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RESUMEN

La semilla de frijol es conswmida por la mayor parte de la poblacién mevicana por su bajo costo v
facil preparacién ademds de conwibuir en la diera como una fuente abundante de proteinas y

carbohidratos necesarias para el cuerpe humano.

Para su consumo en el medio rural y en algunos casos en la poblacién urbana ¢s sometida a
un remojo durante la noche y después a un tratamiento térmico que modifica su textura para que de

esta manera adquiera las caracteristicas de palatabilidad para su degustacion,

Estudios reahizados indican que las caracteristicas de textura en productos de origen vegetal
dependen de los componentes de la pared celular, entre ellos la ldmina media formada
principalmente por pectina. Este componente se solubiliza durante la cocc16n de semillas, 1o que

permite la separacion celular v por tanto la suavizacion del tejido.

El remojo de la semiila disminuye los tiempos de coccion, Io que sugiere que el remojo
puede provocar cambios que faciliten la termo-solubilizacion de la {amina mediz los cuales serfan

los responsables de la disminucién del tiempo de coceién.

En este trabajo se estudi6 el efecto del remojo en las caracteristicas de la pectina de la pared
celular primariz de semillas de frijol, con la finalidad de identificar los cambios que induce el

remojo en la pectina.

Para ello se determind el tiempo de coccion por el método Matison, el aslamuento de la
pectina se llevd a cabo utilizando CDTA, se estimé su composicion de dcidos urdnicos y azucares
neutros, ademds de su comportamiento en una resina de intercambio isnica y se finalizd obteniendo

el peso molécular de los polisacaridos de fa pectina con la técnica de filiracion en gel.

Se encontrd que la cantidad de pectina extraida fue diferente para cada cultivar. La fraccién
de pectina precipitada con etanol fue también cultivar dependiente La composicion guimica

extraida de las semillas secas fue diferente de Iz exiraida de senullas remojadas Esta dltima fue rica
i



en xilosa. arabinosa v galactosa. Este resultado se interpreté como que la hidratacién de la pared
celular facilita la extraccion de sus componentes resultando en un ablandamiento estructural de ia

pared celular.

El remojo de la semilia dismunuyo el peso molécular de las pectinas. Aparentemente este

cambio fue el resuitado de disminuir el tamafio de las regiones de homogalacturonanos.
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JUSTIFICACION

Meéxico es el cuarto pais productor de! frijol en el mundo. después de La India. Brasil y China;
aportamos el siete por ciento de la produccion mundial, con una leve tendencia al crecimiento

{Camara de diputados, 2000a , SAGARPA, 1997a)

El frijol es el segundo cultivo en nuestro pais antes del maiz y después del trigo v arroz, en
cuanto al espacio sembrade v ha alcanzado los 2 2 miliones de hectéreas, que representan €l 11.5

por ciento del total de nuestra superficie agricola (Camara de diputados, 20002, SAGARPA, 1997b)

Aproximadamente el 63 cinco por ciento de su cultivo se concentra en la regidn centro-norte
y pacifice-norte de la republica. Los principales estados productores son Zacatecas, Durango, San
Luis Potosi y Chihuahua en siembras de temporal durante el ciclo primavera-verano, aportando el
65 por ciento de Ja produccion nacional de la temporada; y Sinaloa y Nayarit, con siembras de riego
principalmente, representan el 74 por ciento correspondiente al periodo otofto-invierno (Camara de
diputados, 2000a, SAGARPA, 1997h).

Pero esta leguminosa gue es basica en la dieta del pueblo mexicano vy la principal fuente de
ingreso para los campesinos de la zona semidesértica del pais, actualmente sulte escaso manejo
post-cosecha tal come precarias técnicas de cosecha, aunadas a una ausencia de infraestructura y de
equipo para la limpieza y"cribado, que contribuyen importantemente al deterioro de la calidad y del
precio del frijol La presencia de tierra. de material vegetal y de piedras, y la presencia de granos
daflados por plagas o quebrados son caracteristicas que iz industria empacadora y de proceso
(enlatado) toman muy en cuenta para rechazar el producto y oftecer precios desfavorables para el

productor (SAGARPA, 1997b).

