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CAPITULO 1.~ INTRODUCCION

Las plantas leguminosas que pertenecen a la familia de las
Leguninosae ocupan un lugar importante en la nputricién de grandes
sectores de la poblacién mundial, as{ como en lo que respecta al plano
econémico en la produccién altimentaria. Esta familia, que comprende
unos &00 géneros y 13000 especies, ocupa el segundo lugar en arden de
importancia, entre las familias de las plantas provistas de semilla
(Aykroyd, 1964).

Las leguminasas se cultivan en todo el mundo, tanto en los
trépicos como en las zonas templadas. Tienen un alta contenido de
protefnas que oscila desde el 17 al 25% en los granos secos, mientras
que en los cereales esa oscilacién va del &6 al 14% (Aykroyd, 1944).

Su  contribucién al suministero mundial de prote{nas es
considerable 1o que reviste un interés bastante destacado desde el
punto de vista de la nutricidn. Entre las leguminosas mds importantes

para el consumo humano esti el frijol.



CAPITULO 11~ GENERALIDADES

El frijo! (Phaseolus vulgaris) se cultiva principalmente con el
fin de cosechar semilla seca; ésta provee del 20 al 50% de la protefna
de las poblaciones rurales (Gutiérrez, 19864). La prote{na del frijol
presenta un alto contenido de lisina y leucina gque junto con la
proteina de los cereales constituye un buen complemento alimenticio

(Tabla 1).

ORIGEN DEL CULTIVO DEL FRIJOL

El frijol comGn ha venido proporcionando alimente a 1los pueblos
de América desde antes de la llegada de Colén al Nuevo Mundo y sigue
constituyendo, junto con el mafz, el alimento biAsico de gran parte de
los pobladores del Continente Americano (Sousa, 1979).

Al género Phaseolus se le conocen 180 especies de las cuales 126
proceden de América, siendo 70 de &stas originarias de México. La
evidencia arqueoldgica seffala que el cultivo del frijol tiene una
antigledad de seis a siete mil afflos, de acuerdo a los hallazgos hechos

en Tehuacan, Puebla (Kaplan, 19467).

El contenido total de protefna en el frijol es de alrededor del
22% y tiene una calidad que, desde un punto de vista meramente
anal{ tico, puede considerarse "adecuada", aunque desde el punto de

vista nutricio se considera como "intermedia" ya que no posee algunos



TABLA (1)

CONTENIDO DE AMINOACIDOS ESENCIALES EN MAIZ Y FRIJOL

AMINOACIDO MAIZ FRIJOL
(g DE AMINOACIDOS/g DE PROTEINA)
lisina 2.84 7.39
isoleucina 4.43‘ S5.43
treonina 3.90 .28
valina S5.06 S.82
leucina 12.89 8.43
triptofano 0 &2 0.93
metionina 1.87 1.02
fenilalanina 4.61 3.47

Fuente: Hernindez,M.,

Chivez,A., Bourges,H. (1987).




aminodcidos que el cuerpo necesita para cubrir las exigencias propias
de sostén y desarrollo. La solucién al problema en la deficiencia de
ciertos aminoicidos indispensables en algunos alimentos consiste en
combinarlos de modo tal que un alimento cubre las deficiencias del
otro y viceversa. Este es el caso de granos como el frijol y el mafz,
pilares de la alimentacién mexicana: las concentraciones de lisina,
treonina y triptofano en el mal{z - que principalmente se consume en
farma de tortillas - son muy bajos, pero éstos se complementan con el
frijol el cual es deficiente en los aminoicidos azufrados metionina y
cisteina (Scrimshaw, 1976).

-A pesar de que las diferencias socio-econémicas entre los
diferentes patrones dietarios de la poblacidn mexicana son muy
grandes, el frijol y el mafz constituyen el centro de todas las dietas
que las camponen.

La situacién econémica actual del pais ha mermado en forma
importante el poder adquisitivo de la poblacién de menos recursos, por
lo que la mayar{ia dé la poblacién cubre sus necesidades nutrimentales
~ principalmente de energfa y proteinas - con fuentes de origen

vegetal, eliminando casi totalmente las de origen animal.

CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

En general el frijol se adapta mejor a regiones con una altura no
inferior a 300 metros sobre el nivel del mar, en donde la temperatura
nocturna no sea muy superior a 25°C, con buena luminosidad y una

precipitacién pluvial bien distribuida durante el ciclo vegetativo sin



‘que la humedad ambiental sea excesiva.

Existen muchos tipos diferentes de frijol que difieren no
solamente en su adaptacién a diferentes zonas ecolégicas, sino también
en hibito de crecimiento y apariencia general de 1la planta, en el
color, forma y tamafio de la semilla, as{ como por su sabor; estas
dltimas caracterf{sticas son determinantes en cuanto a la aceptacidn
del producto por el pitblico de diferentes reqgiones geogrificas &
paises, lo que complica seriamente 1los programas de mejoramiento
varietal a nivel regional.

Deben mencionarse como factores adicionales a favor del frijol
como fuente de nutrimentos, la facilidad de su preparacién para el
consumo y la multiplicidad de formas comestibles (vainas, tallos,
hojas tiernas, granos inmaduros & secos).

En general el frijol constituye un buen complemento a las dietas
que se consumen regularmente en los trdépicos, caracterizadas por altas
ingestas de carbohidratos y un minimo de protefna animal (Bressani,
1973).

La diversidad topografica y climitica del territorio mexicano
incide doblemente en las posibilidades de la agricultura nacional ya
que, por una parte, propicia una gran diversificacién de cultivos vy,
por otra, reduce el 4rea de aprovechamiento. Aunque cerca del 28% de
la superficie del pai{s esti4 constituida por terrenos montafiosos vy
zonas A&ridas y semiidridas, el aprovechamiento del suelo para sus ireas
de cultivo es cercano al 90%, predominantemente en zonas con grandes
superficies planas como la planicie septentrional, 1los estados del

noroeste y la planicie costera del Golfo de México (Bourges, 1981).



Los principales estados productores del frijol de 1la Reptblica
Mexicana son los siguientes: Zacatecas, Durango, Jalisco, Nayarit,
Sinaloa, Chihuahua, Veracruz, Guanajuato, San Luis Potos{ y Chiapas

(SARH, 1986&).

ENDURECIMIENTO DEL FRIJOL

tas pérdidas post-casecha de los granos bisicos en nuestro pafs
no han sido cuantificadas; sin embargo, se estima que el 10%Z de 1la
produccién de granos se pierde después de la casecha.

Estas pérdidas post-cosecha se deben en gran medida a la carencia
de infraestructura adecuada para el almacenamiento de granos, a la
falta de personal capacitado en el manejo de las cosechas y a la
carente y/o inadecuada asistencia técnica, a la falta de difusién de
informacién técnica existente y a la falta de investigacién oarientada

a resolver los problemas del sector post-cosecha.

Las pérdidas post-cosecha pueden originarse por dos causas: las
enddgenas y las exdgenas.

Las endégenas son aquéllas resultantes de alteraciones en el
proceso biolégico natural de maduracidén; en cambio, las exdégenas se
originan por influencias externas que incluyen alteraciones fi{sicas,
ataque de animales e insectos, contaminacién de microorganismos &
quimica y malos sistemas de almacenamiento. La condicién conocida como

endurecimiento del frijol, cae principalmente en este segundo grupa.



Las pérdidas post-cosecha no solamente saon cuantitativas, sino
también cualitativas, ejemplo de esto tltimo es el endurecimiento del
frijol, que presenta varios problemas: para el ama de casa significa
un mayor gasto de energia y de tiempo para su coeccidn, as{ como una
menor calidad organoléptica que trae consigo que la calidad bioldgica
de la protefna disminuya y porque en muchos casas el sabor del grano
sufre tamhién wun deterioro notable; desde el punto de vista
industrial, este es un problema que dificulta la estandarizacién de su
procesamiento, demeritindose por consecuencia, en forma considerable,

la calidad final del producto.

PROCESAMIENTO DEL FRIJOL

El frijol comén contiene sustancias de accién fisiolédgica adversa
para el hombre que es necesario eliminar antes de su consuma. El
proceso de eliminacién de estas sustancias se logra a través de la
coccidén himeda por perf{odos de tiempe que varfan con el tipo de
especie de frijol. Por otro lado, un excesc de coccidn puede
traducirse en un deterioro en la calidad prote{nica del producto,
consecuentemente, pierde si nao todo, al menos gran parte de su
potencial como protefna suplementaria. Entre los aminoicidos mas

susceptibles se encuentra la lisina (Bressani, 1982).



PROBLEMAS DE ALMACENAMIENTD

Como se menciéné anteriormente, desde el punto de vista prictico,
el fenémenoc de endurecimiento del frijol se traduce en un aumento en
el tiempo requerido para la suavizacién del granoc durante el proceso
de coccidn, y en algunos casos en un deterioro de las caracter{sticas
organolépticas del producto. A pesar de que este problema ha sido
reconocido desde hace mucho tiempo, los esfuerzos por conocer las
causas y 1 mecanismo de este fendmeno son bastante recientes.

