 1997; Waldron et
al., 1997). En resumen, el proceso de coccion esta relacionado a cambios en la
microestructura del grano que se generan inicialmente por la presencia de agua
durante el periodo de remojo y posteriormente por el efecto del calor aplicado

durante la etapa de coccién (Sefa-Dedeh et al., 1978).

2.3. Calidad culinaria del frijol
La calidad de un alimento esta relacionada con las caracteristicas que desea
satisfacer el consumidor final. En el caso del frijol las caracteristicas que el

consumidor busca en la semilla son: la apariencia (Kigel; 1999) la textura y el
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sabor que alcanzan después de cocinarse (Bernal-Lugo et al., 1997). En México,
el consumidor desea ademas, un frijol que produzca un caldo con buena
apariencia, sabor y textura y sobre todo que la semilla presente un bajo tiempo de
coccion. Este ultimo parametro de calidad es el que determina sus preferencias de
compra (Jacinto-Hernandez et al., 2002).

De acuerdo a los fitomejoradores el tiempo de coccion del frijol depende del
genotipo y de los factores ambientales durante el cultivo y de las condiciones en
que la semilla se almacene. Como antes se menciono, las condiciones adversas
de almacenamiento, en paises tropicales, provocan un aumento considerable en
el tiempo de coccion del grano, defecto conocido como endurecimiento. Cuando el
frijol se endurece se dice que la calidad culinaria del frijol disminuyo ya que una de
las caracteristicas que desea satisfacer el consumidor se ha perdido. Debido a
que el endurecimiento que presenta la semilla de frijol por almacenamiento en
condiciones adversas es comun a otras leguminosas, este fendbmeno ha sido
estudiado considerando cada uno de los componentes celulares que participan en

la suavizacion térmica de la semilla.

2.4. Eventos bioquimicos y estructurales que conducen al endurecimiento de
la semilla de frijol

Los estudios realizados con el propdsito de elucidar el mecanismo del
endurecimiento de la semilla de frijol se pueden conjuntar en dos grupos, uno que
involucra los componentes citoplasmaticos como el almidon y las proteinas y el

segundo que involucra la pared celular en especial la lamina media.
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En el primer grupo, se incluye la hidratacion y gelatinizacién del almidén y la
desnaturalizacion de las proteinas, sin embargo, la evidencia existente es
controversial. Durante el proceso de coccion la gelatinizacion del almidon y la
desnaturalizacion de las proteinas marcan el inicio de los cambios dentro de las
células (Vindiola et al., 1986), por lo que son dos componentes importantes en
este proceso. Pero en almidon aislado se ha observado, mediante pruebas de
“Calorimetria Diferencial de Barrido” (CDB), que la temperatura de gelatinizacion y
desnaturalizacion no cambian significativamente entre frijol fresco y endurecido
(Garcia y Lajolo, 1992). Ademas, después de someter los dos tipos de frijol a un
tiempo de coccion igual y obtener la harina de los frijoles cocidos, se determind la
isoterma y se encontré que ésta es lineal, lo que indica que el almidén y la
proteina se gelatinizé y desnaturalizé respectivamente durante la coccion, en
ambos tipos de frijoles (Vindiola et al, 1986). Por otra parte, en el grupo de trabajo,
se analizaron dos variedades de frijol fresco, que tienen diferente tiempo de
coccion, por CDB y se observd que en ambos tipos de frijol las temperaturas de
gelatinizacion y desnaturalizacion fueron similares, lo que nos lleva a suponer que
la influencia del almidon y las proteinas en la velocidad de coccion del frijol fresco
es minimo (Lépez, 1994). También Holberg y Stanley (1987) encontraron que la
temperatura de gelatinizacion del almidén, en frijol endurecido por
almacenamiento a altas temperatura y humedad relativa, no cambié con respecto
a otros almacenados a temperatura y humedad relativa bajas (controles). La
evidencia anterior, sugiere que el almidon y las proteinas citoplasmicas no
participan en el proceso de endurecimiento. Por otra parte, existen otros trabajos

realizados con garbanzos, frescos y endurecidos por almacenamiento prolongado
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a altas temperatura y humedad, en los que se menciona que, la estabilidad
térmica de las proteinas intracelulares son importantes en el defecto de
endurecimiento a la coccion (HTC por sus siglas en ingles), pues al aumentar la
temperatura, durante la coccion, se coagulan y limitan la absorcion de agua del
almidodn, provocando que no se hinche completamente y no se gelatinice durante
la coccion (Liu et al., 1992 y 1993a). Resultados similares se encontraron, al
comparar frijol fresco y endurecido a altas temperatura y humedad, en la que se ve
que la temperatura de transicion de las proteinas intracelulares baja, en el frijol
endurecido, y es menor a la de gelatinizacion del almidon, por lo que se supone
que, la proteina se coagula y evita el transporte de agua y una incompleta
gelatinizacion del almidon, lo cual provoca, al menos parcialmente, el
endurecimiento (Garcia-Vela y Stanley, 1989). Estas diferencias en resultados
podria deberse a las condiciones de almacenmiento en que los frijoles se
endurecieron. En frijoles endurecidos a 75% HR y 40°C por dos meses, la
estabilidad térmica de las proteinas no se modifica (Garcia and Lajolo, 1994).
Mientras que las semillas endurecidas en condiciones de 80% HR y 30°C por 18
meses las proteinas son térmicamente inestables (Garcia-Vela y Stanley, 1989).

El segundo grupo de estudios, que involucran la pared celular y en especial la
lamina media, se pueden englobar en tres grandes modelos (Liu, 1995):

1. PECTINA-CATION-FITATO

2. DEGRADACION DE PECTINA POR B-ELIMINACION

3. LIGNIFICACION
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Antes de explicar los tres modelos mencionados, los cuales se basan en cambios
que sufre la pared celular, se explicara la composicion y las principales estructuras
que forman esta pared celular.

2.4.1. Composicion de pared celular y estructura de sus polisacaridos
La pared celular es una estructura rigida que rodea las células vegetales
proporciona la forma y soporte a la planta. Determina una gran cantidad de
atributos de calidad y sus caracteristicas de procesamiento (Carpita, 2000;
Jackman and Stanley, 1995).
La pared celular esta formada por tres capas: lamina media, pared primaria y en
algunos casos, pero no en cotiledén de frijol, pared celular secundaria.
a) Lamina media o lamela media: primera capa que se deposita durante la division
celular, esta formada principalmente por polisacaridos pécticos. Tiene un papel
primario en la adhesion intercelular (Carpita, 2000).
b) Pared primaria: Estd compuesta por celulosa, hemicelulosa, proteinas y
pectinas. Desde el punto de vista quimico las paredes celulares primarias son
normalmente suficientemente porosas para permitir el paso de agua y los solutos
de peso molecular bajo del exterior de la célula hacia la membrana plasmatica e
interior celular (Carpita, 2000).
c) Pared secundaria: comienza a depositarse hacia el final del crecimiento de la
célula y continia cuando este ha cesado. Este tipo de pared celular no lo
contienen los cotiledones de frijol.
En la estructura de la pared celular, se pueden distinguir los siguientes

polisacaridos: Celulosas, Hemicelulosas y Péctinas (figura 3).
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Figura 3. Esquema de la pared celular vegetal.
Fuente: Carpita et al., 2000

1.Celulosa.

Es altamente cristalina y consiste en un polimero no ramificado formado
por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos B(1—4) y su
funcién principal es asegurar la rigidez de la pared celular (Carpita, 2000).

2. Hemicelulosas.
a) Los componentes mayoritarios de la hemicelulosa son xiloglucanos
(XiGs) y glucuronarabinoxilanos (GAXs) (Carpita, 2000)
b) Xilanos: Arabinoxilanos y a los Xiloglucanos

c¢) Mananos: Glucomananas y glucouromananas.
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d) Galactanos: galactomananos y Arabinogalactanos (Carpita, 2000)

La interaccion entre hemicelulosas y celulosas tienen como finalidad hacer un
balance entre resistencia y flexibilidad de las paredes celulares (Méndez, 2003).

2. Pectinas
Las pectinas son uno de los principales componentes de la pared celular.
Quimicamente, es un polisacarido compuesto de una cadena lineal de moléculas
de acido D-galacturénico, el cual, forma el esqueleto principal de la molécula y
esta muy hidratado. Se cree que las pectinas poseen muchas funciones, dentro de
las que se destacan la determinacion de la porosidad de las paredes y por tanto, el
grado de disponibilidad de los sustratos de las enzimas, implicadas en las
modificaciones de la pared celular (Soriano, 2004), también, la modulacion del pH
y balance ionico, la participacién en la adhesién célula-célula y el reconocimiento
de la presencia de ciertos patdégenos.
Las pectinas son las mas susceptibles a la degradacion inducida por el calor, por
lo que se ha propuesto que la termosensibilidad que presentan, esta relacionada
con la solubilizacion de la lamina media (Blancas, 2001). Durante el remojo y el
almacenamiento inadecuado del frijol, las pectinas sufren modificaciones que
alteran sus propiedades fisicoquimicas, principalmente su solubilizacién.
Las pectinas son polisacaridos de diferente tipo y los mas abundantes en la Pared
Celular son: homogalacturonano, ramnogalacturonano |, galactano,
arabinogalactano y arabinano. La cadena principal puede contener regiones con

muchas ramificaciones o cadenas laterales, denominadas “regiones rugosa”
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ramnogalacturonano | (RGI) y regiones con pocas cadenas laterales llamadas

“regiones lisas” homogalacturonano (HGA) (Figura 4).

Figura 4. Estructura esquematica de la pectina.
Fuente: (Soriano, 2004)

La regiéon lisa u homogalacturonano (HGA): consiste en un esqueleto de
residuos de acido D-galacturénico unidos mediante enlaces a(1—4), los cuales
pueden estar acetilados en el C-2 o en el C-3, o metilados en el C-6 que son entre
el 70 y 80% de residuos de acido uronico. Los residuos del acido urénico que no
estan metilados se asocian con calcio (Soriano, 2004).

La regiéon rugosa o ramnogalacturonano | (RG I): EI Ramnogalacturonano |
(figura 5) es la molécula mas representativa y abundante del grupo, siendo el
componente principal de las dicotiledoneas y estan constituidos por una estructura
formada por la repeticion del disacarido galacturonilramnosil, en el cual, alrededor
del 50% de la ramnosa presenta ramificaciones de azucares entre los que
predominan galactosa y arabinosa, que forman galactanos, arabinanos o

arabinogalactanos (Carpita and McCann, 2000). Se cree que estos polisacaridos,
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especialmente el ramnogalacturonano | y la galactosa de sus cadenas laterales
pueden tener una gran influencia en la pérdida de calidad culinaria del frijol,

provocada por un mal almacenamiento (Carpita, 1984; Sorensen et al., 2000).

Figura 5. Ramnogalacturonano |
Fuente: Rodriguez-Palenzuela et al., s.f.

2.4.2. Modelos que tratan de explicar el mecanismo del endurecimiento
de la semilla de frijol y que involucran la pared celular.

1. PECTINA-CATION-FITATO
El primer modelo, trata de explicar el fendbmeno, mediante el papel que juega la
concentracion de iones divalentes libres en la semilla del frijol endurecido, durante
el proceso de coccion. Nos dice que, durante el almacenamiento a temperatura y
humedad altas, la cantidad de iones divalentes libres en la pared celular aumenta.

Estos provienen de la degradacion del acido fitico, que en frijol fresco tiene unidos
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iones calcio o magnesio. Durante el remojo o la coccion, la pectina intercambia
sus iones monovalentes, por los liberados en el medio por la hidrdlisis del acido
fitico, o simplemente los enlaza a sus grupos carboxilos libres y forma una pectina
insoluble que le da una mayor fuerza a la pared celular, lo que hace que se
requiera mayor tiempo de coccién de la semilla para su ablandamiento. Estos
procesos de hidrdlisis y de intercambio de iones dependen de la concentracién de
acido fitico y fitasa disponible en la célula, ya que ésta es la responsable de la
degradacion del acido fitico, por lo que en diversos trabajos se ha investigado la
relacion entre los factores antes mencionados, por ejemplo, Mafuleka et al,
(1993), encuentran que existe una correlacion positiva entre la actividad de fitasa y
la dureza a la coccidén en frijol blanco Malawian, el cual sufre el defecto de
endurecimiento durante su almacenamiento, ademas de un incremento en la
concentracion de calcio en la pared celular. En otro estudio se encontré que, en
frijol negro, conforme el &cido fitico se perdia durante el almacenamiento, la
firmeza del frijol se incrementaba (Sievwright y Shipe, 1986). Por otra parte Liu et
al., (1993b) encuentran que el defecto de endurecimiento puede ser inducido, al
remojar garbanzo en una solucion de cloruro de calcio antes de ser sometidos al
proceso de coccidn y que, aparentemente el calcio es absorbido por el cotiledén.