A esta situacion hay que afiadir e] Tratado de Libre Comercic de América del Norte
(TLCAN). que ha resultade a siete afios de sy puesta en marcha gravemente lesivo para el sector
agropecuario y forestal mexicano. La sifuacidn se agrava con el ingreso de frijol extranjero
{(proveniente de Nicaragua, Estados Umdos v Canada) al pafs, esto ocurre de manera tan irregular,
que no es posible conciliar un date preciso sobre la importacion autorizada v la real ademds de la
avalancha de frijol que entra de contrabando (Camara de diputados, 2000b. Camara de diputados,
2000¢).
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Esto obstaculiza la comercializacion del frijol mexicano v propicia la acumulacién de
inventarios en donde ¢l frijol sufre largos periodos de almacenamiento (minimo 6 meses), para
poder ubicarlo en el mercade; cabe mencionar que estas condiciones de almacenamiento son
precarias por una ausencia de initaestructura adecvada para mantener su calidad culinaria v
nutrimental. Provocando que el 30% de la cosecha se pierda por el endurecimiento de la semilla y
ademds tenga largos tiempos de coccién que involucran un mayor consume de energéticos y un
mayer gasto econdmico, ademas de que una coccion prolongada provoca la degradacién de

natrimentos importantes que aporta su consumo (SAGARPA, 1997b).

El estudio del método tradicional de preparacion de distintas variedades de frijol fresco v en
particular las modificaciones que ocurren en la pectina durante el remojo nos permutira tener un
punto de comparacion contra semiilas de frijol endurecido y de estd manera generar el conocirniento
necesario para el esclarecimiento del fendmene de endurecimiento de frijol que afecta su calidad

culinaria y es de gran importancia en la dieta de la poblacién rural.

Otzo estudio que se realiza para aliviar la situacion del frijol en México es para mejorar la
produccion v la gama de cultivos en tierras marginales y fragiles, "que, mayoritariamente, son
trabajadas por agricultores con escasos recursos”. La UNAM esta desarrollando biotecnologia de
plantas con resistencia a la sequia. Para el estudio de este problema bioldgico eligieron tres plantas
como modelos experimentales: Phaseolus vulgaris (frijol comin), Arabidopsis thaliana y la plania
africana Craterostigma plantaginewn que puede resistir 1a sequia meses o ain afios, reasumiendo su
forma normal y actividades fisioldgicas al cabo de 2 a 6 horas después de estar en contacto con el

agua (Jalil Saab, 2001},

.



INTRODUCCION

Lne de los principales alimentos en Amériea Latina es sin duda ¢ tnjol (Phuseolus vuigaris). En
México se consume por todos los estratos sociales. Esta Leguminosa provee cerca del 30% de la
proteina de la dieta de poblaciones rurales (Tandon er al, 1957 publicado en Jones 3 Boulter,
También constituye una fuente importante de carbohidratos complejos, fibra y algunos munerales
como el hierre {Bourges, 1987h). Sus proteinas presentan un alto contenido de lisina, sin embargo
tenen pocos amincdcidos azufrados, por lo que se complementa cuando se consume con cereales

(arroz, maiz. cebada y ajonjoli) (Bourges, 1987a); De esta forma el frijo! aporta la lisina y los

cereales aportan los aminodcidos azufrades como son la metioning v la cistemna (Bourges. 1987a)

No obstante todas las ventajas que presentan, las leguminosas contienen factores toxicos y
antinutricionales que limitan su aprovechamiento, entre estos se encuentran los inhibidores de
inpsina, fitohemaglutininas, factores bociogénicos. glucosidos cianogénicos. factores de flatulencia,

ete. (Bourges, 1987b).

Para su consumo en el medio rural v en algunos casos en la poblacién urbana el fiijol es
sometido a un remojo de 12 a 18 horas y posteriormente a un fratamiento térmico. la coccidn
Durante el remojo ocurren cambios fisicoquimcos como [z hidratacién de la semilla v la
solubihizacién de compuestos hidrosolubles. Asi durante la coccion ocurren cambios estructurales y
fisicoquimicos como la gelatimzacidn del almidén, la desnaturalizacién de las proteinas vy la
solubilizacion y despolimerizacion de las pectinas (Liu, 1995, MacDougall er a/,1996). Estos
cambios se reflejan en la suavizacién de la semilla, |z perdida de toxicidad, la adguisicion de sabor
agradable y un aumento en su digestubilidad (Tovar, 1997) Lo anterior sugiere que cualquier factor
que modifique la facilidad de estas biomoléculas para realizar su transicién térnnca afectaréd en

forma importante el proceso de coccion

Estudios realizados indican que ias caracteristicas de textura en productos de origen vegetal
dependen de los componentes de la pared ceiular. entre elles la ldmina media formada

principalmente por pectina (Deman ef of. 1876} Este componente se soluliliza durante la coccién



de semilias, lo que permite la separacian celular ¥ por tanto la suavizacion del tejido (Bernal ycol.