Con respecto a las causas ¢ factores que influencian el
endurecimiento del frijol, 4é4stos son: la humedad del grana,
temperatura, humedad relativa del ambiente y el tiempo de
almacenamiento.

€1 frijol es el grano mis afectado por las condiciones y el
tiempo en que permanece en bodega. En efecto, el frijol es el producto
que pierde mis ficilmente su humedad, ya que es muy sensible a las
condiciones ambientales; ademis, el secamiento constante la endurece,
siendo éste el principal problema que implica su almacenamiento. Su
manejo en . grandes cantidades en silos herméticos resulta desventajoso
porque su manipuleo produce ficilmente la separacién de los
cotiledones del frijol, por lo que sélo puede almacenarse en bodegas,
dentro de sacos, 1o que lo torna sensible a temperaturas altas.

Generalmente es cosechado con una humedad del 16 al 17% . El
granc es secado al sol, y después se guarda en toneles & en sacos.

El frijol con un contenido de humedad entre 13 y 18% requiere de

tiempos de almacenamiento mayores de & meses para endurecerse siempre



y cuando la temperatura del almacén sea menar de 30°C (Burr, 1948) .
Sin embarga, el frijol expuesto a 100% de humedad relativa y a1°c,
sélo requiere de 14 dias de almacenamiento para aumentar su tiempoa de
coccién (Jackson, 1981).

El proceso de endurecimiento del frijol, durante el
almacenamiento inadecuado, ha sido también atribuido a mecanismos que
involucran cambios f{sicos y quimicos de otras sustancias, las cuales

pueden incidir en la macro y microesturctura del cotiledén.

HIPOTESIS GENERAL DEL PROCESO DE ENDURECIMIENTOD

Hasta la fecha no existen datos concretos y conocidos que
expliquen el proceso de endurecimiento, pero podr{a ponerse en
términos generales, como se indica en 1a figura (1).

La evidencia disponible en la actualidad sugiere que existen 2
vias que dan origen a esa condicién. Una v{a es inherente a la
semilla, 0 sea aquélla que podri{a originarse de las partes anatédmicas
del grano, las que, a su vez, podrian ser de arigen genético o
adquiridas por la planta, de acuerdo al medio en que se cultiva. Por
ejemplo, el espesor de la ciscara y la apariencia de la misma, el
tamaffo del qrano y la longitud del hilium, y posiblemente el contenido
de groteina. E1 papel de estas estructuras puede estar influenciado
por el almacenamiento. Esto constituye la segunda via del
enduregcimiento, que induce cambios fi{sicos y quimicos en la

microestructura de la semilla, tanto en 1la ciscara como en el



FIGURA (1)
HIPOTESIS SOBRE EL PROCESO GENERAL DEL ENDURECIMIENTO DEL FRIJOL

Frijol
Altas temperaturas Composicidn genética
Altas humedades Practicas culturales
Tieqpo Fisiologia de la planta
Almacenamiento Macroestructura
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Fuente: Bressani, 1982.




cotiledén. E1 efecto de cualquiera de las dos vias es el de resistir
la absorcién del agua, siendo por ello necesario incrementar el tiempo
de coccidn para suavizarlos (Bressani, 1982).

Gloyer (1921) identificd dos problemas como los causantes de la
pérdida de la propiedad de ablandamiento de los frijoles:
a) CAscara dura ¢ impermeabilidad de la cdscara de los frijoles al
agua. Los granos afectados por este problema sufren una rehidratacidn
lenta, lo que afecta las propiedades de cocimiento y de germinacién de
las semillas.
b) Esclerema, que se considera como la impermeabilidad de los
cotiledones al agua debido a cambios entimiticos que ocurren durante
el almacenamiento. Como resultado, el! frijol pierde su propiedad de
ablandamiento, requiriendo mis tiempo de coccidén que los frijoles

narmales.

MECANISMOS DEL FPROCESD DE ENDURECIMIENTO

Las posibles mecanismos que expliquen el proceso de
endurecimiento deben involucrar aspectos f{sicos, quimicos Yy
bioquimicos de las dos partes snatémicas de la semilla, esto es, la
testa y el cotiledédn.

Los conocimientos adquiridos hasta la fecha permiten elaborar
varias hipétesis que pueden servir de base para discutir el proceso de
endurecimiento del frijol. No es necesario gque estas hipdtesis sean

vistas independientemente, sino mis bien en forma interrelacionada,



para explicar y comprender este fenémeno. A continuacién se expaonen

algunas de estas hipétesis.

PAPEL DE LOS FOLIFENOLES

Una de estas hipédtesis considera a laos pigmentos que caracterizan
los diferentes colores de las semillas de lequminogsas y que estan
localizados en la testa. Algunos estudios (Elfas,1982) sugieren una
posible relacién entre el contenido de polifenoles y e! proceso de
desarrollo de la dureza del frijol durante el almacenamiento. En
dichos estudios se ha observado una disminucidén significativa en el
contenido de polifenoles (expresada como catequinas) en el frijol
comin almacenado durante & meses. Este descenso se acompafié de un
incremento de la actividad de la polifenclaxidasa, de la dureza, y de
tiempo de coccidn del grano. AGn mds interesante, el menor contenido
de catequina guardd relacién directa con las condiciones de
almacenamiento que favorecen el desarrollo del proceso de dureza del
frijol.

Aunque bioquimicamente es facil suponer y esperar que bajo las
condiciones de almacenamiento opere un mecanismo enzimatico que
explique la disminucién de la catequina, no se dispone todavia de una
explicacién categérica que pueda relacionar este descenso con el
desarrollo de la dureza del grano.

A la luz de lo que hoy dia se sabe, es posible que 1los

polifenoles pueden estar relacionados con la dureza de la semilla y el



tiempo de coccién mediante dos mecanismos: el de la polimerizacién
activa, principalmente en la testa, y el de la prote{na lignificada en
el cotiledén, afectando ambos la capacidad de hidratacién de la
semilla, el primerc obstaculizando la penetracién del agua y el
segundao, limitanda su capacidad imbibitoria. Conviene, pues, realizar
estudios futuros con miras a identificar los fencles presentes en la
testa y medir su estabilidad y cambios en concentraciédn durante el
almacenamiento. Esta reduccidén en el contenido de polifenoles durante
el almacenamiento podr{a también estar relacionada a la pérdida de
sabor y de color que acusa el agua de coccidn de muestras almacenadas

inadecuadamente.

PAPEL. DE OTRAS SUSTANCIAS

Como se bhabia mencionado anteriormente, el proceso de
endurecimiento del frijol durante el almacenamiento inadecuado, se ha
atribuido también a mecanismos que involucran cambios ffsicos y
quimicos de otras sustancias las cuales pueden incadir en la
estructura del cotileddn.

Dichos cambios estin basados principalmente en los constituyentes
del cotileddn, como lo son el almidén, las protefnas, los lipidos y
desde el punto de vista estructural, la pared celular y la limina
media (Figura 2). La pared celular esti formada saobre todo de
celulosa, embebida en una matriz formada principalmente de

hemicélulosa y sustancias pécticas. La limina media, estructura que



FIGURA (2)

MICROESTRUCTURA DEL COTILEDON
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mantiene las células individuales juntas, consiste en su mayor parte
de sales de calcio de po}imeras de Acido galacturénico que han sido
parcialmente esterificados con metanol. Estudios de la estructura
celular en cotiledones de las habas, relijzados con el microscopio
electrénico, revelan una disolucion gradual de la lamela media durante
la coccién. Cuando el tejido esti completamente cocido la lamela media
aparece completamente disuelta, observindose una separacién de las
células (Rockland, 1974). Posteriormente, empieza la gelatinizacidén de
los grinulas del almidén, dependiendo del tiempo y la temperatura. El
proceso de gelatinizacién entracelular del almidén del frijol
(Phaseolus lunatus), y los cambios morfolégicos que sufre el grano
durante este proceso han sido estudiados (Rockland, 1974) y observados
microscépicamente. Asimismo, estudios sobre el proceso de
gelatinizacidn intracelular del almidén (Hahn, 1977) en frijoles
remojados en agua y en soluciones salinas, y sometidos al proceso de
coceidn demostraron que, debido a las restricciones impuestas por las
paredes celulares que permanecen intactas a la temperatura de
gelatinizacién, no se llevé a cabo la dilatacién y proyeccién de los
grianulos de almidén. A medida que el proceso de coccién continua la
suavidad del grano aumenta sin que se observen mayores cambios en la
microestructura de la semilla, hecho indicativo de que otros factores

contribuyen a la suavizacién del granoc durante el proceso de coccién.