Sin embargo, en otros trabajos (Bernal-Lugo et al., 1990 y 1991) en los que se
determind la concentracion de &acido fitico y actividad de fitasa en frijol, con
diferente sensibilidad al endurecimiento en almacén, se encontré que no existia
relacion entre los niveles de acido fitico y fitasa con la sensibilidad al

endurecimiento.
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2. DEGRADACION DE PECTINA POR B-ELIMINACION
El segundo modelo nos habla de la sensibilidad de degradacion de las pectinas al
proceso de coccidn, la cual depende del grado de metilacion del grupo carboxilo
de la cadena de pectinas, el pH y la interaccion con iones divalentes. En frijol
fresco, las pectinas son extremadamente sensibles a altas temperaturas y medio
cercano al neutro, porque bajo estas condiciones se rompen los enlaces
glicosidicos adyacentes al grupo carboximetilo, este proceso se conoce como [3-
eliminacion, y genera moléculas de bajo peso molecular solubles. Por lo tanto, la
hipdtesis que se maneja es, que existen cambios en las pectinas que evitan que
se lleve a cabo ésta degradacion o la dificultan (Liu, 1995). Algunas de las
posibles causas que se sugieren, podrian provocar estos cambios son: el pH de la
semilla; se ha observado que durante el almacenamiento de la semilla el pH del
agua de remojo baja, mientras que el tiempo de coccion aumenta y disminuye la
degradacion de pectinas. También influye el grado de esterificacion de las
pectinas, a mayor cantidad de grupos carboxilo metilados, mayor facilidad para
que se lleve a cabo la reaccién de B-eliminacién; pues la presencia del grupo
metilo en el carbono beta, desestabiliza la densidad electronica del carbono alfa,
haciéndolo mas inestable y facilitando, por lo tanto, el rompimiento del enlace
glicosidico. Los iones divalentes libres, como calcio o magnesio, pueden
interactuar con los grupos carboxilos no metilados de las pectinas, formando
cadenas mas estables a altas temperaturas, por lo tanto la degradacion de

pectinas es menor.
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3. LIGNIFICACION
El tercer modelo involucra el contenido de fenoles y lignina, producto esta ultima
de la polimerizacion de compuestos fendlicos. Se propone que los fenoles se
polimerizan y forman lignina la cual se asocia con proteinas de pared celular, lo
que hace mas rigida a la pared celular. En frijol fresco no se forma lignina. Hincks
y Stanley (1987) observaron por “Microscopia Electrénica de Barrido” y una tincién
con permanganato de potasio, que tifie lignina, que ésta se encuentra presente en
frijol endurecido, almacenado a temperatura y humedad relativa altas (85% HR y
30°C), y que se deposita en la pared celular, mientras que en frijol control no se
localiza ninguna tincidn, lo que indica que en éste ultimo, no existe lignina. Otras
evidencias observadas son quela cantidad de fenoles solubles, disminuye
conforme el tiempo de almacenamiento de frijol aumenta, concluyendo que los
fenoles tienen una participacién importante en el desarrollo del endurecimiento del
grano que se refleja en un aumento en su tiempo de coccién (Hincks y Stanley,
1986). Esto sugiere que, la lignina se asocia con las pectinas de la lamina media,
lo que hace mas rigida a la pared celular y evita que se solubilicen las pectinas
(Hincks y Stanley, 1986, 1987). Ademas, en otros trabajos se encontré que el
almacenamiento inadecuado del frijol incrementd el contenido de lignina en la
pared celular de sus cotiledones, asi como el contenido de acido ferulico y algunas
evidencias de la participacion del acido ferulico en el entrecruzamiento de pectinas

(Tintor, 2011; Quezada, 2005).

Los estudios anteriores indican que la calidad de coccion de la semilla de frijol

fresco o endurecido, esta relacionada con las caracteristicas de solubilidad de las
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pectinas. Sin embargo, existen evidencias que indican, que la solubilidad de
pectinas no es el unico factor que determina la calidad de coccién. Por ejemplo,
cuando la calidad de coccién del frijol disminuye por almacenamiento y los frijoles
de lotes fresco y almacenado se cuecen por el tiempo suficiente para solubilizar la
misma cantidad de pectina, se encuentra que el grado de termoablandamiento es
menor en el frijol endurecido que en el fresco (Liu et al., 1993c).

Por otra parte, estudios sobre la remodelacién de la pared celular durante la
elongacion celular han demostrado que el ramnogalacturonano | (RGI) y las
cadenas laterales de arabinano y galactano que “decoran” a la ramnosa tienen
gran importancia en la funcionalidad de la pared celular, especialmente en las
propiedades mecanicas y térmicas de vegetales que requieren de coccion para ser
comestibles (Vincken et al., 2003). Esto ha llevado incluso a modificar el modelo
que se tenia de las pectinas y con esto también el de pared celular (Geshi et al.,
2000; Willats et al., 2001; Vincken et al., 2003; Ulvskov et al., 2005).

Estos nuevos conceptos y modelos respecto a las pectinas, pero mas
especificamente a el papel del RGI, nos ha llevado a considerar su importancia en
la calidad del frijol. Por otra parte, el hecho de que la calidad culinaria mejore con
el remojo, lleva a proponer la participacion de enzimas en las modificaciones de la
lamina media que provocan su solubilizacion y el ablandamiento del grano. El
hecho de que enzimas de pared celular estén posiblemente involucradas en este
fendbmeno de ablandamiento, podria ayudar a contar con herramientas
moleculares que faciliten una eficiente seleccion agronémica de cultivares con alta

calidad.
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Por lo tanto, se tienen dos factores que afectan la calidad culinaria del frijol; uno
positivo, que es el remojo y otro negativo, que es el endurecimiento; lo que permite
tener un modelo de estudio para poder dilucidar marcadores de la calidad culinaria
del frijol.

Lo anterior es importante para poder hacer una seleccién adecuada de los
alimentos, para que cumplan con las expectativas del consumidor, lo cual requiere
un entendimiento del efecto de los factores ambientales y genéticos a nivel

bioquimico y fisioldgico sobre la calidad.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La rigidez de la pared celular, que depende de Ila fuerza de interaccién
establecida entre los diversos polisacaridos que la constituyen, influye de
manera determinante en la textura de diversos productos vegetales. Por lo
que si durante el remojo del frijol, las pectinasas modificaran la estructura
de los diversos polisacaridos que constituyen a las pectinas, la rigidez de la
pared celular seria menor que la de un frijol sin remojo y el tiempo de
coccion también sera menor.

En las condiciones de almacenamiento en las que el frijol se endurece, la
actividad de algunas enzimas ensayadas en diversas semillas, disminuye o
es indetectable. Por lo que es muy probable que la actividad de las
pectinasas disminuya o se inactive durante el proceso de endurecimiento,
y por tanto las pectinas no se modifiquen durante el proceso de remojo con
lo cual la pared celular no adquirira los cambios estructurales que permiten

un tiempo de coccidn bajo de la semilla.

OBJETIVO GENERAL
Definir los factores genéticos y bioquimicos que modifican el tiempo de coccion
del frijol.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la calidad culinaria de diferentes cultivares de frijol vy el

efecto del remojo y el deterioro sobre ella.
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2. Evaluar la influencia de los componentes mayoritarios del grano (testa y
cotiledon) en la calidad culinaria del frijol.

3. Identificar los cambios estructurales en los diversos polisacaridos de las
pectinas realizados “in muro” por la actividad enzimatica de las pectinasas,
durante el remojo de la semilla para establecer el mecanismo molecular por
medio del cual disminuye el tiempo de coccion del frijol.

4. Determinar si el endurecimiento del frijol mostrado por un mayor tiempo
de coccion se debe a que las pectinas de la pared celular interaccionan

entre ellas y con otros polisacaridos con una mayor fuerza.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material Biolégico

Al inicio del presente trabajo se evaluaron tres variedades de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) Bayo Victoria, Flor de Mayo y Bayo Mecentral ademas de dos lineas
experimentales 11-2440 y 11-2626, pero posteriormente so6lo se usaron dos
cultivares de frijol (Phaseolus vulgaris L.) Bayo Mecentral (BM) y Flor de Mayo
(FM) y una de las lineas experimentales la Il- 26262 durante todo el trabajo.
Todos los genotipos fueron cosechados en la primavera del 2004 en Santa Lucia,
Estado de México, en la estacion experimental del Valle de México del INIFAP.
Esta estacion esta ubicada a 19°29°'N y 98°53°0O a 2240 metros sobre el nivel del
mar. Las semillas se almacenaron a 4°C y una humedad relativa de 40% hasta

que se usaron en el laboratorio.

4.2. Determinacion del Tiempo de Coccidn

Para esta prueba se utilizaron semillas frescas y deterioradas, secas y remojadas,
estas ultimas se colocaron en agua destilada, en una proporciéon de 1:5 plv,
durante 18 horas a temperatura ambiente. El tiempo de coccion fue determinado
por el método de Mattson modificado (Jackson y Varriano-Marston, 1981). Se
colocaron 25 semillas, cada una en una depresion del equipo Mattson,
colocandole encima una varilla y un peso de 200 g a cada una (figura 6). El equipo
se introdujo en una olla de aluminio con agua hirviendo, se tapd la olla y se
mantuvo en ebullicion hasta que todas las varillas atravesaron los frijoles o por un

tiempo maximo de 300 minutos, anotando el tiempo en el que cada varilla perford
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cada una de las semillas de frijol. El tiempo de coccién se determino graficando el
porcentaje de frijoles cocidos contra el tiempo en el cual se cocieron y calculando
el tiempo en el cual el 50% del lote se cocid. Las pruebas de coccidn se realizaron

por triplicado.

Figura 6. Equipo Mattson

4.3. Determinacion de la influencia de la testa y el cotiledon sobre el tiempo
de coccion.

Para conocer la influencia que tenian la testa y el cotiledén sobre el tiempo de
coccion, éste se determiné en una misma variedad de semilla con testa y sin
testa. Para hacer la prueba sin testa, con una navaja se quitaba un pedazo
pequefio de ésta y ahi se colocaba la punta de la varilla del cocinador Mattson
(figura 6), ya que si se quitaba toda la testa los cotiledones se separaban. La
prueba con testa se realizé como ya se explico en el inciso 4.2. El porcentaje de
influencia de los dos componentes se calculd como sigue: se hizo una relacién

entre el tiempo de coccion de la semilla con testa, que se considero el 100% vy el
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tiempo de coccion de la semilla sin testa cuyo porcentaje se calculé en base al
tiempo de coccién de la semilla con testa, y eso se considerd el porcentaje de
influencia del cotiledon al tiempo de coccion. Estas pruebas se hicieron a las

semillas remojadas tanto frescas como endurecidas.

4.4. Endurecimiento de las semillas

En un recipiente con cierre hermético y dos compartimentos con una separacion
fisica permeable a la humedad, se colocé en uno de ellos una solucion salina
preparada con 39,2 g de cloruro de sodio (J.T. Baker) en 100 ml de agua
desionizada, la cual, generaba una humedad relativa de 75%. En el otro
compartimiento se colocaron las semillas cuidando de que estas no se mojaran
con la solucion salina (figura 7). Posteriormente se introdujo el recipiente cerrado
en una incubadora a 30°C durante seis meses y se tomaron muestras de semillas
para evaluar su tiempo de coccion cada 15 o 30 dias dependiendo de la

sensibilidad al deterioro de las diferentes variedades.
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Figura 7. Camara de deterioro
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4.5. Obtencién de los cotiledones

Frijoles secos.- Se retiraron la testa y el eje embrionario con ayuda de una navaja.
Los cotiledones obtenidos se guardaron bajo condiciones de refrigeracion (4°C) en
un frasco de vidrio cerrado y etiquetado.

Frijoles remojados.- Después del periodo de remojo, la semilla se partié por la
mitad manualmente y se retiraron la testa y el eje embrionario, obteniéndose de
esta manera los cotiledones que se guardaron en las mismas condiciones que los

SecCos.