1997)

El remojo de la semilla previo a la coccon disminuye los tiempos de coceidn, lo que suglere
que ef remojo puede provocar cambias que faciliten la termosuavizacién de Ja pectina de la lamina
media (Tovar, 1997). Con la finalidad de identificar si el remaojo provoca modificaciones en las
pectinas de las semillas de frijol. se estudiaron las pectinas aisladas de semillas secas ¥ remojadas
conforme a la composicién de azlicares neutros, peso molecular, v distribucién en una columna de

intercambio 16nico.
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[LANTECEDENTES

1.1 Frijol

171 Origen y generahdades

El frijol comln (Phaseolus vuigoris L) fae domesticado en Latino América en donde se han
encontrado evidencias de su existencia hace mas de 7,000 afios, en dos centros de origen a) En ¢]
Valle de Tehuacan. Puebla v b) En el Calieién de Huayales, Perd “en los Andes™ (Diaz de Leon.
1989; Graham er o/, 1997, Mendoza. 1992). El numero de especies existentes en México fluctian
alrededor de 50 y entre ellas se encuentran las cuatro especies que ha domesticado el hombre

fhaseolus vulgaris L, P coceinevs L P hunatus 1, y P acutifolius Gray (Vaquero, 1986).

La familia Leguminoseae es una de las tres familias mds grandes. con 600 géneros v 12,000
especies. En esta famiha estdn representadas todas las principales formas de crecimiento: hierbas,
tanto anuales como perennes, arbustos, enredaderas v arboles, que se encuentran distribuidas por
todo el mundo, en climas tropieales ¥ templados; sus raices tienen nudosidades que encrerran
bacterias de! género Rhizobium, con las cuales viven en simbiosis. lo que les faculta para fertilizar
el suele con compuestos nitrogenados, por lo cual se practica ef cultivo mixto, como maiz-frijol y

cafia de azilicar-frijol {Cruz, 1996; Graham et al, 1997, Mendoza, 1992; Vaquero, 1986).

11 2 Estrucrura fisica del grano

El frijol. Hamado también'judia, alubna. habichuela, poroto. ete, es el fruto de la plama contenido en
una vaina o legumbre (gjote) colgante, recta ¢ arqueada comprimida, gibosa 0 mucrorada, que se
abre en dos valvas. para dar lugar a las semillas que son de forma vanable. generalmente reniforme,
mas ¢ menos comprimidas y algunas veces redondeadas o esféricas Seglin estas se distinguen
numerosas sartedades de frijol como amarillo, blanco, baya. negro. ete.. entre las cuales se forman

ncontables hibridos (Bourges, 1987a. Mendoza. 1992)

La semilla que se desarrolla a partir de un dvulo. en la madurez consta de las siguientes
partes: el embridn v la cubierta externa o testa que protege 2 los cotledones que a su vez, protegen
al e7e embricnario (ver Figura 1). Externamente presenta el hilio, el micropile v el rafe: ef hilio es
una gran cicatriz ovalada que aparece en el Jugar donde la semulla estaba unida al funiculo
{cordoncillo del dvule que contienc tejido vascular). el micropiio es una pequefia abertura de la

.
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Micrépilon

Figura 1. Semilla de Frijol, A) Vista iateral externa, B) Vista frontal externa. Tomada de Liu (1895).



cubierta de la semilla que se localiza a un lado del hilio y que correspondia en el dvulo al orificio a
través del cual entraba el tubo polinico, ¢l rafe es un borde situado a un lado del hilio y opuesto al
micropile y al funiculo (Figura 1) (Liu, 1995, Mendoza, 1992).

Al retirar la testa de un frijol remojado, lo que queda al descubierto es el embritn,
constituido por el eje embrionario, el cual est4 formado por el hipocétilo o talluelo que tiene en un
exiremo un primordio radical llamado radicula y en el otro Ios cotiledones y un dpice con las

primeras hojas denominado phimula (Figura 2) (Mendoza, 1992, Liu, 1995).

El eje embrionario consta del epicotilo que es la parte terminel de la pléntula. La parte
inmediata al gje es el hipocotilo, que se prolonga hacia la radicula convirtiéndose en la raiz primaria

de ia planta (Diaz de Leon, 1989).