Con respecto a la posible contribuciéen del almidén a la textura
del grano, se ha sugerido (Hughes, 19755 Linehan, 19693

Bretzloff, 1968) que, en el caso de algunos alimentos, la



solubilizagidén y difusidn del almidén de las células durante el
proceso de coccidn, puede aumentar la adhesién 1intercelular. Esta
adhesién serfa la resultante de la liberacién de la amilosa a través
de las paredes celulares, promoviendo asi la unién de las células
mediante enlaces de hidrégeno con polisaciridos de la pared celular.
As{, dicho mecanismo dependeria de las propiedades fisicoquimicas,
tales como la solubilidad y el pader de hinchamiento del almidén.
Dtros investigadores han querido implicar cierta asociacidn entre
el desarrollo de la dureza en el frijol y el proceso de retrogradacién
del almidén (Hellendoorn, 1979), a semejanza de resultados similares
obtenidos con el almiddn en el caso del almacenamienta del arroz, sin
embargo, no se ha encontrado ninguna correlacién con el desarrolloc de
la dureza del frijol (Elfas, 1982 . Con respecto a aotros
polisacAridos, alqunos investigadores (Hamad, 1965) han encontrado una
relacidén entre ciertas fracciones de las sustancias pécticas y 1la
capacidad de absorcién de agua del frijol comin. No abstante, en otros
estudios (Molina, 1976), no se ha podido corroborar esta relacidn.
Finalmente, se ha tratado de correlacionar la composicién de laos
1{pidos con el tiempo de coccién del frijol comin (Takayama, 19&5) sin

que se haya podido demastrar concluyentemente en esta correlacidn.
PAPEL. DE LAS SUSTANCIAS PECTICAS
Kon (1980) sugirid quevel ablandamiento de las leguminosa durante

1la coccidn implica un intercambio de calcio presente en el pectata de

calcio insoluble de 1las leguminosas con el sodio y el potasio



presentes en el fitato de sodio y potasio soluble. Cuando se cuecen
los materiales vegetales, las protopectinas san parcialmente
hidrolizadas a pectinas solubles en agua en proporcién directa con 1la
severidad del proceso de coccién (Doesburg, 1963).

También se ha sugerido que el proceso de ablandamiento de los
frijoles secos depende de la razén de disolucisn de la lamela media
(Sefa-Dedeh, 1979; Racklandy 1974).

La razén de rompimiento de la pratopectina durante el proceso de
cocimiento puede ser estimada siguiendo los cambios gue se suscitan en
el contenido de sustancias pécticas insolubles en funcién del tiempo

de coccién de los tejidos.

PAPEL DEL ACIDO FITICO

Entre otros factores que podr{an contribuir a la suavizacién del
grano durante el proceso de coccidén, se ha sugerido (Mattson, 1944;
Muller, 1967) que en las paredes celulares se lleva a cabo la reaccidén
de fitatos con pectatos insolubles de calcio Yy magnesio,
transformindolos en pectatos solubles de sodio y paotasio. Es probable
que el papel del 4cido fitico y de los fitatos sobre la textura de las
semillas se deba a que éstos representan del &0 al 90% del fésforo
presente en los grancs.

De acuerdo a Mattson (1950), el deterioro que ocurre en 1la
calidad de coccién de los guisantes secos durante su almacenamiento,

se debe al rompimiento hidreolitico del fitato por la enzima fitasa, lo



que resulta en la formacién de fosfato inorganico, el cual no actua
como un precipitante de calcio y magnesic al pH de los guisantes.
Haisman (1942) reports que el remojo por 18 horas a 20°C, de guisantes
almacenados a 37°D. a una humedad relativa del 75% durante 12 meses,
se tradujo en una pérdida considerable de 4cido f{tico; ademis, los
guisantes eran de diffcil cocimienta. Por otra parte, aquéllos de
fAcil coccidén no experimentaron grandes pérdidas de 4cido fitice
durante el remoja. Se observaron pérdidas adicionales durante el
proceso de coccién para ambas muestras, perc los quisantes de facil
coccién retuvieron cantidades relativamente mayores de &cido ff{tico.
Por otra parte, frijoles rojos almacenados bajo condiciones diferentes
de temparatura y contenido de humedad acusaron diferencias en su
contenido de fésforo del dcido f{tico, luego de ser remojados durante
18 horas a 25°C. Los frijoles almacenados a 2°C no mostraron cambios
significativos (al nivel del 5% de prababilidad) en su contenido de
Acido fitico durante el almacenamiento. No obstante, loz almacenados a
32°C, con un contenido alto de humedad, mostraron un descenso
consistente en su contenide de &cido fftico, siendo las muestras
almacenadas con un contenido de humedad de 17.9% las que acusaron la
mayor reduccién (Moscoso, 1981).

Ademis de la posible reaccidn entre fitatos y pectatos
mencionada, otras posibles implicaciones en la textura estarf{ian
relacionadas con la presencia de complejos protef{na-fitato encontrados

en frijol comén {(Lolas, 1975; Bourdillon, 1951).



MINERALES

De acuerdo a Mattson et al. (1950), los guisantes saon mis ficiles
de ablandar a medida que aumenta la razén de cationes monovalentes a
divalentes, A un contenido dado de 4cido fitico, 1os cationes afectan
la propiedad de coccién en el aorden K > Mg > Ca. Los frijoles secos
son muy susceptibles a los iones de calcio y magnesio presentes en el
agua de remojo & de coccién, lo que da como resultado una pérdida en
la propiedad de coccién (Hamad y Powers, 1965: Crean y Haisman, 1943).
Hasta el calcio y el magnesio endégenos afecta adversamente 1la
propiedad de coccién (Mattson, 1946; Quenzer, 1978). Por atra parte,
los cationes monovalentes como el sodio y el potasio, tienden a hacer
los frijoles de mis fAcil coccidn (Snyder, 1936; Rockland y Metzler,
1947; Mattson, 1950). Con respecto a la relacidn entre la calidad de
caccién y contenido de 4cido f{tico y calcio, sélo es vilida cuando el

Acido en cuestién esti presente en bajas cantidades (Smithies, 1960).

A pesar de la diversidad de hipétesis y de otras evidencias
acumuladas en estudios de almacenamiento y prevencién del proceso de
endurecimiento, debe de quedar claro el hecho de que los mecanismos de
este proceso pueden ser varios y que cada uno puede afectar en mayor &
menor grado dicho fendmena.

Los estudios realizados a este repecto sugieren también
fuertemente que el principal mecanismo de accién es de naturaleza
enzimidtica, debido a las condiciones que favarecen al desarrollo de la

dureza durante el almacenamienta, como 1la etficiencia de las



tratamientos aplicados para evitar este proceso (Elfas, 1982).

SUSTANCIAS PECTICAS

La pectina fu¢ descubierta por Bracannot en 1B25. Se trata en
realidad de un nambre genérico que abarca a un grupo de sustancias
fntimamente emparentadas (las sustancias pécticas). Estas sustancias
llenan los espacius intercelulares, laminillas centrales, de 1las
tejidos vegetales; por ejemplo, las frutas farman pectinas con
frecuencia en cantidades tan grandes, que constituyen canales amplios
que separan las células (Figura 3).

La pectina tiene la propiedad de embeber grandes cantidades de
agua y formar c¢oloides. Las sustancias pécticas desempelian por esto un
papel impartante en los primeros estadios del desarrollo de los
tejidos vegetales, cuanda las células se hallan todavia bastante
separadas y a una distancia considerable de los canales conductores de
agua, Las sustancias pécticas absorben ripidamente el agua y la
transfieren y reparten entre las células con mayor facilidad de lao que
podr{a lograrse par &smosis.

Mientras las sustancias pécticas se hallan situadas en e}
exterior de las paredes celulares, en la regién de las laminillas
centrales de los veqetales, se cree que se hallan {ntimamente
relacionadas con la celulosa. & esta farma, precursora de la pectina
propiamente dicha, se le 1lama protopectina (& pectasa).

Se ha supupsto que la protopectina es un hidruro de pectina & que

un
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estad constituida por la unidn de pectina y celulosa con eliminacidn de

algunas .moléculas de agua.

ESTRUCTURA DE LA PECTINA

La pectina forma un colaide reversible, de ¢tipo 1lidfilo; sus
spluciones desvian a la derecha Ia 1luz palarizada. ta pectina
contiene en su estructura numernsas impurezas como celulasa,
peatasanas larabano), galactosanas y otros compuestos, pero puede
purificarse mediante repetidas precipitaciones y redisoluciones.

La pectina se considera como una larga ctadena de moléculas de
4cido galacturédnico (Figura 4) con Qrupo carboxila parcial I~}
totalmente esterificados par alcohol metf{lico y pueden estar parcial &
completamente neutralizados por varios cationes.

Las pectinas obtenidas de diversas fuentes varian
caonsiderablemente en su capacidad de formar geles en virtud de las
distintas longitudes de sus cadenms de icidao poligalacturdnico y del
diferente grado de esterificacién de sus grupos carboxila con el

alcohol met{lico.

Hay 4 tipos de sustancias pécticas:
a) Protopectina, un caonstituyente de la pared celular en agua.
b) Pectina, un polimero de iscido galacturdnico soluble en agua
gue tiene muchas uniones metil-ester

€) Acidos pectinicas, sustancias pécticas coloidales que son también

n
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palimeros de A4cida gqalacturdnico, pero estas  moléculas contienen
pocas uniones metil-ester.
d) Acidos pécticos, los palimeros de 4ci1do galacturdnico salubles en

agua y gque carecen esencialmente de uniones metil-ester.

Cada wuna de estas cuatra clases representan un grupa e
sustancias {ntimamente relacionadas.