4.6. Calorimetria Diferencial de Barrido
Esta prueba se realizé a cotiledones de las diferentes variedades de frijol frescas,
secas y remojadas. Los cotiledones se obtuvieron como se explico en el inciso 4.5
Los cotiledones se molieron en mortero, congelados con nitrégeno liquido. La
harina obtenida se tamizd con una malla # 40 USA serie Tyler. Se pesaron de 6 a
10 mg de harina en una capsula de aluminio y se les adicion6 agua desionizada
en una relacion 1:1 harina:agua y se dejo equilibrar por una hora después de
mezclarlo. Las capsulas se sellaron para determinar sus curvas calorimétricas. Las
condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Velocidad de calentamiento = 5 °C/min por 25 min

Atmodsfera de Nitrégeno

Sensibilidad = 0.5 mcal/min. 0 0.000119 J/min

Rango de temperatura = 25 a 150 °C

Referencia = Agua desionizada
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4.7. Extraccién de Pectina

A 50g de harina de cotiledén se le agregaron 500ml de metanol al 80% y se
mantuvieron en ebullicion durante 2 horas. La mezcla se centrifugdé a 1000 x g por
10 minutos y el precipitado fue lavado tres veces con etanol al 75% para eliminar
los azucares solubles. Por ultimo, se lavé el precipitado con etanol absoluto y se
secé con vacio a temperatura ambiente hasta que la muestra estuvo a peso
constante. El residuo insoluble en alcohol (RIA) se mantuvo almacenado en un
desecador.

Se pesaron 2 g del RIA y se le agregaron 100 ml de CDTA 50 mM pH 8 y se
mantuvieron en agitacion constante durante 2 horas a 25°C, después de ese
tiempo se centrifugd la muestra a 1000 x g y el sobrenadante se colectdé en un
vaso de precipitados y al precipitado se le repitié la extracciéon con CDTA 3 veces
mas. Los extractos se juntaron y se dializaron contra agua destilada y después se
precipitaron con etanol al 85 %, el precipitado se lavé con acetona y se seco con

vacio. Esta fue considerada la fraccion de pectinas.

4.8. Cromatografia de filtracion en gel

Se disolvieron 5 mg de la fraccion de pectina en 3 ml de acetato de amonio 50 mM
pH 5.2. Esta solucién fue separada en una columna de cromatografia de 50 x 1.5
cm conteniendo Sephacryl S-400 (Pharmacia), usando como eluyente el mismo
amortiguador de acetatos en el que se disolvié la muestra, a un flujo de 10 ml h™".
Las fracciones colectadas fueron de 2.5 ml. La cantidad de azucares totales y
acido urénico, fueron cuantificados en cada fraccidn por los métodos del fenol-

sulfurico (Dubois et al., 1956) y o-hidroxidifenil (Blumenkratz y Asboe-Hanson,
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1973) respectivamente. La columna fue calibrada con estandares de dextrinas con

diferente peso molecular 2000, 500, 73y 7 kDa eluidos a un flujo de 10 ml h™".

4.9. Composicion de Azucares

La composicion de azucares fue determinada por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (HPLC). Se uso una columna analitica de carbohidratos de 4.6 X
250 mm con un tamano de particula de 4 ym, empacada con aminopropilsilano
unido a silica NOVA-PACK (Waters). Se uso como fase moévil una mezcla de
acetonitrilo : agua (4:1). Antes del analisis por HPLC, las muestras se hidrolizaron
con acido ftrifluroacético 2 M a 121°C por 2 h, el acido fue eliminado por
evaporacion usando una atmdésfera de nitrogeno (Fry, 1998), el residuo se disolvio
en 0.25 ml de acetonitrilo:agua (4:1) y se filtr6 en una membrana de 0.25 micras

de diametro.

4.10. Extracciéon de Enzimas de pared celular

Para la obtencion del extracto enzimatico se pes6 1 g de harina de cotiledon, se
homogeneizé con 15 ml de amortiguador de acetato de sodio 50 mM pH 5.5 que
contenia NaCl 1M y se agité durante 1.5 h a 4°C. La mezcla se centrifugd a 5000 x
g a una temperatura de 4°C. El precipitado se desecho, mientras que el
sobrenadante se dializé durante 1h usando 4 litros de amortiguador de acetato de
sodio 50 mM pH 5.5 a 4°C y se cambid el amortiguador cada hora durante tres
horas. El extracto dializado fue centrifugado a 10,000 x g a 4°C y el sobrenadante

fue el extracto enzimatico utilizado en la determinacién de la actividad enzimatica.
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4.11. Actividad de las enzimas

Se cuantifico la actividad de las siguientes enzimas: poligalacturonasa,
pectinmetilesterasa, ramnogalacturonasa y galactanasa. La mezcla de reaccion
fue la siguiente: 0.75 ml de acetato de sodio 65 mM pH 5.5 y 0.25 ml del sustrato
respectivo para cada enzima a una concentracion de 1 %, ademas de 0.05ml del
extracto enzimatico. La mezcla de reaccion se incubd a 30°C durante 0.5 h. Para
detener la reaccion se hirvié la mezcla por 10 min, excepto cuando se determind la
actividad de la enzima pectinmetilesterasa. La actividad de las enzimas
ramnogalacturonasa y galactanasa se cuantificd, midiendo la cantidad de
azucares reductores liberados durante la incubacion, usando el método de Nelson
Somogy (Nelson, 1944) y se usaron como sustratos ramnogalacturonano de soya
(Megazym) y arabinogalactano de larch-wood (Sigma). Para medir la actividad de
la poligalacturonasa se uso como sustrato acido poligalacturénico (sigma) y se
determiné utilizando 2-cianoacetamida (Gross, 1982). Para la pectinmetilesterasa
el sustrato fue pectina esterificada de citricos (Sigma) y se cuantific6 midiendo el
metanol liberado usando azul de bromotimol con un método espectrofotométrico
continuo (Hagerman y Austin, 1986). Como control para todas las enzimas
evaluadas, se uso su extracto enzimatico hervido. La actividad de las enzimas fue
expresada como actividad especifica.

4.11.1. Cuantificacion de proteinas

Se utilizd el método de Lowry et al. (1951). En un tubo de ensaye se colocaron 50
plitros de extracto enzimatico de pared celular, 1 mL de solucion C (conteniendo
Na;COs 2 %, NaOH 0.4 %, tartrato de sodio y potasio 0.16 % y SDS 1% que

constituyen la solucion A; y CuSOy4 -(5H20) 4 % que es la solucion B, mezcladas
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en una proporcion 100:1) y agua destilada c.b.p.1.35 mL. La reaccién se incub¢ a
temperatura ambiente por 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se agregaron 100
plitros de reactivo de Folin, se agitd e incubé nuevamente a temperatura ambiente
por 30 minutos para desarrollar color. Este se ley6 en un espectrofotémetro a una
longitud de onda de 660 nm. El valor de absorbencia se interpolé en una curva
patron que se realizd con una solucion estandar de seroalbumina de bovino

(Sigma) dentro de un intervalo de 0-100 pg / ml.

4.12. Andlisis estadistico
De los resultados obtenidos se obtuvieron los promedios y estos fueron analizados

por la prueba de rango multiple de Duncan.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de este trabajo se presentaran en dos partes para dar respuesta a

cada una de las hipotesis planteadas.

5.1. MECANISMO DEL EFECTO BENEFICO DEL REMOJO DE LA SEMILLA EN
EL TIEMPO DE COCCION

5.1.1. Introduccién
El tiempo de coccion es la caracteristica comercial mas importante del frijol
(Phaseolus vulgaris L.) ya que los consumidores prefieren las variedades con
tiempos cortos de coccion. El remojo de la semilla de frijol antes de cocerlo es una
practica comun que ablanda la semilla de la mayoria de los cultivares, y por tanto
reduce su tiempo de coccidn. Se ha demostrado que ambos tratamientos se
acompanan de cambios en la textura de la semilla (Liu, 1995; Reyes-Moreno,
Paredes-Lopez 1993). Sin embargo, las bases moleculares de los cambios que
ocurren durante el remojo y que mejoran el tiempo de coccion no han sido
establecidos. A nivel molecular, los cambios en la textura de los de frijoles
remojados estan relacionados al poligalacturonano, uno de los polisacaridos
pécticos en la lamela media, subestructura presente entre dos células adyacentes
y responsables de mantenerlas unidas (Carpita y McCann, 2000; Selvendran,
1984). Recientemente se reporté que la pectina aislada de frijoles esta compuesta
de xilogalacturonanos, ramnogalacturonanos, arabinanos y galactanos ramificados
(Shiga y Lajolo, 2006). Es probable que estos polimeros sean modificados durante
el remojo de la semilla ya que la hidrataciéon de la semilla activaria diversas
hidrolasas presentes en la pared celular (Brummell et al., 2004; Rose et al., 2003;

Bewley y Black, 1994), tales como la ramnogalacturonasa, poligalacturonasa,
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pectin-metil-esterasa y galactanasa. La hipétesis de este trabajo fue que estas
hidrolasas de la pared celular tienen un gran efecto sobre la estructura de todos
los polisacaridos que constituyen las pectinas, contribuyendo asi a la pérdida de
rigidez de la pared celular. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar
los cambios estructurales en los diversos polisacaridos de las pectinas, realizados
‘in muro” por la actividad enzimatica de las pectinasas, durante el remojo de la
semilla y asi establecer el mecanismo molecular por medio del cual el remojo de
la semilla previo a la coccidén disminuye su tiempo de coccion.
5.1.2 Caracterizacion del material biolégico

Para definir el mecanismo mediante el cual el remojo de la semilla de frijol previo a
su coccion incrementa la calidad culinaria a través de disminuir el tiempo de
coccion (TC), se requerian genotipos de frijol que presentasen diferencias
cuantitativas en cuanto al efecto del remojo de la semilla en el tiempo de coccién y
que estas diferencias dependiesen sélo de la carga genética de los genotipos.
Para lograr esto se caracterizaron tres cultivares de frijol y dos lineas
experimentales proporcionadas por el programa de frijol en INIFAP, Campo
México (Dra. Carmen Jacinto y Dr. Ramon Garza). La caracterizacion de los
materiales utilizados en el presente trabajo, consistido en clasificarlos en base al
efecto del remojo en el tiempo de coccion (tabla 3). Los tiempos de coccion de los
cinco materiales frescos remojados o0 no, se muestran en la tabla 3. Es importante
senalar que las semillas frescas se consideraron como controles y su tiempo de
coccion fue dependiente de su carga genética, ya que fueron crecidos en el mismo

sitio, bajo el mismo régimen cultural y en el mismo ciclo.
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TABLA 3. Efecto del remojo en el tiempo de coccion de diferentes
variedades de frijol

TIEMPO DE COCCION Ts, (min)

GENOTIPO SIN REMOJO CON iINDICE DE
REMOJO BENEFICIO
2626 1262* 61° 2.06
2460 972 33° 2.93
BAYO VICTORIA ND 47¢ ND
FLOR DE MAYO 1262 41° 3.07
B. MECENTRAL 972 41° 2.36

Los datos representan el promedio de tres determinaciones independientes.
*Numeros con diferentes letras entre las columnas sin y con remojo, indican diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05) de acuerdo a la prueba de Duncan.

El remojo de la semilla, previo a su coccion, incremento la calidad culinaria del
frijol ya que el tiempo de coccion disminuyd en todos los casos (tabla 3). Ademas,
las tres variedades: Flor de mayo, Bayo Mecentral y Bayo Victoria remojadas,
previo a la coccion, presentaron el mismo tiempo de coccion. Mientras que él de
las lineas experimentales, 11-2460 y 11-2626, fueron diferentes entre ellas.
Significativamente menor para la primera, que para la segunda (tabla 3). La
magnitud del efecto del remojo en el tiempo de coccidon se puede calcular a través
de obtener el cociente del tiempo de coccion sin y con remojo para cada uno de
los genotipos. A este cociente se le denomind indice de beneficio del remojo en el
tiempo de coccion de la semilla (tabla 3). Como se menciond anteriormente, el
remojo de las semillas beneficia a la calidad culinaria del frijol, confirmado por los
datos de indice de beneficio obtenidos en este trabajo que en todos los casos fue
mayor de 2.0. El indice de beneficio fue mayor para el cultivar Flor de Mayo y
menor para la linea experimental [[-2626. Basados en los resultados anteriores,

se decidid utilizar, para estudios posteriores, la linea experimental 11-2626 y los
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cultivares Flor de Mayo y Bayo Mecentral debido a que presentaron diferente
indice de beneficio. De los resultados en la tabla 3 se concluy6 que el remojo de la
semilla de frijol previo a la coccion incrementa la calidad culinaria del frijol a través

de disminuir su tiempo de coccidn.