1.1.3 Textura de la semilla de frijol
La textura del frijol y de los alimentos en general, es resultado de su microestructura, la cual

depende de las fuerzas fisicas existentes entre los componentes quimicos celulares (Stanley, 1986,
Liu, 1995).

Durante el procesamiento requerido para su consumo la microestrictura se modifica de
forma tal que e! producto vegetal se suaviza. En ¢l caso del frijol su procesamiento involucra dos
etapas la primera es el proceso de absorcion de agua ocurndo durante el remojo de la misma, de tal
manera que existe cierta correlacion entre la capacidad de hidratacion y la dureza de la semilla v la
segunda el proceso de coccidn de la semilla, durante dichoe proceso el frjol se suaviza, desarrolla un
sabor y aroma agradables y pierde toxicided (ya que el tratamiento térmico es suficiente para
inactivar lo inhibidores de tripsina, fitchemaglutininas, factores bociogénicos, glucosidos

cianogénicos, factores de flatulencia, etc.), volviéndose digerible (Bourges, 1987b; Mendoza, 1992).

La modificacidn de la microestructura del frijol se realiza en dos etapas, en el remojo v en la

coccién (Bernal ef al, 1997; Anzaldiia-Morales ef af, 1996; Clemente ef af 1998; Diaz, 1989).



Cotiledones

Pldmula

H Talluelo Radicula q

Figura 2. Semilla de frijot abierta, mostrando al embridn. Tomada de Mendoza (1992)




¢ 131 Elproceso de remojo

Los cambnos durante el remojo son dependientes de la absorcion de agua (Sefa-Dedeh » Stanley.
1979). que se realiza en dos pasos.. Primero la penctracion del agua a través de la testa, y enseguida
Ia penstracién y difusién uniforme del agua en los cotiledones; de esta forma, 1a testa es la primera
barrera qus enfrenta el agua antes de penetrar hacia el interior de la semilla {Sefa-Dedeh v Stanley,
1979)

Con respacio a la penetracion del agua a través de la testa, Sefa-Dedeh y Standey (1979)
reportan que los cambios de textura asociados con el remojo y la absorcion de agua en leguminosas
son influenciados por caracteristicas anatémicas como estructura y grosor de la testa. tamafio del
hilio y naturaleza y tamagio del micropilo. Anzaidia ef af (1996} y Rizvi and Tong (1997) proponen
que la cinética de ablandamiento durante el remejo sigue un mecanismo cinético de primer orden,
donde todas las variedades estudiadas mostraron una fase rapida de ablandamiento y una siguiente

fase en la que hay pequefios cambios en la dureza de las semilias (Sefa-Dedeh v Stanley, 1979)

Durante el proceso de remojo de la semilla a temperatura ambiente, se dan los siguientes
eventos: los granos de almidén se hidratan y aumentan su volumen, (Sefa-Dedeh y Stanley, 1979,
entonces la adhesién intercelular de lz semilla disminuye a causa de la hidratacién de ios

polisacdridos de {a pared celular, lo que da como resuliado la disminucién en la dureza de la semilla,

11.3.2 El proceso de coccidn

El proceso de coccitn es tradicionel en la preparacién de frijoles para su consumo. Durante el
proceso de coccidn, ocurren cambios estructurales ¥ auimicos en la semilla de frijol. En este
tratamiento térmico. el calor aplicado induce en la semilla los cambios estricturales que conducen a
su ablandamiento, dichos cambios son. la gelatinizacion de los granulos de almidén, que se realiza
paulatinamente conforme se incrementa la temperatura hasta llegar aproximadamente a los 65°C,
remocion parcial de los pelifenoles, v ia fractura y termo-solubilizacion de la ldmina media, todo
esto conduce a dafios mecanicos como puede ser el estallido celular, y finalmente, a la pérdida de la
rigidez o dureza (Bemnal er o/, 1997, Jones and Boulter, 1983. Ng er al, 1997. Sefa-Dedeh y Stanley,
1979, Waldron er o7 1997},



La suavizacién de la semilla por lo tanto, depende principalmente de cambios fisicos de sus
constituyentes celulares, como son los almidenes. las proteinas, los lipidos, los polifenctes y desde
el punto de vista estructural, la pared celular v su lamina media (Bernal et al. 1997, Mendoza, 1592

Waldron er af, 1967).