La sustancia péctica madre, la protopectina, puede ser convertida
a pectina & a 4cidos pectinicos con un tratamiento simple y moderado.
Los 4cidos pécticos pueden ser producideos a partir de las pectinas
tratindolos con 4&lcali dilufdo, una conversién de (RCODCHi)n a
(RCOOH) N donde RCOOH designa el 4cido galacturdnico libre y RCOOCHa
designa el metil-ester de una sola unidad de Acido galacturdnico.

Las diversas sustancias pécticas también difieren una de otra en
las cantidades de componentes diferentes al 4dcido galacturdnicae

relacionados con el polimeroc y en las pesos moleculares.

ENZIMAS PECTOLITICAS.

Se han encantrado numerosas enzimas que catalizan las distintas
stapas de la degradacion de las pectinas:
a) Pectin-esterasa (PE); cataliza la eliminacién de las grupos metilo
de la molécula péctica (sinénimos: pectasa, pectin-metil-esterasa).

i.a PE tiene una actividad dptima a pH 7.5 y es una enzima

K]



bastante espec{fica: para atacar una unidad esterificada requiere al
menos una unidad de Acido galacturénico libre de grupos metilo, segun
se observa en la figura (3).

Al disminuir el ntmero de moléculas de esta {ndole, decrece la
actividad de PE.

Se ha demostrado recientemente que 1a PE esta asociada coan

part{culas sélidas de la pared celular.

b} Poligalacturonosa (PG), que cataliza la hidrélisis glucosidica del
Acido poligalacturdénico (&cido péctico) en unidades individuales de
Acido D- galacturénico {sindnimos: pectinasa, pectolasa,
poligalacturonidasa).

La actividad Sptima de esta enzima se logra a pH 3.5-4.2 y se
considera que su posicidén de ataque se halla en un punto situado entre
los das grupos carboxilo (Figura &).

La PG es inactiva sobre el polimero totalmente metilado; pero en
presencia de PE, que es capaz de desmetilar la pectina, escinde todos

los enlaces de la cadena y produce 4cido D-galacturdénica libre.

Durante alqun tiempo se ha sugerido la existencia de otra enzima
intermediaria, para la que se reservéd el nambre de
pectindespolimerasa, capaz de escindir 1a molécula de pectina en

unidades mis pequeffas, aunque no hasta 4cido galacturénico.

Se ha bhallado otra enzima, la polimetilgaltacturonidasa, que

escinde también el enlace glucosidico, pero en contraste con la PG
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puede actuar sobre el polimero totalmente metilado.

ACIDO FITICO

Los frijoles , como muchas otras semillas, son fuentes ricas en
fésforo. Los compuestos de fésforo encontrados en las semillas pueden
clasificarse en :fitatos, fésforo inorginico, fosfolipidos, &4cidas
nucleicos y fosfoprote{nas.

El fitato & fitina, es una sal compleja de calcio y magnesiao con
el mio~-inositol y se encuentra ampliamente distribuido en 1a
naturaleza. El fitato es la forma principal de almacenamiento de
tésforo en muchas semillas; del 60 al 90%Z de todo el fésforo se

encuentra como icido f{tico (Lolas y Markakis,1975) (Figura 7).

Los frijoles madurps contienen grandes cantidades de fitato
{Makower, 196%9) del cual 99.6% se encuentra en forma soluble en agua
(Lolas y Markakis, 1975). Por otra parte, en los dérganos vegetativos
de la planta que no son de almacenamiento, el fitato puede encontrarse
ausente & bien en cantidades insignificantes.

El i4n fitato forma compuestos complejos con iones metilicos di y

oo

trivalente (zn'*, ca'™, Mg, Fe"™ y Fe™") y en nuchas casos farma

compuestos insolubles.

Varios son los papeles fisiolégicos que se le atribuyen a 1la

fitina en las semillas:

n
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a) Puede ser utilizada como almacén de fésforo (Hall y Hadges, 1966).
b) Puede utilizarse como almacén de energf{a (Biswas y Biswas, 19635).

©) También como iniciadora de la latencia (Scobolev y Radionova, 1966).

Sin embargo, Williams (1970) reporté que el 4cido fitico sirve
unicamente como fuente de fésforo y cationes en las semillas que se
encuentran germinandao. E1 4cido fitico es también fuente de fosfatos
{Mayer, 1956; Belavady y Banerjee, 1953} e inositol (Darbre y Norris,
1997) durante la germinacién de las semillas debido al rompimiento del
4cido fitico por la fitasa. Esto puede liberar ciertes minerales, los

cuales son esenciales para el desarrollo de la planta.

FITASA

La fitasa es una fosfomonoesterasa que puede hidrolizar a 1la
fitina dando como resultado ortofosfato inorg&nico y una serie de
fosfodsteres de mio-inasitol de menor ndmerc de grupos fosfato. El
mio-inositol es el d¢ltimo producto derivado de 1a hidrélisis continua
de las ésteres de menor nimero de fosfatos. También el mio-inositol es
el precursor de todos los residuos de azdcares del pentosilo y
uranosilo por lo que contribuye directamente a la sintesis de 1la
pectina y otros polisacaridos asociados con el desarrollo de las
paredes celulares. También contribuye con ciertos lf{pidos (Dalling vy

Bhalla, 1984).



Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en tajidos de
plantas y animales (Cosgrove, 196&), en muchas especies de hongos y en
ciertas bacterias. Se ha reportado una gran actividad de la fitasa en
trrigo (Peers, 1953) y una actividad moderada en cebada (Preece, 1962).
Dicha actividad no se encontré en avena (McCance, 1944) y en frijoles
mungo {(Mandal y Biswas, 1970).

La distribucidn y cantidad de fitasa no son proporcionales al
contenido de dcido f{tico y tampoco existe una correlacidén con las
actividades de la glicerofosfatasa y pirofosfatasa en los tejidos de
las plantas (Courtois y Perez, 1948B; Saio, 1964).

Durante la germinacién, las semillas manifiestan una actividad de
la fitasa que se acompala por un incremento en el fésforo inorgénico y
un decrementa en el contenido de fitato en las semillas (Courtois y
Perez, 1948b; Peers, 1953; Mandal et al., 1972; Mayer, 1958). Sin
embargo, aparentemente la actividad de la fitasa in vitro no refleija
el grado de degradacién que ocurre in vivo. Esta falta de carrelacidén
también la han encentrado en el endospermo de semillas de avena en
germinacién (Dalling y Bhallay, 1984). Sin embargo, en el mismo tejido,
los mismos autores han observado una gran correlacién entre la
degradacién de protefnas in vivo y la actividad de la peptidohidrolasa
in vitro as{ como la degradacién del almiddén in vive y la actividad de
la a-amilasa in vitro. Probablemente, la degradacién de la fitina sea
modulada {n vivo por el efecto del fosfato organice , producto de 1la

actividad de la fitasa y un inhibidor de la misma.



ANTECEDPENTES INMEDIATOS

La participacidn de la fitina en el proceso de endurecimiento del
frijol ya ha sido estudiada (Gutiérre:z Venegas,1986). Los resultados
muestran que a medida que el frijol se endurece, el contenido de
fitina del grano también dfsminuye (Tabla 2). En el mismo estudio
Gutiérrez Venegas (1986) propone un modelo que explique el fendmeno
del endurecimiento del frijol y especula sobre la participacién de la
fitina y su implicacién: la capacidad de quelacién del protaplasto
disminuye (menor contenido de fitina) con lo cual la redistribuciédn
iénica necesaria para que el granoc se suavice durante la coccién, se
realiza mis lentamente, lo gue se refleja en un aumento de 1los tiempos

de coccidn requeridos para que se complete el proceso.




TABLA (2)

CUANTIFICACION DE FITINA EN COTILEDON DE FRIJOL DE DIFERENTE GRADO DE

DUREZA
Grado de dureza mg de fitina/g de cotiledédn
control 7.45
7 dias de end. 3.51
14 dfas de end. 2.05
21 dias de end. 0.87

Fuente: Gutiérrez Venegas, G. (198&).




CAPITULO III.- OBJETIVOS

El objetivo general del proyecto es obtener informacién bisica
para el entendimiento y solucién al problema del endurecimiento de
frijol durante su almacenamienta.

£l objetivo particular de esta investigacién es detectar si
existen modificaciones en las actividades de dos enzimas hidrolfticas
-~ poligalacturconasa y fitasa - durante el procesc de endurecimiento
del frijol como consecuencia de tratamientos de deterioro artificiales
que pretenden imitar el deterioro que sufren 1los granos sujetos a

condiciones de almacenamiento inadecuadas.

Para el desarrollo de este trabajo se plantearon los objetivos

espec{ ficos siguientes:

a) Obtencién del extracto enzimiticeo crudo de frijol as{ como la
determinacidn de 1la actividad de poligalacturonasa a diferentes

tiempos de deterioro y su relacién con el problema de endurecimiento.

b) Obtencidn del extracto enzimitico crudo de frijol y

determinacidén de la actividad de fitasa a diferentes tiempos de

deterioro y su relacién con el problema de endurecimiento.

u



CAPITULO 1V.- HIPOTESIS

De 1la evidencia bibliografica presentada anteriormente y
retomando los antecedentes experimentales se postula la siguiente
hip&tesis: dado que la cantidad de fitina disminuye conforme aumenta
el tiempo de deterioro del frijol, se propone que esta baja se debe a
que la actividad de la enzima fitasa aumenta en relacién directa al
tiempo de deterioro del frijol. Si esto es asf{, este rompimiento
hidrol{tico del fitato dari por resultado la formacidn de fosfato
inorginico el cual no actuars como agente quelante de iones Ca++ Yy

++
Mg por lo que no habri movilizacién idénica y no se solubilizaridn

las pectatos.