5.1.3 Identificacion de los componentes de la semilla responsables del
efecto benéfico del remojo
Trabajos previos demuestran que durante la coccion, el calor induce al menos tres
transiciones orden-desorden en la semilla de frijol: gelificacion del almidon,
desnaturalizacion de las proteinas y solubilizacion de las pectinas presentes en la
lamela media (Bernal-Lugo, 1997). Por lo que se hipotetizé que si el remojo de la
semilla previo a la coccion facilitaba las transiciones orden-desorden del
citoplasma, como son la gelificacion del almidon y la desnaturalizacion de
proteinas, entonces la entalpia de estos eventos debia ser mayor en frijol seco que
en remojado. Para probar esta hipotesis se determind la entalpia requerida por
cada cultivar para que los principales polimeros del citoplasma, las proteinas y el
almidén, se desnaturalizaran y gelificaran respectivamente. Esto se determiné por
calorimetria de barrido y los resultados se muestran en la figura 8. En ella se
observa que aunque la temperatura a la cual se completan las transiciones de
orden-desorden es ligeramente diferente, en frijol seco y remojado, la entalpia
para todos los cultivares y tratamientos fue similar (tabla 4) indicando que la
contribucion de los polimeros citoplasmaticos al TC es similar para todos los

cultivares ya sea en semillas secas o remojadas.
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Figura 8. Endotermas de cotiledones de frijoles secos y remojados. Variedades
A) Flor de Mayo B) Bayo Mecentral, C) 2626.

Dado que en el efecto benéfico del remojo, previo a la cocciéon, no estan
involucradas las macromoléculas citoplasmicas, se exploré la posibilidad de que
durante el remojo de la semilla las pectinas fuesen modificadas y esta
modificacion facilitara su solubilizacion térmica, resultando en un menor tiempo de

coccion.
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TABLA 4. Entalpia del proceso térmico de diferentes variedades de frijol

GENOTIPOS ENTALPIA NORMALIZADA
SECOS REMOJADOS
g Jg’)
FLOR DE MAYO -2140.27% -2391.142
BAYO MECENTRAL -2531.592 -2220.912
2626 -2413.342 -2313.712

*Los resultados son el promedio de tres experimentos independientes. Numeros seguidos por la
misma letra entre columnas indican que no hay diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05)
de acuerdo a la prueba de Duncan.

5.1.4. Efecto del remojo sobre la composicion quimica de la fraccion
de pectinas de las diferentes variedades de frijol frescas
Para poder determinar los mecanismos que provocan que el remojo disminuya los
tiempos de coccion de las variedades de frijol estudiadas, se determinaron las
diferencias en la composicion quimica y facilidad de solubilizacion de los
polisacaridos presentes en la fraccion de pectinas de frijoles secos y después de
ser remojados. La facilidad de solubilizacién ha sido usada para detectar
diferencias en entrecruzamientos de polisacaridos de pared celular (Carpita,
1984). Cambios en facilidad de extraccion reflejan cambios en propiedades
estructurales y cambios quimicos indicaran actividad enzimatica (Brummell et al.,
2004).
En la fraccion de pectina aislada, en todas las variedades de frijol secas, se
encontré acido galacturénico y diferentes tipos y contenidos de azucares neutros

(figura 9). Como la composicion de pectina indica el tipo de polisacarido que esta
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Figura 9. Composicion de azucares de la fraccion de pectinas extraidas de

frijoles frescos secos y remojados.
*Los promedios entre tratamientos para cada genotipo son diferentes significativamente (p<0.05) si tienen
diferentes letras, de acuerdo a la prueba de Duncan
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presente en esta fraccion (Shiga and Lajolo, 2006), se puede inferir que, los
polisacaridos de pectinas extraidas del cotiledon de frijoles secos, estan
compuestos principalmente por polimeros neutros de arabinanos y xilanos. En la
pectina extraida, el contenido de arabinosa (ARA) fue de 37-42% y de xilosa (XIL)
de 24-28%. También se detectd una cantidad media de pectinas acidas,
considerando que el contenido de acido galacturénico (AG) fue de 13-20% (figuras
9-11). Ademas, se observo que los polimeros acidos tienen ramnosa (RAM) (7.4-
13.9%) y cantidades minimas de galactosa (GAL) (5-7.3%). La presencia de
ramnosa indica que en estas variedades de frijoles mexicanos, como en frijoles
cariocas (Shiga y Lajolo, 2006), las pectinas acidas contienen regiones
ramificadas de ramnogalacturonano |, ademas de poligalacturonano, como se
puede observar en la figura 9, y esto mismo se ha reportado en otras semillas
dicotiledéneas (Colonna et al., 1980; Bhatty, 1990; Gooneratne et al., 1994;
Huisman et al., 2001).

Estos polisacaridos son parte de una estructura mas compleja llamada
ramnogalacturonano-lI (RGl), el cual, es un compuesto formado por una cadena
principal de residuos de acido galacturénico y ramnosa unidos por enlaces
glicosidicos, que tiene cadenas laterales de arabinogalactano o arabinano y/o
galactanos y xilanos unidas al residuo de ramnosa de la cadena principal del RGI

(Carpita y McCann, 2000).
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Por otra parte, la composicion quimica de los polisacaridos pecticos de frijoles
secos fue diferente a la de frijoles remojados (figura 9). En los tres genotipos, los
polisacaridos pecticos extraidos de semillas remojadas fueron ricos en galactosa
(16-23%) y poligalacturonano (tabla 5), y comparados con las semillas secas
fueron pobres en ramnosa (3.4-4.3%).

La variedad Flor de Mayo, a la que el remojo contribuyé mas a disminuir su tiempo
de coccién (tabla 3), presentdé el mayor decremento en la concentracién de
ramnosa por el remojo (figuras 9). Ademas, existe una correlacion positiva entre el
contenido de ramnosa y el tiempo de coccion (r = 0.9331, P< 0.05) tanto en frijoles
secos como remojados. Estos resultados nos sugieren que, la hidrélisis del RGI
constituye uno de los cambios moleculares que mejoran el tiempo de coccidn
después del remojo. Una evidencia adicional, que apoya esta propuesta, fue la
disminucién en el peso molecular de los polisacaridos pécticos extraidos de frijoles

remojados, respecto a los no remojados (figura 10).
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Figura 10. Perfil de peso molecular de pectinas soluble en CDTA de frijoles
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Otros cambios observados, en la composicion de los polisacaridos, fue que en los
frijoles remojados hubo un incremento en galactosa en comparacién con los secos
(figuras 9). Esto sugiere que el remojo disminuyd la fuerza, con la cual, las
cadenas laterales de galactano del RGI interactuan con otros polisacaridos. Esto
se puede sugerir porque estudios previos, han reportado que, la facilidad de
extraccion de polisacaridos de pared celular y la disminucion de su peso
molecular, estan relacionados con diferencias en la fuerza de interaccion (Carpita,
1984). También se ha reportado que, en paredes celulares de papa existe
hidrolisis de RGI in muro y ocurre un “aflojamiento” de la pared celular tan
importante, que el galactano puede ser extraido aun cuando este polisacarido esta
localizado cerca de la membrana plasmatica (Serensen et al., 2000). Por lo tanto,
la hidrélisis de la cadena principal del RGI durante el remojo, constituye uno de los
cambios moleculares responsables de que el tiempo de coccion de semillas de
frijol remojadas sea menor que el de las semillas sin remojo.

TABLA 5. Cantidad de acido galacturéonico (AGal) como

homogalacturonano (HG) en pectina de frijol®
Total AGal Total RAM PG (AGal -

(nmol) (nmol) Rha) (nmol)
Variedades Tratamiento (nmoles)

Flor de Mayo Seco 707.0 840.0 ND
Remojado 639.0 200.0 439.0
Bayo Mecentral Seco 1050.0 628.0 422.0
Remojado 922.0 262.0 660.0
11-2626 Seco 1060.0 450.0 606.0
Remojado 1220.0 260.0 960.0

SCalculado con datos de la tabla 13 (Ver anexo 1); ND No detectado; RAM, ramnosa

En frijoles cocidos, se han estudiado las regiones de homogalacturonano y se ha

visto que, su relacion de termosolubilizacion determina el tiempo de coccién, es
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decir, a mayor solubilizacién el tiempo de coccion es menor (Moscoso et al.,
1984). Sin embargo, esto no ha sido evaluado en frijoles remojados antes de su
coccion. Por eso, para determinar el papel de este polimero en el mecanismo
involucrado en el remojo del frijol, se calcul6 la fraccion total de acido
galacturonico que forma el homogalacturonano (tabla 5). Para hacer esto, se
parti6 de los datos de la tabla 13 mostrada en el anexo 1 y se asumidé que la
fraccién molar del acido galacturénico, que forma parte de la cadena principal del
RGI, debe ser equivalente a la cantidad de ramnosa presente en la fraccién de
pectina; debido a que el RGI esta formado, en su cadena principal, por el dimero
a-(1 — 2)-L-ramnosa-a-(1 - 4) galacturonil (Carpita y McCann, 2000) y se asume
que el resto del acido galacturénico detectado forma la fraccién del
homogalacturonano.

Se ha demostrado, en sistemas de pectinas hidratadas in vitro, que el contenido
de homogalacturonano influye en la flexibilidad de estos polimeros (Ralet et al.,
2008). Por lo tanto se puede decir que, las moléculas de pectina en semillas de
frijol hidratadas tuvieron diferente grado de flexibilidad, debido a que la cantidad de
acido galacturénico detectado fue mayor para la linea experimental 11-2626 y mas
bajo para la variedad FM (tabla 5). La mayor cantidad de acido galacturdnico
detectada en la pectina extraida de semillas remojadas, pudiera explicarse por
cambios en los patrones de entrecruzamiento, que facilitan la extraccion de la
pectina. Estos cambios contribuyen a la pérdida de rigidez de la pared celular y a
una disminucion en la adhesion intercelular y por lo tanto a menores tiempos de

coccion.

Pagina 49



RESULTADOS Y DISCUSION 1

5.1.5. Efecto del remojo sobre la actividad de enzimas de pared celular
de diferentes variedades de frijol frescos
Nosotros asumimos que las enzimas de pared celular, estan activas en frijoles
remojados, debido a la presencia de agua, y que pueden formar polisacaridos
como se ha observado en tejidos de plantas en crecimiento (Cosgrove, 2005) y
durante la maduracion de frutos (Brummell, 2004). También se ha reportado que,
cambios en el peso molecular y solubilidad de los polisacaridos de pared celular,
se deben a la actividad de enzimas que remodelan sus diferentes estratos
(Brummell, 2004). Por esta razén, en este trabajo se decidio cuantificar la actividad
de diferentes enzimas involucradas en el metabolismo de las pectinas (tablas 6 y

7).

Se detectdé la actividad de las enzimas: ramnogalacturonasa, galactanasa,
poliogalacturonasa y la pectinmetilesterasa (PME). En las variedades Flor de
Mayo y Bayo Mecentral, todas las enzimas fueron activas en semillas control y
como se esperaba, el remojo incremento su actividad. Sin embargo en semillas
secas, la actividad de PME en [1-2626 fue notablemente mayor que la detectada
en FM y BM. Aunque no hubo diferencia en la actividad de PME entre las semillas
secas y remojadas de FM y BM, si fue significativamente mas alta la actividad de
esta enzima en las semillas remojadas de 11-2626 que en secas comparadas con
FM y BM (tabla 6). Esto esta probablemente relacionado a su carga genética, que
esta asociada con altos contenidos de acido galacturénico, un polimero secretado

en forma metilada (Dolan, 1997).
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TABLA 6. Efecto del remojo sobre la actividad de poligalacturonasa y
pectin-metil-esterasa de pared celular® de las diferentes variedades de
frijol frescas®

Enzimas Poligalacturonasa (U) Pectinmetilesterasa (U)
nmol de acido galacturdnico nmol de metanol min™" mg prot”
min™’ mg prot”
Cultivar Seco Remojado Seco Remojado
41+0.20% 9.6+0.22°  8.0+0.21° 8.0+0.18°
F. Mayo M38
4.0+0.18% 7.2+0.17°  2.0+0.06? 2.0+0.072

B. Mecentral

11-2626 2.240.03% 5.0x0.15° 17.0+0.3° 27.0+0.32°

SValores promedio de tres determinaciones independientes; *Datos con la misma letra entre
tratamientos no son significativamente diferentes (P < 0.05) de acuerdo a la prueba de Duncan.