Por otra parte, el efecto del calor durante el proceso de coccidn, inicialmente altera las
propiedades fisicas de Ia semilla, como pérdida de fimmeza y ruptura de |a membrana celular, ambos
asociados a la pérdida de presion de turgor, ademas del ablandamiento adicional por un incremento

en la separacién celular (Waldron et af, 1997).

Posteriormente se catalizan algunas reacciones que influencian fa textura, tal come 1a termo-
solubilizacién de la pectina favorecida por la reaccion quimica de f-eliminacion (Bernal et o/, 1997,

Howard et al, 1997; Fuchigami ef af, 1995a; Stolle-Smith ef al, 2000, Waidron et al, 1997).

En resumen, el proceso de coceidn esta relacionado a cambios en la microestructura de la
semilla que se provocan inicialmente por la presencia del agua durante el periodo de remojo y
posteriormente por €l efecto del calor usado durante la etapa de coceidn (Sefa-Dedeh and Stanley,
1979).

Las diferencias en tiempos de coccion que se observan al compararse distintas variedades de
frijol recién cosechado son debidas a factores inherentes a la semilla, los cuales son influenciados

directamente por aspectos genéticos v ambientales (Bourges, 1987a).

1] 4 La pared celular
La pared celular determina una gran extensién de atributos de calidad de frutas y vegetales v sus
caracteristicas de procesamiento {Doco ¢f al, 1997, Hoagland er al, 1597), por lo que a continuacion

se resumne la estructura de ia pared celular.

La pared celular es una estructura de las células vegetales cuya funcion principal es
proporcionar rigidez, la forma y el tamafio de las células vegetales (Thompsen and Frv, 2000,

McDougail er al. 1996). Las células de las plantas superiores tienen una pared celular rigida y ella

8



interacciona con cada una de las otras a través de sus paredes celulares. De esta manera el desamoilo
y marfogenesis de las plantas superiores Jas cuaies son organismos multicelulares estan restringidos

a las propiedades de las paredes celulares (Thompson and Fry. 2000)

Muchos de los polisacaridos presentes en las plantas se encuenan en las paredes celulares, y
todas eilas tienen pared celular primaria y ldmina media y algunas desarroilan pared celular
secundaria como una extension de la pared celular primaria, esto es comtin en los tejidos en

desarrollo (Carpita and Gibeaut, 1993, McDougall ef al, 1596)

La composicién de ia pared celular primana y ias interacciones intermoleculares entre los
compoenentes de la pared celular estén en constante cambio (MacDougall et al, 1996), por lo que se
considera un sistema dindmico (Carpita and Gibeaut, 1993) resultado del crecimiento, desarroilo y 1a

variedad de los tejidos vegetales (McDougall er af, 1996).

En el nivel més senciflo la pared celular primaria tiene cuatro componentes principales. Estos
son celulosa, polisacdridos no celulésicos (matriz amorfa: dividida en pectina y hemicelulosas),
proteinas (como la extensina) y polifenoles. Ciertas generalizaciones pueden ser hechas en el tipo de
polimeros encontrados en cereales comparando con vegetales, las cuales podemos observar en la

tabla 1 (Carpitand Gibeaut, 1993; McDougal! ef af, 1996).

Tabla 1. Comparacion de ia composicién de la pared celular prmarta de cereales y vegetales

Paolimero % de composicion (p/p pesa seco)
Cereal Vegetal
Celulosa 30 30
Pectina 5 35
Arabinoxitanos 30
Mezcla unida a glucanos 30 ND
Xioglucanos 4 25
Extensina 0.5 5
ND- No Determinado Fuente McDougall et af, 1596



Carpita and Gibeaut (1993) proponen un modelo de pared celular para dicotiledones que esié
basado en los pnncipales componentes {celufosa,  xiloglucanos. ramnogalacturonanos,
arabinogalactanos y extensina) v las interacciones predominantes en e} medio dindmico {eniaces
covalentes, puentes de hidrdgeno e interacciones ionicas (Figura 3). Este modelo de la pared celular

rimaria de dicotileddneas propone dos envolturas pere de distintas redes de polimeros: una red de
celulosa-xitoglucanos interaccionando por puentes de hidrégenc v una red de polisacaridos pecticos

sostenidos por enlaces de calcio (Ca ™), (Thompson and Fry, 2000).