De manera similar, se propone que la actividad de la
poligalacturonasa de frijoles deteriorados se incremente confaorme
transcurre el tiempo de endurecimiento; si esto es asf{, disminuirad 1la
cantidad de sustrato y no existird el flujo iénico necesario para la

solubilizacién, lo que gaperard dureza en el grano.

U



CAPITULO V.- MATERIALES Y METODOS

A) MATERIAL BIDLOGICO.

Granos de frijol Phaseolus vulgarts variedad O0Ojo de Cabra,
proporcionados por la Compafifa Nacional de Subsistencias Populares

(CONASUPD) .

B) REACTIVOS.

1.- Para la obtencién del extracto enzimitico de poligalacturonasa.
-Solucién amortiguadora de fosfatos-K 0.1 M (pH 7.0} con
2-mercaptoetanol 9 mM.

-~ Paolietilenglicol (PEG).

- Bolsas para didlisis.

2.~ Para la determinacidn de la actividad enzimitica de
poligalacturonasa.
- Acido poligalacturdnica 0.5% {(p/v) con NaCl O.3M.

- Solucién amortiguadora de acetatos-Na 50 mM (pH S5.0).




3.~ Para 1la cuantificacidn de azicares reductores. - Acido

dinitrosalic{lico {(DNS)(Reactivo de Summer y Sisler modificado):

DNS 1.0%
Fenol 0.2%
Sulfito de sodio 0.05%

Hidréxido de sodia 1.0%

Sal de Rochelle 40,07 (tartrato de sodio y potasio).

4— Para la obtencién del extracto enzimitico de fitasa.
- caClz 2%
- Polietilenglicol.

— Bolsas para diilisis.

S5- Para la determinacién de la actividad enzimitica de fitasa.
- Buffer de acetatos 0.6 M pH 5.3
-~ Fitato de sodio B8 mM previamente ajustado a pH 5.3 con HC1 1 N.

- TCA S0%

b6~ Para la determinacién de protefinas totales.
Soluciones: ‘
a) Desoxicolato de sodio 0.157%Z (DOD).
b)‘ TCA 72%.
c) Cabre-tartrato-carbonato (CTC).
En una solucidén de NazCOa al 10% se afade:
— CuS0s-SH20 0.1%

- Tartrato de sodio y potasio 0.2%



(Estable a temperatura ambiente por 2 meses).

d) SDS (dodecil sulfato de sodio) 10%
e) NaOH 0.8%

f) Reactivo de Folin-Cicalteau.

- Reactivo A.- Mezclar partes iguales de 1los stocks de CTC,

NaOH, SDS y H20.

Reactivo B.— Un volumen de reactivo de Folin-Cicalteau s=e

mezcla con 5 voludmenes de Hz0 destilada.
7- Solucién estindar de albumina sérica bovina 100 ug/ml.

8~ Para la determinacién de o-fosfata.
= KHzPDs 133.37 ug/ml (splucidn stock).
= HzS04 10 N
- Solucidén stuck de molibdato de amonio 10%
{NH¢) oMo70z4-4H20. Fesar S0 g del reactivo y aforar con
+H2504 10 N a 500 ml.
- FeS0«~7Hz0D
~ Molibdato ferroso de sulfato de amonio (prepararlo antes
de cada determinacién):
10 ml de molibdato de amonio stock
5 g de FeSO04-7H20

Aforar a 100 ml.



C) METODOS.

DETERIORD DE LOS GRANOS DE FRIJOL

Los granos de frijol se seleccionaron de entre los que no
presentaban dafos fisicos aparentes, con un tamaffio y coloracién
semejantes.

Se emplearon lotes de S g para cada tiempo de deterioro; éstos
fueron pesados previamente y después desinfectados con solucién 0.007
1 de NaClO durante treinta sequndos para posteriormente ser lavados
abundantemente con agua destilada estéril.

Cada lote para los diferentes tiempos de deterioro se colocd en
cajas petri; éstas se introdujeron en una cidmara de deteriora (charola
de plastico) conteniendo una solucién saturada de NaCl (comercial)
Jpara mantener una atmésfera de 75% de humedad relativa. La camara se
colocs en una estufa a 41°C. Las muestras se almacenaron durante 7, 4
Y 21 d{as. A los tiempos indicados se retiraron los lotes de la estufa
y se procedié a la obtencién de los extractos enzimiticos tanto para

poligalacturonasa como para fitasa.

OBTENCION DEL EXTRACTD ENZIMATICO DE POLIGALACTURDNASA

Cada lote de frijoles fué molido hasta abtener un polvo muy fino,

utilizando un peguefio malino, y posteriormente homogenizada con un

agitador mecidnico en buffer de fosfatos-K 0.1 M (pH 7.0) conteniendo



2-mercaptoetanol 9 @M durante S minutos a 0°C. Todes los pasos
subsecuentes se llevaron a cabo entre 2 vy 4°c. El homogenado se
centrifugé a 3500 rpm en una centr{ fuga Damon, modelo IEC HN-SH, por
10 minutos y el sobrenadante se colecté. La pastilla se resuspendid en
buffer de fosfatos 0.1 M y se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos. El
sobrenadante se juntd con el anterior y se centrifugé a 80009 por 30
minutos. La pastilla se desechd y el extracto se concentrd con PEG.
Una vez ohtenido el concentrado éste se dializd por 20 horas contra
agua. El dializado se centrifugé por 1S minutos a 4S00 rpm. El

sobrenadante era el extracto crudo enzimatico.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE POLIGALACTURDONASA

(PB)

La actividad de PG se determiné por el incremento en el ndmero de
azdcares reductores. La mezcla de reaccién contenfa 0.3 ml de extracto
enzimitico ¥ 1 ml de &cido poligalacturdnico 0.5% (p/v) con NaCl 0.3 i
y 0.7 ml de buffer de acetatos-Na 50 mM (pH S$.0). Después de 8 horas
de incubacidn a 35°C, la reaccién se detuvo por calentamiento durante
3 minutos. Una vez inactivada la enzima, la mezcla se guardd en
refrigeracidn por 2 horas. Posteriormente, se determinaron los
azdcares reductores utilizando el método del 4cido dinitrosalicilico
(DNS). Una unidad de poligalacturonasa se detinié como la cantidad que

forma 1 pmol de grupes reductores por hora a pH 5.0 y 35°C.



DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR EL METODO DEL

ACIDO DINITROSALICILICO (DNS) (Miller, 1959).

Esta determinacidn consistié en colocar 0.5 ml del extracto
enzimdtico inactivado y 1 ml del reactivo de 4cido dinitrosaliciltico.
La mezcla se calentd por 15 minutos en baMo de agua hirviendo; pasado
este tiempo se agregd 1 ml de sal de Rochelle. Se enfriaron las
muestras al chorro del agua hasta temperatura ambiente y se dejaron
reposar por espacio de 40 minutos. Las muestras se leyeron en un
espectrofotémetro a 575 nm. Se prepard una curva patrédn de glucosa

utilizando un stock de { mg/ml.

OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO ENZIMATICO PARA DETERMINACION DE FITASA

Cada lote de 2 g de frijoles tanto control como deteriorado fue
molido hasta obtener un polva fino utilizande un pequefio molina.
Posteriormente se 1llevé a cabo la extraccién con €aClz Ssi
(CaClz-frijol) con un agitador mecinico durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo, el homogenado se centrigufé

a 20,000 g por 30 minutos a 2°C; se r peré el sohr dante cuyo pH

deb{a ser S5.0. Este extracto se concentré con 4 g de PEG durante 3
haras. Una vez concentrado se dializé contra 4 1 de agua por toda la
noche. El dializado se centrifugd a 3I000 rpm en una centrf{fuga Damon,
modelo IEC HN-SH por 20 minutos. El sobrenadante se utilizé como

fuente de enzima.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE FITASA

La actividad de fitasa se determind por el incremento de fosfato
en las muestras.

Se colocaron en tubos de ensayo las siguientes cantidades de
reactivos:

0.4 ml de buffer de acetatos 0.6 M pH 5.7

0.30 ml de fitato de sodio 8 mM pH 5.3

0.4 ml de extracto crudo enzimitico

1.3 ml de Hz0.

Esta mezcla se incubd a 40°C por 3 horas. Transcurrido el tiempa,
se fnactivé la enzima con TCA S0% ; se centrifugd la muestra a 3000
rpm en una centr{fuga Damon, modela IEC HN-~SH ,por 15 minutos y al
sobrenadante se le determinaron proteinas totales. Inmediatamente a
las muestras se les determiné fosfato para cuantificar la actividad
enzimidtica de fitasa. Una unidad de fitasa se definié como la cantidad

que forma 1 wpmol de P inorginico por hora a pH 5.3 y a0%.