Nosotros inferimos que los cambios descritos en la estructura del RGI y el
aumento en la facilidad de extraccion de homogalacturonano y galactano,
mostrados en los resultados previos, debe ser provocado por la actividad
enzimatica generada de manera natural, porque el remojo se realizé a temperatura
ambiente, es decir, no pudo haber hidrdlisis quimica de los enlaces glicosidicos
que caracterizan a los polisacaridos de pared celular. La disminucion del peso
molecular de la fraccion de pectinas, es otra evidencia de que la actividad
enzimatica hidrolizé la cadena principal del RGI en la pared celular (figura 10). El
incremento en la facilidad de extraccion de galactano y homogalacturonano,
pudiera ser el resultado de la actividad de galactanasa y poligalacturonasa o del
aflojamiento de la pared celular causado por hidrélisis enzimatica de la cadena

principal de RGI provocado por la ramnogalacturonasa (tabla 7).
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TABLA 7. Efecto del remojo sobre la actividad de ramnogalacturonasa y
galactanasa de pared celular de los diferentes genotipos de frijol®

Enzima Ramnogalacturonasa Galactanasa
mg de azucares reductores mg proteina'1 h'
Cultivar Seco Remojado Seco Remojado

FLOR DE MAYO 653+3.1%  137.7+4.1° 76.0%+21% 143.5+10°
B. MECENTRAL  94.3 + 543 1346 +58° 781+05% 1339+8.7°
11-2626 1195+2.6% 186.0+94° 107.7+6.8° 184.9+6.9°

SValores promedio de tres determinaciones independientes
* Diferentes letras entre tratamientos indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)
de acuerdo a la prueba de Duncan.

Los resultados presentados previamente pueden integrarse en un modelo. Las
caracteristicas de las pectinas, que afectan la rigidez de la pared celular, son
reflejadas en el tiempo de coccidn. La coccion de frijoles sin remojar inicia con una
semilla seca que tiene una pared celular muy rigida. Las enzimas de pared celular
son inactivadas por el calor y no pueden modificar sus polisacaridos. Por lo tanto,
el tiempo de coccion dependera de la composicion quimica original de las
pectinas. Por otra parte y en contraste con esto, en frijoles remojados la coccion
inicia con frijoles hidratados y los polisacaridos pécticos son de bajo peso
molecular y flexible, porque ellos fueron modificados enzimaticamente durante el
remojo. Por lo tanto, cuando se cuecen frijoles remojados, la solubilizacién de
pectinas que causa la separacién celular, requiere menos energia térmica y por
eso el tiempo de coccién de frijoles remojados es mas corto que el de frijoles sin
remojar.

La identificacidn de la composicidon quimica y los mecanismos involucrados en los
cambios estructurales de los polisacaridos pécticos durante el remojo, facilitara el

desarrollo de métodos de procesamiento que ayuden a disminuir los tiempos de
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coccion, por ejemplo, cuando no es genéticamente inherente en la semilla de frijol.
Esta informacion también puede ser usada para seleccionar genotipos con

tiempos de coccidn cortos por programas de fitomejoramiento.

5.1.6. CONCLUSIONES

El remojo del frijol disminuye el tiempo de coccion al promover los siguientes
eventos:

1. Activar las enzimas de pared celular

2. Disminuir el grado de polimerizacion de la cadena principal del RGI

3. Incrementar la solubilidad del homogalacturonano y el galactano
Estos cambios resultan en un nuevo arreglo de los polisacaridos de pared celular,
que se refleja en una mayor velocidad de termosolubilizacién de polisacaridos

pécticos y por lo tanto, en tiempos de coccion mas cortos.
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5.2. IDENTIFICACION DE LOS DOMINIOS PECTICOS QUE CONTRIBUYEN A
LA MAYOR RIGIDEZ DE LA PARED CELULAR DEL FRIJOL ENDURECIDO Y
LAS CAUSAS QUE MODIFICAN SU INTERACCION.

5.2.1. Introduccién

En México, el 90% del frijol es producido por pequefios agricultores (Acosta-
Gallegos y Pérez, s.f.) y el periodo entre su cosecha y su consumo es variable, de
semanas a varios meses, por lo que debe ser almacenado. En general, las
condiciones de almacenamiento no son las adecuadas para mantener el tiempo de
coccion de la semilla recién cosechada y éste se incrementa, y se dice que las
semillas se han endurecido (Pérez-Herrera et al., 2002). La magnitud del
incremento en el tiempo de coccién de la semilla de frijol depende del tiempo de
almacenamiento, de las condiciones de humedad relativa (HR) y de temperatura
(T) en el ambiente del almacén, asi como del genotipo de la semilla (Liu, 1995).
Dado que la coccion del frijol se realiza a temperatura constante, ebullicion del
agua, el mayor tiempo de coccién que presenta el frijol endurecido, indica que la
cantidad de energia que requieren las transiciones moleculares responsables de la
coccion de la semilla [gelatinizacion del almiddn, desnaturalizaciéon de proteinas,
solubilizacion de pectinas y aflojamiento de la pared celular (Bernal-Lugo, 1997)],
es mayor que la que se requiere para semillas frescas. Dado que la energia,
cuantificada como entalpia, requerida para que se gelatinice el almidon y las
proteinas se desnaturalicen es similar en frijol control y endurecidos (Garcia and
Lajolo, 1994), el incremento en el tiempo de coccion en el frijol endurecido, podria
ser consecuencia de cambios en la estructura de los polisacaridos de la pared

celular, ya sea en la testa o en el cotiledéon o en ambos, lo que a su vez afectaria
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su termo-solubilidad y los mecanismos de termo-relajacion de la pared celular.
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue demostrar que el mayor tiempo de
coccion de los frijoles endurecidos respecto de los controles se debié a que las
pectinas de la pared celular en el primer caso interaccionan entre ellas y con
otros polisacaridos con una mayor fuerza. Para lo cual se estudiaron los cambios
fisicoquimicos y quimicos de los polisacaridos de la pared celular cuando el frijol
es almacenado en condiciones en las que se desarrolla el fendbmeno de
endurecimiento. Esta estrategia permite predecir la fuerza relativa de interaccion
de los polisacaridos entre dos condiciones, porque la composicion quimica y la
solubilidad en CDTA de los polisacaridos pécticos indican el tipo de polisacarido y
la fuerza de interaccién entre ellos y con los diversos polimeros de la pared

celular (Shiga and Lajolo, 2006; Marry et al., 2000; Qi et al., 2000).

5.2.2. Endurecimiento del frijol por almacenamiento de las semillas en
condiciones inadecuadas
Los tiempos de coccion para los diversos cultivares almacenados en condiciones
inadecuadas fue mas largo que el que presentaron los frijoles frescos (tabla 8). En
esta seccion el tiempo de coccion de las semillas se determiné en semillas

remojadas previo a la coccion.
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Tabla 8. Efecto del almacenamiento inadecuado en el TCs, de
diversos genotipos de frijol.

Tiempo de coccién (TCsp min)

Genotipo Control Almacenado* Sensibilidad a
endurecerse?

11-2626 61+4.25 137 £7.32 2.24

Bayo 41 +2.32 245+ 11.23 5.97

Mecentral

Flor de Mayo 41 +2.12 141 £5.13 3.43

*75 % HR y 40°C por 30 dias; *TC4, almacenado / TCs, control

Dado que el tiempo de coccion de los diversos genotipos de frijol almacenado se
incrementd respecto al del control, concluimos que los frijoles almacenados bajo
estas condiciones presentaron el problema de endurecimiento y estas semillas, a
lo largo de este trabajo, se denominaran endurecidas. La magnitud de este
endurecimiento fue diferente en cada genotipo como se observa en el parametro
denominado sensibilidad al endurecimiento y que representa el numero de veces
que se incrementd el TCsy del frijol endurecido respecto al del control. Asi se
puede concluir que de los genotipos estudiados, el Bayo Mecentral es el genotipo
que presentd la mayor sensibilidad al endurecimiento y el genotipo 11-2626 fue el

de menor sensibilidad.
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5.2.3. Identificacidon de la region de la semilla de frijol que contribuye

en mayor proporcion al endurecimiento

Los largos tiempos de coccidn que presentan las semillas de frijol endurecido
podrian deberse a cambios inducidos durante el almacenamiento inadecuado, en
una o en las dos regiones mayoritarias del frijol, que son la testa y el cotiledén
(Adsule et al., 2004). Como en este trabajo, lo que se queria era analizar los
cambios generados en los cotiledones que conducen al problema del
endurecimiento, primero se debia conocer la contribucion de la testa al tiempo de
coccion de la semilla. Dado que el TCsp es el tiempo en el cual el 50 % de las
semillas han sido penetradas por las varillas del Mattson, se determiné el tiempo
de coccidén medio (TCsp) del frijol con testa y removiendo parcialmente la testa. En
esta ultima determinacion, la barra del Mattson se coloco sobre el area sin testa,
por lo que en este caso, la barra atravesaria la semilla al cambiar sélo la textura
del cotileddn, mientras que en la semilla completa la varilla penetra cuando cambia
tanto la textura de la testa como la del cotiledén (Tabla 9).

TABLA 9. Influencia del cotiledén y la testa en los tiempos de cocciéon de
diferentes variedades de frijol control y deteriorado.

GENOTIPO CON TESTA  SINTESTA INFLUENCIA INFLUENCIA
Ts0 (min) Ts0 (mMin) de la TES. %* del COT. %*

Control

11-2626 61 30 50 50

Bayo Mecentral 41 27 34 66

Flor de Mayo 41 30 27 73

Endurecido

11-2626 137 115 16.05 83.94

(Endurecido)

Bayo Mecentral 245 235 4.08 95.91

Flor de Mayo 141 134 5.00 95.00

*Calculado respecto al Tsg de la semilla de frijol con testa como 100%
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Lo que se observo fue que en todos los genotipos, independientemente de si eran
frescos o endurecidos, la contribucién de la testa al tiempo de coccion de la
semilla fue menor o igual que la contribucion del cotiledon (Tabla 9). En los
genotipos Bayo Mecentral, Flor de Mayo y 11-2626 endurecidos, la contribucién de
la testa al TCso fue de sélo 4,5 y 16 %, respectivamente. Indicando que en estos
genotipos, los cambios que conducen al endurecimiento de la semilla se realizaron

principalmente en los cotiledones (Tabla 9).

5.2.4. Efecto del endurecimiento del frijol en el peso molecular

promedio de pectinas

La distribucion molecular de las pectinas aisladas de los cotiledones de las
semillas control y endurecidas fue determinada por filtracion molecular (figura 11).
Se observé que en todos los genotipos, el peso molecular de las pectinas aisladas
de semillas endurecidas fue mayor que el detectado en las pectinas aisladas de
semillas control (figura 11). Recientemente se demostr6 (Martinez-Manrique et
al., 2011) que en frijol fresco, el remojo de la semilla previo a la coccion disminuyo
el peso molecular de las pectinas mediante la accion de diversas pectinasas por lo
que el resultado de la figura 11 indica que en frijol endurecido las pectinas se
modificaron de tal manera que ya no son reconocidas como sustrato por las
pectinasas o bien que las pectinasas se inactivaron. Esto ultimo se ha

demostrado para diversas enzimas aisladas de semillas envejecidas por
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almacenamiento en condiciones de humedad relativa y temperatura similares a las

utilizadas para endurecer las semillas de frijol (Bernal-Lugo et al., 1994; 2000).

5.2.5. Actividad de diversas pectinasas en semillas de frijol endurecido
Para explorar la posibilidad de que las enzimas pecticas se pudieran haber
inactivado durante el almacenamiento del frijol, la actividad de diversas hidrolasas
de pectina fue cuantificada. Los resultados mostraron que, en las semillas
endurecidas la actividad de ramnogalacturonasa y galactanasa (tabla 10) fue
mucho menor que la detectada en semillas control, pues disminuy6 entre 2.4 a
5.8 y 2.2 a 4.7 veces respectivamente. Estas diferencias fueron estadisticamente

significativas (P<0.05).

TABLA 10. Actividad de ramnogalacturonasa y galactanasa de pared celular
aislada de frijol control y endurecido remojados?.

Enzima Ramnogalacturonasa Galactanasa

ug de aztcares reductores mg proteina” h”'
GENOTIPO CONTROL ENDURECIDO CONTROL ENDURECIDO
11-2626 186.0% +9.4 75.3°+ 3.8 184.9°+ 6.9 84.6°+0.5

B. MECENTRAL 134.63* +5.8 26.5°+1.4 133.9%+ 8.7 28.5°+0.5
FLOR DE MAYO 137.7% +4.1 23.7°+0.4 143.5+10.1 35.3°+2.2
3Valores promedio de tres determinaciones independientes.

* Datos con la misma letra entre tratamientos no son significativamente diferentes (P<0.05) de
acuerdo a la prueba de Duncan.

También se evalud, aunque solo para la variedad Flor de Mayo la actividad de las
enzimas poligalacturonasa (PG) y pectinmetilesterasa (tabla 11).

En las semillas control remojadas se detectd la actividad de la enzima
poligalacturonasa (PG), pero en semillas endurecidas ésta ya no fue detectada;

mientras que la actividad de pectinmetilesterasa (PME) se detecto tanto en las
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TABLA 11. Efecto del almacenamiento en la actividad de pectinasas en la
variedad Flor de Mayo.

ENZIMAS Poligalacturonasa* Pectin-metil-esterasa**

LOTE nmols de acido galacturénico nmols de metanol min™ mg prot'1
min” mg prot'1

CONTROL 9.6 8.0

ENDURECIDO ND 4.0°

* Datos con la misma letra entre tratamientos no son significativamente diferentes (P<0.05) de
acuerdo a la prueba de Duncan.

semillas control como en endurecidas, aunque en estas ultimas disminuyé
significativamente (P< 0.05). En conjunto estos resultados explican, al menos
parcialmente, porque las pectinas extraidas de frijoles endurecidos remojados

presentaron mayor peso molecular que sus respectivos controles.

5.2.6. Efecto del endurecimiento sobre la composicion quimica de la

fraccion de pectinas de diferentes variedades de frijol remojadas.
La composicion quimica de las pectinas aisladas de frijoles endurecidos se
comparé con la aislada de frijoles control, después de ser remojados. La
composicion quimica de las pectinas extraidas de frijoles endurecidos remojados fue
muy diferente a la de los controles (figuras 12). La primera diferencia notable fue la
ausencia de galactosa (GAL) en las primeras respecto de las ultimas. La segunda,
fue que la abundancia de ramnosa (RAM) fue de 5 a 7 veces mayor en pectinas
aisladas de semillas endurecidas de los genotipos [1-2626 y Bayo Mecentral,
respectivamente. Mientras que en el cultivar Flor de Mayo fue de sélo 2.6 veces.
También fue notorio, que la abundancia de acido urénico (AU) fue mayor, aunque
similar para todos los genotipos, en pectinas aisladas de semillas endurecidas que

en las aisladas de las controles.
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Figura 12. Composicion quimica de pectina aislada de frijoles remojados

control y endurecidos.
*Los valores promedio son significativamente diferentes entre tratamientos (P < 0.05) si tienen diferentes letras de
acuerdo a la prueba de Duncan.
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Respecto a la abundancia de xilosa (XIL), este azucar disminuyé ligeramente (= 8
%), pero de manera estadisticamente significativa (P < 0.05), en las pectinas
extraidas de todos los genotipos endurecidos. Por su parte, la abundancia de
arabinosa (ARA) al igual que la xilosa disminuy6 en los genotipos [1-2626 y Bayo
Mecentral, aunque esta disminucién fue mayor que el de la xilosa, de 33y 35 %
respectivamente. En el caso del cultivar Flor de Mayo la abundancia de arabinosa
no se modificé por el endurecimiento de la semilla. Como se ha reportado (Marry
et al.,, 2000; Qi et al., 2000) la composicion de pectinas indican el tipo de
polisacaridos que la forman, por eso se infiere que las pectinas extraidas de los
frijoles control remojados estan compuestos en su gran mayoria por polimeros
neutros de arabinanos, xilanos y galactanos; y en menor cantidad
homogalacturonano y ramnogalacturonano. En contraste, las pectinas aisladas de
semillas endurecidas estan constituidas por casi igual proporcién de polimeros
acidos y neutros. Estos ultimos se diferencian de los presentes en pectinas
extraidas de frijol control por la ausencia de galactosa en su composicion.

Las pectinas acidas pueden ser de dos tipos, el homogalacturonano, que como su
nombre lo indica esta formado de sdlo acido urdnico y el ramnogalacturonano |
(RGI) cuya cadena principal esta formada por el dimero a-(1 — 2)-L-ramnosa-a-(1 -
4) galacturonil (Carpita y McCann, 2000). Por lo que, para determinar cuanto de la
fraccion de polimeros acidos era homogalacturonano se calculd la fraccion total
de acido galacturénico que forma el homogalacturonano (tabla 12). Para hacer
esto, se partié de los datos de la tabla 14 mostrada en el anexo 1 y se asumié que

la fraccion molar del acido galacturénico, que forma parte de la cadena principal
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del RGI, debia ser equivalente a la cantidad de ramnosa presente en la fraccidn de
pectina y el resto del acido urdnico detectado formaria la fraccion del
homogalacturonano. En los datos de la tabla 12 se observa que, la abundancia del
ramnogalacturonano es mayor en todos los genotipos endurecidos respecto de la
de sus respectivos controles.

TABLA 12. Cantidad de acido galacturénico (AGal) como

homogalacturonano (HG) en pectina de frijol
Total AGal Total Ram HG (AGal -

(nmol) (nmol) Ram) (nmol)

Genotipo Lote (nmoles)

11-2626 Control 1220 260 960
Endurecido 1643 1188 455

Bayo Mecentral Control 922 262 660
Endurecido 1602 1645 ND

Flor de Mayo Control 639 200 439
Endurecido 1566 487 1079

3Calculado con datos de la tabla 14 (Ver anexo 1). ND No detectado. Ram, ramnosa.

Este resultado se puede explicar asumiendo que, las condiciones experimentales
permitieron recuperar toda la pectina presente en frijol endurecido porque en estas
semillas, las pectinasas estan inactivas. Mientras que en frijol fresco, las pectinas
pudieron ser hidrolizadas por la accién de las pectinasas presentes en la pared
celular, durante el aislamiento de las mismas, de forma tal que algunos de los
oligosacaridos producidos, no fueron recuperados por la precipitacion con etanol,
que es la forma en que las pectinas se recuperaron. Los cambios en el contenido
de homogalacturonano, también fueron observados en todos los genotipos, pero
no fueron tan consistentes como para la ramnosa. Mientras en el genotipo Flor de
Mayo la abundancia de homogalacturonano es mucho mayor en las pectinas

extraidas de frijol endurecido que en las del control; en los otros dos genotipos, la
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abundancia de este polimero fue mucho menor como en el caso de 11-2626 o

indetectable como en el caso del Bayo Mecentral (tabla 12).

5.2.7. DISCUSION

La presencia de una fraccion de pectinas de mayor peso molecular en frijol
endurecido respecto del control, se debié a la baja actividad o inactividad de
enzimas remodeladoras de pared celular detectada en frijol endurecido respecto
del control. Dado que en los diversos genotipos de frijol endurecido, se detectaron
entre el 17 y 40 % de la actividad de ramnogalacturonasa y galactanasa, pero no
se detectd la disminucion en peso molecular que estas enzimas realizaron en las
pectinas del frijol control (Martinez-Manrique et al., 2011), es probable que para
que se realice la accion de estas hidrolasas, primero tenga que actuar la
endopoligalacturonasa, y la actividad de esta pectinasa no fue detectada en frijol
endurecido.

Recientemente se demostré que a mayor rigidez de la pared celular, mayor es el
tiempo de coccion de la semilla de frijol (Martinez-Manrique,et al., 2011). Una
manera indirecta de evaluar comparativamente el grado de rigidez de la pared
celular es a través de determinar la solubilidad de las pectinas en soluciones de
CDTA (Carpita, 1984) vy a estas determinarles su composicion quimica para
identificar los tipos de polisacaridos pécticos involucrados en la interaccidon (Shiga
y Lajolo, 2006). Tomando en cuenta lo anterior, la disminucién en la abundancia
de monosacaridos en las pectinas aisladas con CDTA de un genotipo control
respecto de su contraparte endurecida indica que el polisacarido correspondiente

se insolubilizé. Por tanto, en las paredes celulares de las semillas endurecidas de
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los genotipos 11-2626 y Bayo Mecentral, el galactano y una fraccién de arabinano
y otra de homogalacturonano se insolubilizaron, porque sus respectivos azucares
no se detectaron en las pectinas solubles en CDTA o porque su abundancia
disminuyo. En frutos inmaduros, dénde la pared celular es mas rigida que en los
maduros, se detectd la presencia de un arabinogalactano insoluble, donde la
galactosa se encuentra unida por enlaces B-1-4 formando un polimero lineal,
ramificado con arabinosas (Vincken et al., 2003). Este polimero es insoluble en
CDTA 'y se logra solubilizar cuando la pared celular se trata con
endopoligalacturonasa (Wakabayashi, 2000), indicando que la molécula de
arabinogalactano esta atrapada dentro de wuna malla formada por
homogalacturonano o bien que éste forma parte de la molécula de
arabinogalactano. Dado que la endopoligalacturonasa se inactiva durante el
tratamiento para endurecer el frijol, el resultado de la insolubilizacion de una
fraccién de arabinosa y galactano en frijol endurecido respecto del control, se
explicaria por la ausencia de esta enzima. En frutos inmaduros, este polimero se
encuentra interaccionando con celulosa (Sunil et al., 2003; Redgwell et al., 1997).
Si en el caso de la pared celular del frijol en estos cultivares, el arabinogalactano
tiene una localizacién similar, el termo-aflojamiento de la pared celular del frijol
durante la coccion seria mas dificil de realizar en semillas endurecidas que en los
controles. Ya que en el primer caso, queda una fraccion de arabinogalactano
interaccionando con celulosa. Esta interaccion debe ser mas fuerte que la
establecida en los controles. Pues en frijol endurecido el arabinogalactano es
insoluble en CDTA, mientras que en el control si lo es. Lo anterior explica al

menos en parte, porque los tiempos de coccidén de los genotipos 11-2626 y Bayo
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Mecentral requieren mayor tiempo de coccion. Ademas en estos cultivares, la
termosolubilidad de la lamela media de semillas endurecidas también debe estar
demorada, pues en el caso del genotipo [1-2626 s6lo se solubilizé en CDTA el 50
% del acido urdnico y en el Bayo Mecentral, este acido fue totalmente insoluble.
Dado que la lamela media es rica en homogalacturonano, la insolubilizacion de la
mayor parte o de todo el acido urdénico indica la mayor fuerza de interaccion de
las pectinas en esta subestructura celular y por tanto los mayores tiempos de
coccion. Es probable que la xilosa que se insolubiliza en frijol endurecido respecto
del control, sea el azucar que decora al homogalacturonano, como ha sido
demostrado para otras especies vegetales (Le Goff et al., 2001).

El contenido y el grado de ramificacidén con arabinanos del RGI soluble en CDTA
del cultivar Flor de Mayo endurecido fueron menores en comparacion con los
otros genotipos, porque la cantidad de ramnogalacturonano en Flor de Mayo fue
243 veces menor que en I1-2626 y 3.43 que en Bayo Mecentral y el
endurecimiento no modificé la solubilidad de la arabinosa. Este resultado no es
sorprendente ya que los polisacaridos que forman las pectinas son diferentes
respecto a su peso molecular, composicion de monosacaridos, enlaces
glicosidicos, grado de ramificacion y longitud de cadenas laterales (Willats et al.,
2001). Esta heterogeneidad esta genéticamente determinada (Liepman et al.,
2010) por lo que es de esperarse que la estructura y rigidez de las paredes
celulares del cotiledén del frijol de diversos genotipos también sea diferente. Otra
diferencia, fue que en el caso de las pectinas solubilizadas con CDTA del cultivar
Flor de Mayo se detectd un incremento en la abundacia de galacturénico, mientras

que en los dos otros genotipos la insolubilizacion fue total o parcial. Lo anterior

Pagina 67



RESULTADOS Y DISCUSION 2

indica que en el caso del Cultivar Flor de Mayo la interaccién de los dominios de
homogalacturonano con los otros polisacaridos de la pared celular, fue mas laxa
que en el caso de los otros dos genotipos.

Las diferencias en la arquitectura de la pared celular de las semillas endurecidas,
respecto de las controles se debieron principalmente a que la actividad de las
enzimas remodeladoras de la pared celular fueron sensibles a las condiciones de
almacenamiento utilizadas para endurecer al frijol. Al disminuir parcial o totalmente
la actividad de estas hidrolasas, las pectinas de la pared celular de estas semillas
no fueron hidrolizadas, y por tanto su termosolubilidad fue menor que en el caso
de los frijoles control. En las cuales durante el remojo se realizé la hidrdlisis de
pectinas que incrementd su termosolubilidad (Martinez-Manrique, et al., 2011).
Dado que la endopoligalacturonasa se inactivo durante el tratamiento para
endurecer el frijol, el resultado de la insolubilizacion de una fraccién de arabinosa y
galactano en frijol endurecido respecto del control, se explicaria por la ausencia

de esta enzima.