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

La técnica utilizada fue el método de Lowry modificado (Peterson,
1977). Primeramente se realizd una curva patrén utilizando albtmina

sérica bovina (BSA). Para la construccidén de dicha curva se prepararaon



soluciones estindares de BSA a partir de una solucidn stock de BSA de
una concentracién de 100 pg/ml utilizando para diluir agua destilada.
El rango de concentraciones de esta curva fué de cero pg/ml a 75
Hg/ml. Las muestras problema (1ul) fueron llevadas a un volumen final
de 400 ml con agua destilada y fueron procesadas del mismo modo que
los estidndares de la curva patrén. A partir de este momento a cada una
de las muestras y estdndares se les agregd DOC (0.15%, 0.1 ml) y se
mezclaraon. Se mantuvieron en reposo 10 minutos a temperatura ambiente,
después de este tiempo se les agregd 4cido tricloroacética (72%, O.1
ml) fr{o y se incubaron por 15 minutos en hielo. Se :entrifugarnq a
3000 rpm en una centr{fuga Damon, modelo IEC HN-SH por 15 minutos y el
sobrenadante se desechd. A cada uno de los precipitados se les aRadié
1 ml de agua destilada y 1 @l de reactiva A; se mezclaron y se
incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd
el reactivc B (0.5 ml); se agitaron las muestras y se incubaron 30
minutos a temperatura ambiente, perf{odo en el cual se desarrollé el
color.

Se leyé la densidad &Sptica de las muestras a 750 nm. Finalmente
se elabord la grafica de la curva patrdn, colocando en las abscisas la
concentracién de prote{nas (ul/ml) y en las ordenadas la densidad
éptica a 750 nm. La concentracién de proteina total de 1los extractos
proteicas problema fué determinada interpolando densidades d&pticas

determinadas a las muestras prablema en la curva patrén.



METODO PARA LA DETERMINACION DE FOSFORO INORGANICO (D-FDSFATO) SEGUN

EL. METODO DE TAUSSKY Y SHORR (1953).

Se tomé una muestra (1.3 ml) del sobrenadante de la mezcla de
reaccién de fitasa inactivada con TCA 50%Z y centrifugada y se le
agregd 1 ml de molibdato ferroso de sulfato de amonio. Se leyé en un
espectrofotémetro después de 1 minuto & dentro de las 2 horas
siguientes a 730 nm. Se preparé una curva patrén tentre 10 y 50
#gP/ml) der o~fosfato utilizando un stock de 133.3 ug P/ml. La
concentracidén de fosfato inorgénico en el extracto crudo enzimitico se
determiné interpolande las densidades 6pticas determinadas a las

muestras en la curva patrén.

a



CAPITULO VI~ RESULTADOS

Se sometieron granos de frijol (Ojo de Cabra) en condiciones de
deterioro (41°C y 75% de humedad relativa) durante 7, 14 y 21 dias.

Una wvez deteriorados 1los granos, éstos fueron sometidos &
procedimientos de homogenizacidén para obtener los extractos
enzimiticos de poligalacturonasa y fitasa y posteriormente, mediante
métodos adecuados para cada una de las enzimas, cuantificar las
variaciones de sus actividades durante los diferentes tiempos de
endurecimiento con respecto a los granos control.

Los métodos empleados para cuantificar actividades enzimiticas
fueron:
a} Para poligalacturonasa.— DNS tacido diniterosalic{lico)§ =153
detectaron azdcares reductores. (Miller, 1959).
b) Para fitasa.- Método de Taussky y Shorr (1953); se determind

fésfaro inorginico.

A) DBTENCION DEL MATERIAL BIOLDGICO

Para determinar alguna(s) posiblels) causals) gque caonducei{n) al
endurecimiento del frijol se requiere contar con material bioldgice
homogéneon en cuanta a carga genética e historial agrondmica y que
ademis presente diferente grado de dureza, lo que permitirsd en forma

clara establecer una relacidén causa~-efecto. Esto es, entre mis duro

4



sea el frijol, se encontrardi mis afectado el eventa bioquimico
responsable del fenémeno.

Una forma de obtener el frijol con las caracter{sticas antes
mencionadas, es almacenando el grana de una misma variedad proveniente
de un mismo lote, en condiciones de envejecimiento acelerado (alta
humedad relativa y alta temperatura). Esta metodologia se utilizé en
el desarrcllo del presente trabajo como estrategia para obtener frijol
con diferentes grados de dureca. Con respecto a la carga genética y el
historial agronémico, dada 1la dificultad para obtener dichas
condiciones, se traté que el frijol fuese homogéneo en cuanto a su

apariencia fisica.

B) OBTENCION DEL EXTRACTO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE

POL IGALACTURONASA

Se inicid la experimentacién para la deteccién de la actividad de
poligalacturonasa (PG) realizando la siguiente técnica:

El lavado de los granos de frijol, su homogenizacién hasta la
obtencién del extracto crudo se realizaron tal y como se describe en
“"MATERIALES Y METODOS". A partir de este extracto (5 g de frijoil) se
prosiguid con la reaccién entre és‘te y su sustrato. Las cantidades,
concentraciones, tiempo y temperatura de incubacién inicialmente se
realizaron segun la técnica de Konno et al. (1984) 1a cual fué

modificindose en cuanto a las cantidades de reactivos.

4]



FPosteriormente se continué con la determinacién de azdcares
reductores (DNS), mencionada en la seccién "MATERIALES Y METODOS"
(Miller, 195%9). Para llevar a cabo esta determinacién se prepard una
curva patrén de glucosa; ésta se eligid ya que su molécula funciona de
manera similar a la del &cido galacturdnico para manifestarse como

azdcar reductor (Figura 8).

Al llevar a cabo los procedimientos tal y como se describen en la
técnica de Konno (1984) (enzima, 0.2% p/v de sustrato en | ml de buffer
de acetato de sodio GO mM, pH S.0, durante una hora a 37°0) y después
de varias repeticiones del experimento, la actividad era nula por lo
que fue necesario implementar algunas modificaciones a 1la técnica
original, éstas fueron:

- aumentar la cantidad de extracto enzimitico (1 ml)
- aumentar la concentracién de sustrato (1 ml 0.5%)

- probar diferentes tiempos de incubaci®n (30, 60, 90 y 120 minutos).

Los resultados obtenidos se mueétran en la tabla (3.

€omo puede observarse, las densidades dpticas son relativamente
bajas, por lo que se sugirid hacer una nueva modificacién para ver si
de esta manera se lograba aumentar la eficiencia del método. Se
sugirid entonces concentrar los extractes crudas con PEG: A!as
muestras, que siempre debf{an tener un volumen conocido ¥y canstante, se
colocaron en bolsas para didlisis; éstas se colocaron en papel
aluminio y se les adiciond a su alrededor una cantidad constante (4 g)

de PEG y se dejaron concentrar por tres horas, transcurridas las
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cuales se pbtuvieron voldmenes constantes.

Las meodificaciones para el ensayo de PG con respecto al extracto
y sustrato fueron las siguientes:
~ 0.3 ml de extracto enzimitico

~ 1.7 ml de sustrato (en butfer).

Una vez llevada a cabo la reaccién para cada uno de los tiempos
de incubacidén de frijol control, se procedié a medir la actividad
enzimética; al obtener resultados, éstos parecfan no haber aejorado
{Tabla 4), por lo que hubo necesidad de hacer otra modificacidn a 1la
técnica.

La nueva modificacidén que se hizo para £l siguiente experimento
fué que después de concentrar las muestras con PEG éstas se dializaron
contra agua destilada (deionizada) durante toda la noche (18 horas).

Esta disdlisis se propusa para eliminar compuestas, como por
ejemplo inhibidores de la enzima, que pudiesen entorpecer la actividad
enzimitica & bien al momento de realizar las lecturas en el
espectrofotémetra (porgque inicialmente el blanco resulté con mayor

densidad éptica que las muestras).

Una nueva dificultad que tuvo gue enfrentarse fué el hecho de que
una vez dializadas las muestras éstas presentaban un aspecto
tatalmente turbio, semejando a la leche. £€n un principio }as muestras
se@ manejaron tal y comp se obtenfan de la diilisis pero se ocbhtenfan
muestras que eran sumamente turbias para pader ser lefdas en el

espectrafatdmetro; por ella, las muestras dializadas se centrifugaron,

a



TABLA (3)
DETERMINACION DEL TIEMPOD OPTIMO DE INCUBACION PARA FOLIGALACTURDNASA

Tiempo de Densidad é4ptica
incubacién 575 nm
30 minutos 0.042
&0 minutos 0.035
90 minutos 0.031
120 minutos 0.035
TABLA (4)

DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE INCUBACION PARA POLIGALACTURDNASA
(MODIFICACION) .

Tiempo de Densidad Sptica
incubacidén 575 nm
30 minutos 0.046
60 minutos 0.039
%0 minutos 0.035
120 minutos 0.040
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en una centr{fuga refrigerada (MSL) a 3000 rpm por 1S minutos. Se
tomaron los sobrenadantes coma fuente de encima y el precipitado se
descarts. Cabe seffalar que se tomé la precaucidn de experimentar con
los precipitados para ver s1 en éstos se detectaba actividad

enzimitica; no se observéd ninguna actividad.