5.2.8. CONCLUSIONES
1. En frijol endurecido la rigidez de la pared celular es mayor que en frijol fresco. A
esta mayor rigidez contribuyen el alto peso molecular del ramnogalacturonano |
y la insolubilizacién del galactano y del homogalacturonano.
2. La ineficiencia del remojo para disminuir la rigidez de la pared celular del frijol
endurecido se debe, al menos parcialmente, a la menor actividad de pectinasas

presentes en éste respecto del control.
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5.2.9. PERSPECTIVAS

1. Solubilizar las pectinas de la pared celular de frijol endurecido con diferentes
concentraciones de NaOH para detectar cual de los polimeros se une mas
fuertemente.

2. A los polimeros solubilizados en NaOH cuantificarles su peso molecular y la
composicién quimica para determinar la identidad del polimero pectico.

3. Utilizar enzimas pecticas purificadas para solubilizar las pectinas que
interaccionan fuertemente con la pared celular y de ser posible identificar el

epitope por anticuerpos.
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ANEXOS

7. ANEXOS

ANEXO 1.

TABLA 13. Composicion de azucares de la fraccion de pectinas extraidas
de frijoles frescos secos y remojados.

pg azucar / mg pectin

AZUCARES AG RAM XIL ARA GLU GAL
VARIEDADES
*FMs’ 136  139° 2442 409° ND 732
124° 34° 2222 374° 16 230°
FMr?

‘BMs 204>  103° 2822 372° 9? 29°
BMr 179° 43° 135° 354° 12° 277°
11-2626s 205° 74° 251° 422° 43 5?
11-2626r 238° 43° 2412 310° ND 165°

'secos; “remojados; °Flor de mayo; “Bayo Mecentral. ND, no detectado
*Los promedios entre tratamientos para cada genotipo son diferentes significativamente
(p<0.05) si tienen diferentes letras.

TABLA 14. Composicion quimica de pectina aislada de frijoles remojados
control y endurecidos.

AZUCARES (ug /mg de pectina)

GENOTIPO LOTE AU RAM XIL ARA GAL

11-2626 Control 2382 43.0° 241° 310° 165
Endurecido 319° 216.5° 225° 239° ND

BM' Control 179° 43.0° 135° 3542 277
Endurecido 311° 299.7° 124° 234° ND

FM? Control 124* 34.0° 222° 374° 230
Endurecido 304° 88.8" 188" 418° ND

' Bayo Mecentral, “ Flor de Mayo. ND, No detectado. *Los valores promedio son

significativamente diferentes entre tratamientos (P < 0.05) si tienen diferentes letras.
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Enzymatic changes in pectic polysaccharides
related to the beneficial effect of soaking
on bean cooking time
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and Irma Bernal-Lugo®*

Abstract

BACKGROUND: Cooking time decreases when beans are soaked first. However, the molecular basis of this decrease remains
unclear. To determine the mechanisms involved, changes in both pectic polysaccharides and cell wall enzymes were monitored
during soaking. Two cultivars and one breeding line were studied.

RESULTS: Soaking increased the activity of the cell wall enzymes rhamnogalacturonase, galactanase and polygalacturonase.
Their activity in the cell wall was detected as changes in chemical composition of pectic polysaccharides. Rhamnose content
decreased but galactose and uronic acid contents increased in the polysaccharides of soaked beans. A decrease in the average
molecular weight of the pectin fraction was induced during soaking. The decrease in rhamnose and the polygalacturonase
activity were associated (r = 0.933, P = 0.01,and r = 0.725, P = 0.01, respectively) with shorter cooking time after soaking.

CONCLUSION: Pectic cell wall enzymes are responsible for the changes in rhamnogalacturonan | and polygalacturonan
induced during soaking and constitute the biochemical factors that give bean cell walls new polysaccharide arrangements.
Rhamnogalacturonan | is dispersed throughout the entire cell wall and interacts with cellulose and hemicellulose fibres,

resulting in a higher rate of pectic polysaccharide thermosolubility and, therefore, a shorter cooking time.

(© 2011 Society of Chemical Industry

Keywords: bean soaking; cooking time; cell wall enzymes; pectin; rhamnogalacturonan; Phaseolus vulgaris L.
]

INTRODUCTION

Cooking time is the most important commercial quality character-
istic of beans (Phaseolus vulgaris L.) since consumers prefer bean
varieties with short cooking times. The soaking of beans in water
prior to cooking isa common practice that softens the seed of most
cultivars and, therefore, reduces cooking time. It has been shown
that softening and textural changes occur during the cooking of
soaked beans.!? However, the molecular basis of the changes that
occur during soaking that improve cooking time has not been
established.

At the molecular level, textural changes of soaked beans
are mostly related to polygalacturonan, one of the pectic
polysaccharides in the middle lamellar area between adjacent
cells.3*

Itwas recently reported that the pectinin common beansis com-
posed of xylogalacturonans, rhamnogalacturonans, ramified ara-
binans, and galactans.®> These polymeric molecules are most likely
modified during soaking since hydrating beans activates differ-
ent cell wall polysaccharidases®~8 such as rhamnogalacturonase,
polygalacturonase, pectin-methyl-esterase, and galactanase. Our
hypothesis was that these cell wall enzymes have profound effects
on the structure of all the polysaccharides that make up bean
pectin and contribute to the loss of cell wall rigidity. Although
this phenomenon has been observed in other systems,”~° the

mechanism in beans is not yet precisely understood. For this rea-
son, this work was conducted to identify the structural changes in
cell wall pectic polysaccharides related to bean enzymatic activity
within the cell wall during soaking and, therefore, to explain why
soaking reduces cooking time.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Two cultivars of common beans (Phaseolus vulgaris L.), cv.
Bayo Mecentral and cv. Flor de Mayo M-38, and an breeding
line, 11-2626, were used. These materials were selected after
a preliminary screening of bean genotypes in which cooking

* Correspondence to:Irma Bernal-Lugo, Departamento de Bioquimica, Facultad
de Quimica, UNAM., México D. F. 04510, Mexico.
E-mail: irmofel@servidor.unam.mx

a Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM. México D. F.
04510, Mexico

b CEVAMEX-INIFAP, Apdo.10-56230, Chapingo, Estado de México, Mexico

¢ Unidad de Granos y Semillas, FES Cuautitlan, UNAM. Cuautitlan Izcalli, Estado
de México, Mexico
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time was measured before and after soaking. Soaking of the
selected genotypes revealed three different levels of cooking time
reduction. Genotypes were sown in the spring of 2004 in St Lucia
at the INIFAP Valle de Mexico Experimental Station located at
19729’ N, 98° 53’ W, and 2240 m above sea level. Seeds of the three
materials were stored at 4 °C and 40% relative humidity until use.

Evaluation of cooking time

Beans that were either dry or soaked for 12 h in distilled water
(1:5 w/v) were positioned in a cylindrical well of a 25-well Mattson
pin-drop cooker.'® The piercing tip of a 200-g rod was placed in
contact with the surface of each bean. Cooking time was calculated
as the time that elapsed from the start of cooking until 50% of the
pins of the instrument had dropped and penetrated the seeds in
the cooker. Data were taken for triplicate samples.

Pectin extraction

Cotyledon flour (50 g) was extracted using 80% ethanol (500 mL)
for 2 h at ebullition. The extract was centrifuged at 1000 x g for
10 min, and the pellet was washed three times with 500 mL of 75%
ethanol to remove all soluble sugars. The pellet was then washed
with absolute ethanol and vacuum-dried at room temperature
to a constant weight. The alcohol-insoluble solids were stored in
a desiccator until further extraction. The alcohol-insoluble solids
(2 g) were extracted four times over 2 hwith 100 mLof0.05 mol L~'
cyclohexanediaminetetraacetate (pH 8.0) at 25 °C. Extracts were
combined, dialyzed against distilled water, and precipitated with
ethanol (three volumes), resulting in the pectin fraction.

Gel permeation chromatography
The pectin fraction (5.0 mg) was dissolved in 0.05mol L™
ammonium acetate (pH 5.2), chromatographed in a Sephacryl
S-400 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) column (50 x 1.5 cm),
and eluted with the same solution at a flow rate of 10 mL h—'. Two-
milliliter fractions were collected. The amounts of total sugars and
uronic acid were determined in each fraction by using the phenol
sulfuric acid'’ and m-phenyl phenol' methods, respectively.
The column elution profile was calibrated with dextrin standards
2000 kDa, 500 kDa, 73 kDa and 7 kDa at a flow rate of 10 mLh~".
Although the type of uronic acid was not determined in
this study, reports have indicated that galacturonic acid is the
predominant uronic acid in bean cotyledons.®> As a result, we
suspected that galacturonic acid was a type of uronic acid.

Sugar composition

The sugar composition was determined by high-performance
liquid chromatography (HPLC). For mobile phase delivery, we
used a Waters 510 pump with a manual Rheodyne injection
valve (ICS R77251; Waters, Mexico, D.F., Mexico). This was
connected to a 4.6 x 250 mm analytical carbohydrate column
packed with 4 um of NOVA-PACK spherical silica bonded with
trifunctional aminopropylsilane (Waters). Elution was carried out
with an isocratic mobile phase system consisting of a mixture of
acetonitrile and water (80: 20, v/v) at a flow rate of 1.0 mL min~".
The mobile phase was degassed and filtered using hydrophilic
polypropylene membrane filters (47 mm, 0.22 um; Millipore,
Billerica, MA, USA). Sugar was detected using a Waters 2414
Refractive Index Detector. Chromatographic data collection and
integration were performed using Breeze software 3.0 (Waters). To
quantify the different sugars, we used the straight-line equation

Table 1. Cooking time, T5o (minutes) of two common bean cultivars
and one breeding line, unsoaked and soaked prior to cooking
Genotype Unsoaked Soaked
Flor de Mayo M38 1262 38
Bayo Mecentral 97> 412
1-2626 96P 61°

Data for cooking time in the same column with the same superscript
letter are not significantly different (P < 0.05).

resulting from the calibration curve of the peak areas obtained
for the different sugars. Before HPLC analysis, pectin samples
were hydrolysed with 2 mol L™ trifluoroacetic acid, which was
eliminated by evaporation under a stream of nitrogen.'3

Enzyme extraction

Cotyledon flour (1g) was homogenized in 15 mL of 0.05 mol L™’
sodium acetate buffer (pH 5.5) containing 1.0 mol L' NaCl and
stirred for 1.5h at 4°C. The homogenate was centrifuged at
5000 x g at 4°C for 10 min. The pellet was discarded and the
supernatant was dialyzed for 1h three times against 4L of
0.05 mol L~" sodium acetate buffer (pH 5.5) at 4°C. The dialyzed
extract was centrifuged at 10000 x g at 4°C for 10 min. The
resulting supernatant comprised the enzyme solution used in the
enzyme activity assays for all substrates.

Enzyme activity

The polysaccharidases assayed were polygalacturonase, pectin
methyl esterase, rhamnogalacturonase, and galactanase. The
reaction mixture contained 0.75mL of 0.065molL~" Sodium
acetate (pH 5.5), 0.25mL 10gkg™' substrate, and 0.05mL
enzyme solution. The reaction mixture was incubated at 30°C
for 0.5h, and each reaction was terminated by boiling the
reaction mixture for 10 min except in the case of pectin methyl
esterase. Hydrolyticenzyme activity was determined by measuring
the release of reducing sugars using the Nelson-Somogy
method,'* where rhamnogalacturonan from soybean (megazyme)
or arabinogalactan from larchwood (Sigma, Toluca, Mexico) was
used as the substrate. When the substrate was polygalacturonic
acid (Sigma), activity was determined using 2-cyanoacetamide.'®
Finally, when citrus-esterified pectin (Sigma) was the substrate,
the released methanol was measured using bromothymol blue by
a continuous spectrophotometric method.'® All enzymatic assays
were conducted at 30 °C. Boiled enzyme controls were used in all
of the assays. Enzyme activity was expressed as specific activity.

Statistical analyses

Three independent experiments with three replicates each were
performed. Data were assessed using the analysis of variance
(ANOVA) and least significant difference (MSD) tests. Where
appropriate, correlation (Pearson) coefficients were calculated
using Statistix 8.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

The beneficial effect of soaking beans in water prior to cooking is
showninTable 1. As expected, cooking time was shorter for soaked
beans than for dry beans, but the magnitude (unsoaked/soaked)
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Table 2. Sugar composition of pectin extracted from unsoaked and
soaked seeds of common beans

Genotype Treatment GalA Rha Xyl Ara Glc Gal
Flor de Mayo M-38 Unsoaked 1362 1397 2442 409° ND 73°
Soaked 1242 34> 2222 3747 16 230°
Bayo Mecentral Unsoaked 204* 103* 282* 3722 92 29°
Soaked 179° 43P 1350 3542 120 277P
11-2626 Unsoaked 2052 74® 2512 4222 43 52
Soaked 238> 43P 2412 310° ND 165P

Results for pectin composition are given as [1g sugar mg~' pectin.
Mean values of three independent determinations.

Data with the same superscript letter are not significantly different
(P < 0.05).

ND, not detected; GalA, galacturonic acid; Rha, rhamnose; Xyl, xylose;
Ara, arabinose; Glc, glucose; Gal, galactose.

of this decrease varied among genotypes, being greater for Flor de
Mayo M38 (3.3) than for Bayo Mecentral (2.4), while the breeding
linell-2626 (1.6) benefited the least by soaking. Since bean cell wall
structural features are related to cooking time' these results must
be associated with differences in the extent of soaking-induced
modifications in the cell wall polysaccharide cross-linking pattern
of each genotype.

In order to determine the mechanism by which soaking results
in decreased cooking time, it was necessary to determine how the
chemical composition and extractability of the polysaccharides
present in the pectin fraction of unsoaked dry beans differed from
those found in soaked beans. The ease of extraction has been used
to detect differences in cell wall polysaccharide cross-linking.!”
Thus, a change in extractability reflects changes in structural
properties, while chemical changes indicate enzymatic action.®

We found galacturonic acid and different types and contents of
neutral sugars in the isolated pectin fraction (Table 2) of unsoaked
dry beans of all cultivars. Since the chemical composition of pectin
indicates the type of polysaccharides that are present in the
fraction,® we inferred that the pectic polysaccharides extracted
from the cotyledons of unsoaked beans were mainly composed
of the neutral polymers arabinans and xylanans. In the extracted
pectin, the arabinose content was 37-429%, and the xylose content
was 24-28%. There was a moderate amount of acidic pectins,
considering that galacturonic acid content was 13-20% (Table 2).
These acidic polymers contain rhamnose (7.4-13.9%) and minute
amounts of galactose (0.05-0.73%). The presence of rhamnose
indicates that, in these Mexican genotypes, asin cariocabeans,” the
acidic pectin contains regions of ramified rhamnogalacturonans
in addition to polygalacturonan (Table 3), as has been reported for
other dicotyledonous seeds.'®2! These polysaccharides are part
of a more complex structure called rhamnogalacturonan | (RGI),
which is composed of a backbone of alternating glycosidically
linked rhamnose and galacturonic acid residues. Side chains
consisting of arabinogalactans or arabinans and/or galactans and
xylans are then attached to the rhamnose residues of the RGI
backbone*

On the other hand, the soaked beans contained pectic polysac-
charides whose chemical compositions differed importantly from
those extracted from unsoaked dry beans (Table 2). In the three
genotypes, the pectic polysaccharides extracted from soaked
seedswerericheringalactose (16-23%) and polygalacturonan (Ta-
ble 3) and lower in rhamnose (3.4-4.3%) than the unsoaked seeds.

Table 3. Estimated nmol amount of galacturonic acid (GalA) as
polygalacturonan (PG) in bean pectin® extracted from unsoaked and
soaked seeds of common beans

Total GalA Total PG (GalA -

Genotype Treatment  (nmol) Rha (nmol) Rha) (nmol)
Flor de Mayo M38 Unsoaked 707 840 ND
Soaked 639 200 439
Bayo Mecentral Unsoaked 1050 628 422
Soaked 922 262 660
11-2626 Unsoaked 1060 450 606
Soaked 1220 260 960

2 Calculated from data in Table 2.
ND, not detected; Rha, rhamnose.

Flor de Mayo M38, the cultivar whose cooking time benefited most
from soaking (Table 1), showed the largest decrease in rhamnose
(Table 2). There was a positive correlation between rhamnose con-
tent and cooking time (r = 0.933, P = 0.01) in unsoaked and
soaked beans. That is, hydrolysis of the main RGI chain constitutes
one of the molecular changes that improve cooking time after
soaking. Further evidence of this was found in the average molec-
ular weight of pectic polysaccharides, which was lower in those
extracted from soaked beans (Fig. 1).

Anotherchange observedin polysaccharide composition wasan
increase in the galactose portion of the pectin fraction extracted
from soaked beans relative to unsoaked beans (Table 2). This
suggests that soaking decreases the strength with which the RGI
galactan side chains interact with other polysaccharides. Studies
have reported that the ease with which cell wall polysaccharides
are extracted and the decrease in their molecular weight are
related to differences in polysaccharides cross-linking.” In primary
cell walls of the potato, it has been reported that on hydrolysis
of RGI within the cell wall, loss of cell wall rigidity occurs to
such a degree that galactan can be extracted even when it is
located next to the plasma membrane.?? Therefore, hydrolysis of
the RGI main chain during soaking, as seen above, will modify the
structural organisation of the entire cell wall and the galactan will
be solubilised as a result.

The xylose and arabinose contents were also modified, although
to a lesser degree. In the Bayo Mecentral, soaking decreased
the xylose content by 53%, whereas in the breeding line II-
2626, it decreased the arabinose content by 24% (Table 2). These
particular changes did not seem to be important for induction of
the beneficial effects of soaking since soaking caused greater
differences in cooking time in the other genotypes without
changing the contents of these sugars.

The polygalacturonan region has been studied in cooked beans,
and it has been shown that its rate of thermosolubility determines
cooking time (i.e. those with a higher rate cook more quickly).?3
However, it has not been assessed in soaked beans before cooking.
In order to determine the role of this polymer in the mechanism
involved in bean soaking, we calculated the fraction of total
galacturonic acid (Table 2) that originates from polygalacturonan.
We assumed that the molar fraction of galacturonic acid forming
part of the RGI backbone must be equivalent to the amount of
rhamnose present in the pectin fraction since the RGI backbone is
formed by polymerisation of the dimer a-(1 — 2)-L-rhamnosyl-«-
(1 — 4)galacturonyl* and the rest of the detected galacturonic
acid comprises the polygalacturonan fraction. In Table 3, the
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Figure 1. Molecular mass profiles of CDTA-soluble pectinsin eluate column
of unsoaked (M) and soaked (®). (A) Flor de Mayo M38; (B) Bayo Mecentral;
(C) 112626. Tick marks at the top of each graph indicate elution positions of
the standard dextrans. CDTA, cyclohexanediaminetetraacetate.

content of rhamnose and total galacturonic acid determined in
the pectin fraction is expressed in nanomoles, and the calculated
amount of galacturonic acid originating from polygalacturonan is
shown. It has been shown in in vitro systems in hydrated pectin,
the content of homogalacturonan, which is arranged in discrete
domains, influences the flexibility of these polymers.2* Therefore,
the pectin molecules in soaked bean seeds had different degrees
of flexibility since the amount of galacturonic acid detected was
higher for the breeding line 11-2626 and lower for the cultivar
Flor de Mayo M38 (Table 3). The higher amount of galacturonic
acid (nmoles) detected in the pectin extracted from soaked seeds
(Table 3) may be explained by the change in polysaccharide cross-
linking pattern, making pectin more readily extractable. These
changes contribute to the loss of cell wall rigidity, a decrease
in intercellular adhesion and, therefore, to shorter bean cooking
time.

We assumed that the cell wall enzymes are active and shape
polysaccharides in soaked beans because of the presence of

Table 4. Polygalacturonase and pectin methylesterase activity in cell
walls of unsoaked and soaked seeds of common beans

Polygalacturonase (U)" Pectin methylesterase (U)*

Genotype Unsoaked Soaked  Unsoaked Soaked
Flor de Mayo M38 412 9.6 8.0° 8.0°
Bayo Mecentral 402 7.2° 2.0 2.0
11-2626 2.22 5.0° 17.0° 27.0°

For each cell wall enzyme, means in the same row followed by the
same superscript letter are not significantly different (P < 0.05).

* nmol of GA min~" mg protein—".

* nmol of methanol min~" mg protein~'.

Table 5. Rhamogalacturonase and galactanase activity in cell walls
of unsoaked and soaked seeds of common beans

Rhamnogalacturonase® Galactanase®

Genotype Unsoaked Soaked Unsoaked Soaked

FlordeMayo  65.3+3.12137.74+4.12 76.0+2.1° 143.5+ 10.1°
Bayo Mecentral 94.3+5.4°134.6+5.87 78.1+0.5% 133.9+8.72
11-2626 119.5 4+ 9.4 186.0 + 9.4° 107.7 + 6.8° 184.9 +6.9°

Datain each cell wall enzyme represent the mean + standard deviation.
Mean in the same column with the same superscript letter are not
significantly different (P < 0.05).

* Results are given as mg of reducing sugars mg protein—' h='.

water, as in growing plant tissues?> and during fruit ripening.®
Changes in the molecular weight and solubility of cell wall
polysaccharides are due to enzyme activity within the cell
wall that remodels its various strata.? Hence, we proceeded
to quantify the activity of various enzymes involved in pectin
metabolism (Table 4 and Table 5). We detected the activity of the
following polysaccharidases: rhamnogalacturonase, galactanase,
homogalacturonase, and pectin methylesterase (PME). In the bean
cultivars Flor de Mayo M38 and Bayo Mecentral, the assayed
enzymes in the control seeds were active and, as expected, the
soaking treatment increased their activity. However, in unsoaked
seeds, PME activity was notably higher in the breeding line 11-2626
than in Flor de Mayo M38 or Bayo Mecentral. Although there was
no difference in PME activity between soaked and unsoaked Flor
de Mayo M38 and Bayo Mecentral seeds, it was significantly higher
in soaked breeding line seeds than in the unsoaked ones. This is
probably related to its genetic makeup, which is associated with
high galacturonic acid content, a polymer secreted in methylated
form.26

We inferred that the changes described in bean RGI structure
and the increase in polygalacturonan and galactan extractability
must be enzymatic in nature because the soaking was performed
at room temperature, which is not warm enough for chemi-
cal hydrolysis of the glycosidic bonds that characterize cell wall
polysaccharides. The reduced average molecular weight of the
pectin fraction is further evidence supporting the idea that en-
zymatic activity within the cell wall hydrolyses the main RGI
chain (Fig. 1). The increase in galactan and polygalacturonan ex-
tractability could be a result of galactanase and polygalacturonase
activity or of loosening of the entire cell wall caused by enzy-
matic hydrolysis of the main RGI chain. Since there was a high
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correlation between rhamnogalacturonase activity and cooking
time (r = —0.91, P = 0.01) and polygalacturonase activity with
decreased cooking time by soaking (r = 0.725, P = 0.01), we
concluded that these enzymes are responsible for the increase
in polygalacturonan extractability and the decrease in rhamnose
content.

The above results can be integrated into a model. The
characteristics of the pectins that affect cell wall rigidity are
reflected in cooking time. The cooking of unsoaked beans begins
with a dry seed with very rigid cell walls. Cell wall enzymes are
inactivated by heat and unable to modify their polysaccharides.
Therefore, cooking time will depend on the original chemical
composition of the pectins. In contrast, in soaked bean seeds,
cooking starts with hydrated seeds whose pectic polysaccharides
are of lower molecular weight and are flexible since they were
enzymatically modified during soaking. Therefore, when soaked
beans are cooked, the solubilization of pectins, which causes cell
separation, requires less thermal energy; thus, cooking time is
shorter for soaked beans than for unsoaked beans.

Identification of the chemical composition of and the mecha-
nisms involved in the structural changes of pectin polysaccharides
during soaking will facilitate the development of processing meth-
ods aimed at shortening cooking time even, for example, when
it is not genetically inherent in the bean seed. This information
could also be useful in selecting short-cooking-time genotypes for
breeding programs.

CONCLUSION

The soaking of beans decreases cooking time by promoting the
following events: (1) activation of cell wall enzymes, (2) decrease in
the degree of polymerization of the main RGl chain,and (3) increase
in polygalacturonan and galactan solubility. These changes result
in a new polysaccharide arrangement in the cell wall, which is
reflected in a higher rate of pectic polysaccharide thermosolubility
and, therefore, shorter cooking time.
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