Los resultados obtenidos a los 30, &0 °90 y {20 minutos de
incubacidn a 37°C, a pesar de todas las modificaciones hechas a la
técnica original, continuaron siendo los mismos. Por 1o anterior, se
decidié prolongar los tiempos de incubacidén bajo las mismas
condiciones de experimentacién: 3, 4, 8 y 24 horas y sobre la misma
experimentacién se fueron adicionando modificaciones. Por ejemplo,
inmediatamente después de detener la reaccidn entre la enzima y su
sustrato por inactivacidén mediante calor, las muestras se refrigeraron
(30 minutos) para asi propiciar la precipitacién de las protefnas. Se
continudé con una centrifugacién a 3500 rpm en una centrifuga Damon,
modelo IEC HN-SH, por 1S minutos para obtener soluciones completamente
transparentes y listas para proceder a la cuantificacién de azdcares
reductores.

Tras una serie de I experimentaciones realizadas hasta este
momento se eligieron las condiciones de incubacién 37°¢c y 8 horas
{Tabla 5).

Como puede cbservarse en la tabla (5) y comparandoc con los
resultados anteriores, se manifiesta el hecho de que al haber
prolongado el tiempo de incubacién favorecid los resultados para que

de este expérimento se dedujera el tiempo de incubacién (8 horas). De

H ]



TABLA (5)
DETERMINACION DEL TIEMPQ OFTIMD DE INCUBACION DE FOLIGALACTURONASA
{CON TODAS LAS MODIFICACIONES IMPLEMENTADAS)

Tiempa de Densidad éptica
incubacién 575 nm

3 horas 0.0%4

4 haoras 0.104

8 bhoras 0.217

24 horas 0.121

H



estos resultados también se aprecia que a las 24 horas de incubacidn
en frijol control, la actividad enzimitica descendid.

For otra parte, se estandarizé el tiempo que debfan reposar las
muestras una vez realizada la reaccidn colaorimétrica del DNS, vya que
se habfan observado fluctuaciones en los resultados. El tiempo para la
lectura de azdcares reductores serf{a de 40 minutos de reposo (Tabla
&) .

A partir de todas las experiencias anteriormente descritas fué
comp se establecié la técnica para obtener los resultados del presente
trabajo.

En la figura (10) se esquematiza la técnica llevada a «abo en
cada uno de los experimentos llevados a cabo en los diferentes tiempos

de endurecimiento.

Finalmente se presenta la Tabla (8) en donde se observan los
resultados en frijol endurecido por 7, 14 y 2t dfas. Los resultados
mostrados son el promedio de por lo menos 4 repeticiones para cada

experimento.

C) CBTENCION DEL EXTRACTO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FITASA

Se inicid la experimentacién para la deteccién de la actividad de

fitasa basindose en la técnica de Lolas y Markakis (1977) pero la cual

fué modificindose segln las necesidades de la investigacidn.

El lavado y homogenizacién de los granos se efectud tal y coma se

Y]



TABLA (&)
DETERMINACION DEL TIEMFPO DE REPDSO DE LAS MUESTRAS PARA CUANTIFICACION
DE AZUCARES REDUCTORES.

Hg glucosa/ml Densidad &ptica
575 nm
40 &0 120 (minutos)
10 0.037 0.013 ————
20 0.120 0.094 0.011
30 0.140 0.132 0.024
50 0.394 0.338 0.078

4]




TABLA (7}

DENSIDAD OPTICA DE LA CURVA PATRON DE GLUCOSA

BGlucosa wg/ml

Densidad éptica
S75 nm

50
75
100
150
200

0.120
0.239
0.375
0. 620
0.878

(13

0.046
0.033
0.018
0.043
0.071

I+

"
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Dersidd epticn (575 nm)

FIGURA (9}

CURVA PATRON DE GLUCOSA
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FIGURA (10}

DBTENCION DEL EXTRACTD DE POLIGALACTURGNASA Y MEDICION DE SU ACTIVIDAD

Triturar frijoles hasta
abtener polva fino y homo-
qgenarlo

Centrifugar 2500 rgm 10 min
y recuperar sobrenadante

Resuspender la pastilla y
centrifugar 3500 rpm 10 min

Juntar sobrenadantes y cen-
teifugar a 15,000 rpm IO min

Recuperar schrenpadante y con-
centrarlia con PEG

Dializar contra agus y cen-
trifugar 15 min 4500 rpm

El scbrenadante es la fuen-
te de enzima

Tomar la muestra para la
mezcla de reaccidn

Incubar 8 horas a 35°C.
Inactivar por calor.

Cuantificar axdcares re-
ductores por el método
DNS.

Diagrama que esguematiza la metodologia empleada para PG



TABLA (8)

RESULTADOS OBTENIDOS DE PG EN FRIJOL 0JO DE CABRA A DIFERENTES TIEMFOS
DE ENDURECIMIENTO

+g9 glucosa U1l
Frijol control 103.75 0.0720
7 dias endurec. 100,00 0.06%4
14 dfas endur. 92.50 0.05642
21 dias endur. 62.50 0.0434

51



describe en "MATERIALES Y METODDS" (a partir de 5 g).
) La obtencidén del extracto crudo para su utilizacién como fuente
de enzima fué variindose seguin los resultados gue se obtuvieron al
cuantificar la actividad enzimitica.

Inicialmente, después de centrifugar el hamogenado ajustado a pH
S.0 fué la fuente de enzima para realizar el ensayo de fitasa. La
mezcla de reaccién contenfa: 0.4 ml de buffer de acetatos 0.6 M pH
5.3;0.3 ml de fitato de sodio B mM pH 5.3; 0.4 m1 de extracto crudo

enzimdtico; 1,3 ml de agua destilada.

Utilizando la mezcla de reaccidén anterior, se combinaron las
siguientes variables para determinar las condiciones del ensayo:
- tiempo de ipcubacidén (30, &0, 90, 120, 180, 240 y I60 minutos)

- temperatura de incubacién (37, 40 y 50°6).

Una vez concluidos los tiempos de incubacién, las muestras se
inactivaron con TCA S0%4, se centrifugaron a 3500 rpm por 15 minutos vy
a los sobrenadantes se les determiné fosfato segin el método de

Taussky y Shorr (1953) mencionado en la seccidn correspondiente.

De una serie de experimentos realizados en frijol control, se
determind que las condiciones Sptimas de trabajo eran 40°C durante 3
horas de incubacién; en estos experimentos se detectd mayor actividad
enzimitica a las 3 horas de incubacién comparada con las otras
temperaturas (37 y 50%). A las 4 horas de incubacién no hubo una gran

diferencia en la actividad enzimiAtica con respecto a 3 horas. A las &

H)



horas se observd un decremento en la actividad.

Una vez establecidas las condiciones de trabajo con &) frijol
control se procedid a realizar la experimentacidn can frijol
endurecido por 7, 14 y 21 dias. La técnica se reali12d para cada tiempo
de endurecimienta par varias veces y, aungque para el frijol contral se
obtuvo en todos laos casps valores semsjantes a los  anteriormente
obtenidos, en los demis tiempos de endurecimienta estos valores
mostraron grandes fluctuaciones por 1o que se procedié a madificar 1a
metodologfa con el fin de afinarla y as{ obtener resultadaes que
tuviesen confiabhilidad y repetitividad . Se pensé que la falta de
reproducibilidad de los resultados podria deberse a gue existfan
iones, inhibidores de la enzima u otras sustancias gque interferfan
tanto en el ensayo de fitaca como en la cuantificacién de fostato.
Para tratar de eliminar pcsibles fuentes que interfirieran en el
ensayo de fitasa se precedid a hacer varias modificaciones:
~ Cancentrar las muestras (después de ser centrifugadas con una
cantidad constante de FEG (4 g ) durante un tiempo determinado (3
horas).

~ Dializar las muestras contra agua.

Una vez obtenido 1os extractos de la centrifugacidn (sobrenadante
de & ml) éstos se concentraron utilizande una cantidad canstante de
FEG y por un tiempo determinado hasta obtener aproximadamente la sexta
parte de su volumen original (1-1.5 ml). Posteriormente a las muestras

se les determinaron proteinas totales y finalmente se dializaron para



continuar con la metologf{a establecida. Todos los pasos anteriores
fueron ensayados para el control y 1los diferentes tiempos de

endurecimiento. P

Al experimentar con frijol control y cuantificarle proteinas
totales se determind que la dilucién correcta para poder leer las
muestras era de 1:400. Conociendo la dilucién correcta para la
determinacién de protef{nas en frijol control y sabiendo la cantidad
presente de éstas, el equivalente de ellas se tomé en las muestras de
frijoles endurecidos por diferentes tiempos para el ensayo de fitasa.
La curva patrén para proteinas se elabord con albuimina sérica bovina
partiendo de una solucién stock de 100 ug/ml (Tabla 10 y Figura 12).
Finalmente las muestras se dializaron contra agua durante toda la
noche.

Conociendo el contenido de protefnas en cada muestra y colocando
en cada una de ellas las cantidades equivalentes de protefnas para el
ensayo de fitasa, se obtuvieron resultadas que tuvieron confiabilidad
y repetitividad ; éstos se muestran en la tabla (11).

El resultado mostraba que habfa un importante descenso en la
actividad de fitasa a los 7 dfas de endurecimiento. Para saber si
exist{a un decremento gradual, se midié la actividad enzimitica a las
24, 72 y 120 horas de endurecimiento.

En la misma tabla se obtiene un pangrama general del
comportamiento de fitasa a lo largo de 21 dias de deterioro
artificial. Se observa que con respecta al frijol control hay un

notable incremento en la actividad a las 24 y 72 horas de



TABLA (F)
CURVA PATRON DE ¢~FDSFATO

HQ P/ml Densidad aptica
730 nm
10 0.267 £ (.020
20 0.483 + D.024
30 ©.689 x 0.03Q
40 0.865 & 0.035
50 1.010 + 0.055
TABLA (10)

CURVA PATRDN DE ALBUMINA SERICA EQVINA

wn albtmina/ml Densidad &ptica
7509 nm

25 0.429

S0 0.725

75 0,950

]
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FIGURA {11}
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FIGURA (12)
CURVA PATRON DE ALBUMINA SERICA BOVINA
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TABLA (11D

RESULTADOS OBTENIDOS DE FITASA EN FRIJOL ©JO DE CABRA A

DIFERENTES YIEMPOS DE ENDURECIMIENTO

g fosfato u. I.
Frijol control 2.5 0.026
24 horas endur. 8.0 0.0B6
72 horas endur. 6.75 2.072
S dias endur. 2.0 0.021
7 dfas endur. 1.0 0.010
14 dias endur. 0.75 8.064 x 1077
21 dias endur. 0.50 5.376 x 10 "
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endurecimiento, en este ¢ltimo casoc hay un leve descenso en la
actividad., Y es a partir del quinto d{a de endurecimiento cuando se
aprecia una fuerte cafda de la actividad la cual es aan menor a la del
control. Al séptimo dfa de endurecimiento, la actividad se reduce en
un S0O%Zjal df{a 14 de endurecimiento la actividad decrece y este hecho
se acentla a los 21 dfias en donde se puede detectar sélo una quinta

parte de la actividad del control.

Finalmente se esquematica la metodologfa empleada para la

cbtencién del extracto enzimitico y la cuantificacién de la actividad

de fitasa en frijol variedad Gio de Cabra.



FIGURA (13)
OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO PARA FITASA Y LA MEDICION DE
ACTIVIDAD,

Triturar y homogenizar con
CaClz 2% (5:1»

Centrifugar 20,000 g IO min.
2°c

Concentrar con PEG
Cuantificar proteinas totales

Dializar contra agua
durante toda la noche

Centrifugar 20 min 3500 rpm

El sobrenadante es la fuente
de enzima.

Colocar la muestra en la mez—
cla de reaccién

Incubar I horas 40°C
Inactivar con TCA SO%

Determinar o-fosfato
por el método de Taussky
y Shorr, 1953.

Diagrama que esquematiza la metodologf{a empleada para Fitasa
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CAPITULO VI1- DISCUSION

En la actualidad no e:tisten trabajos que anorten datos referentes
a la modificacién de las actividades de algunas enzimas que Ppudiesen
estar implicadas en el proceso de endurecimiento del frijol.

E£1 presente trabajo no tiene como finalidad encontrar la
metodoleogfa para purificar y caracterizar a la fitasa y a la
poligalacturonasa de frijcl, sinoc unicamente, a través de técnicas
simples, obtener extractos crudos que nos den indicios de la relacién

entre la actividad enzimitica y el endurecimiento.

En la seccidén correspondiente se planted la hipdtesis en la que
se propone un aumento en las actividades de fitasa y poligalacturonasa
en relacién directa al tiempo de deterioro. E1 aumenta de fitasa
ocasiona un rompimiento del fitato para liberar fosfato i1norginico el
cual no actuari como captor de iones divalentes. El resultado de ésto
serid la falta de intercambio 1énico entre fitatos y pectatos 1o que
generari dureza en el grana.

Retomando esta hipdtesis y considerando los resultados abtenidos

en este trabajo se plantean las siguientes ideas.
Al observar las resultados referentes a fitasa presentados en 1la

tabla (11) ,éstos muestran que al inicio del endurecimiento del frijol
~

(24 haras) la fitasa se activa en gran medida tal y como se plantea en

1]



la hipdtesis. Sin embargo, a partir del quinto dfa de endurecimiento
hay una caida notable en la actividad y ésta no vuelve a recuperarse a
lo largo de los 21 di{as de endurecimiento; esto puede explicarse con
uno 6 la suma de los siguientes factores:

1°

La enzima pierde gradualmente su actividad porgue las
condiciones de deterioro favorecen para gue se altere la naturaleza de
los componentes que intervienen en la fisiclogfa y en la bioquimica

del grano, sobre todo aquéllos componentes relacionados directamente

con la estructura misma del cotiledén y en particular de la fitasa.

2° Considerando el principio que indica que la velocidad de una
reaccién es proporcional a la concentracién de las moléculas
reaccionantes, puede explicarse el por qué de la gran actividad en las
primeras 24 horas y la baja progresiva a particr del 5° difa de
endurecimiento. Al disminuir el sustrato paulatinamente, y no habiendo
forma en que éste se regenere, la actividad enzimitica disminuye en la

misma proporcién.
3° Puede atribuirse la baja en la actividad de fitasa debido a la
presencia de alguna(s) fosfatasals) inespecificals) que supliera(n) la

actividad de fitasa.

4° La enzima puede perder su actividad como resultado del

deterioro del grano.

11}



sintetizada.

Estos resultados son interesantes dado el cumpnrtamiento&hge la
fitasa; nos hacen pensar que el endurecimiento provoca una gran
activacién solamente durante las primeras 24 horas; posteriormente, la
actividad va decreciendo conforme transcurre el tiempo. Por el momento
sélo puede decirse que la relacidn entre la actividad de fitasa y el
endurecimiento es una relacién inversamente proporcional.

Este esquema de comportamiento de la fitasa obliga a replantear
nuevas hipdtesis al respecto.

Retomando tanto los resultados obtenidos asf como las posibles
explicaciones del comportamiento de la fitasa, puede afirmarse que
esta enzima s{ se encuentra relacionada con el endurecimienta del
gQrano; si no es una consecuencia directa de éste al menos si es

afectada por el deterioro del grano.

Con respecto a la poligalacturonasa y de acuerdo a los resultados
obtenidos (tabla B), al parecer éstos no concuerdan con la hipétesis
planteada. Al comparar la actividad enzimitica del frijol control con
respecto a la del 7° dia de endurecimiento, se detecta una pequeX{sima
disminucién (menor del 4%); hacia el dia 14 de endurecimiento hay
otro pequefo descenso del 11% (con respecto al control) para el dfa 21
de endurecimiento aun puede cuantificarse su actividad enzimitica en
un poco mas del &0%.

Este comportamiento presentada por la poligalacturonasa bajo las



condiciones de trabajo del laboratorio, onos estin indicando muy

probatilemente ques

1° La actividad de la poligalacturonasa no es afectada por el
deteriorao de una manera considerable por lo que puede especularse que

no es una de las causas principales para que ] frijol se endurezca.

2% La actividad de 1la poligatacturonasa es lenta gorgue la
reaccidén entre los fitatos y las sales de peoligalacturonato esté

iphibido por la presencia de las iones Ca'’

y Mg"" . E1 endurecimiento
favorece la actividad de fitasa en las perimeras 72 horas; pasadoc este
tiempo, 1 fitato habri stdo consumida por la fitasa y el restante
habria ya reaccionado por lo gue ya no habri sustrato disponible para

la quelacidn de los iones divalentes. Esto generara la inmovilizacién

i46nica y por tanto la limina media se tornard cada vez mis dura.

Para el caso de la poligalacturonasa no se cuantificd la
actividad enzimdtica entre el control y 1 dfa 7 de endurecimiento
porque, camo puede observarse en la tabla (8), 1la diferencia entre
ambos tiempos se considera despreciable y esto sugiere que no hay un

cambio notable en la actividad en este lapso.

En base a lo anteriormente expuesta, el fendmeno del
endurecimiento puede explicarse con el siguiente modelo: durante el
endurecimiento el contenido de fitipa disminuye dado que se activa la

fitasa en las primeras horas y por tanto, la movilizacién idnica es

n



muy lenta si no es que nula; por no existir un captor de icnes (la
fitina) la poligalacturonasa no se activa por la presencia de laos
iones Ca®* y Mg** 1o cual repercutiri en que no se separen las células

del cotileddn del frijol y haya endurecimiento progresivo.

n



CAPITULO VIIL- CONCLUSIONES

1) Parece que no existe una relacién entre poligalacturonasa y su

sustrato como causa del endurecimiento del grano de frijol.

2) ta subida notable de fitasa en las primeras horas del
endurecimiento parece estar relacionada con la notable caida de fitina
durante el mismo tiempo, lo cual podrfa constituir una causa del

endurecimiento del grana.
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