Los xiloglucanos son una hemicefulosa newtra ¥ su esiructura esta basada en un esqueleto de
B-(1-4)-D-glucanc cualitativamente idéntico a la celulosa, pero estdn ramificados cerca del 75% de
los residuos de ghicosa que acarrean o—~(1-6) D-xilosa, de los cuales aproximadamente el 35% estan
sustituidos con residuos de galactosa {Thompson and Fry, 2000). Los xiloglucanos a veces
constituyen cerca del 20 al 25% del peso seco de la pared celular primaria en dicotiledéneas v ha
sido el componente principal de la arquitecturz del modelo de [a pared celular primaria (Carpita and
Gibeaut, 1993).

La lémina media forma una capa amorfz intercelular entre las paredes primarias de células
adyacentes; es la estructura que mantiene juntas y rigidas a las células individuales, estd compuesta
€r st mayor parte de pectina y sus funciones son: determinar Ia porosidad de la pared celular,
proveer de una superficie de carga que modula el pH y el balance idnico, y servir como receptor de
moléculas que emiten sefiales para desarrollar respuesta a organismos simbidticos, patogenos e
insectos (Carpita and Gibeaut, 1993; McDougall ef al, 1996). Entre los componentes de la pared
celular, la pectina se encuentra en la lamina media de las cflulas vegetales v estd involucrada en
interacciones intercelulares. La pectina es conocida por estar relacionada en ei proceso de
ablandamiento y deformacién del tejido que envuelve el rompimiento de la pared celular, tal como
la p‘é?dida de la pared celular, autdlisis de la pared cefular y la deformacién v maduracion de la

pared celular {Thompson and Fry, 2000).

La celulosa de fa pared celular le confiere rigidez y resistencia ante la ruptura, mientras que

las sustancias pecucas ¥ las hemiceluiosas fe proporcionan plasticidad (Carpita and Gibeaut, 1993).
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Por su parte, la lamina media siendo la porcidén exterior de las células tiene un papel primario
en 1a adhesion intercelular y las pectinas al constituir gran parte de la pared celular v de la lamina
media contribuyen a la fuerza mecanica de la pared v a la adhesién entre las células {Carpita and
Gibeaut, 1993). La capacidad de pegado de las sustancias pecticas depende principalmente de las
regiones de dcido poligalacturénico, las cuales forman estructuras de caja de huevo con jones calcio

(Figura 4). Las regiones de az{icares neutros han pasado a ser de menor importancia {Thompson and
Fry, 2000).

Figura 4. Estructura conocida como caja de huevo.

Se ha considerado que la adhesién intercelular es controlada por las sustancias pecticas de la
lamina media, por 1o que al estudiar las causas que determinan la textura de algiin alimento durante
su procesamiento es importante analizar fa cantidad y tipo de pectinas que forman fa lsmina media

(Mendoza, 1992, Ng ef al, [997).
115 La ldmina media: Matriz de pectinas

La lamina media de las células vegetales esta compuesta en su mayoria por pectinas: son unas

sustancias viscosas y coloidales, con base en Ia composicién de su cadena principal se han
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La cadena principal de las pactinas puede ser un polimero de 4cido galacturénico (comeo el
que se muestra en la figura 5), por lo que también se les conoce como dcidos poliurénicos y por 12
abundancia relativa de los residuos de ramnosa, arabinosa y galactosa en algunas regiones de esta
cadena se identifican tres estructuras quimicas denominadas: ramnogalacturonanos tipo I, su cadena
principal es de a-1,4 D-icido galacturénico con uniones o~1,2 L-ramnosa, el grado de
polimerizacidn es cercano a 2000 residuos, es ¢l polisacdrido mas abundante en iz ldmina media vy
pared primaria de dicotiledéneas ramnogalacturonanos tipo II, su estructura es compleja, es de alto
grado de polimerizacidn, es el componente menor de la pared primaria de dicotiledéneas y
homogalacturonanos, su cadena principal es de «-1,4 D-dcido galacturénico que puede tener un bajo
grado de metil-esterificacion llamado “4cidos pécticos” y las parcialmente metiladas se conocen
como “acidos pectinicos”, son abundantes en la pared primaria de frutas (Carpita v Gibeaut, 1993;
Garcia y Pefia-Valdivia, 1995; McDougall, 1996},

También pueden estar presentes oftras tres estructuras: arvabinanas, galacianas y
arabinogalactanas, caracierizadas por la abundancia de 2lgin tipe de monosacarido. Ademas de que
les fitimos tres polimeros son menos abundantes en la pared celular, pueden estar ramificados vy son
neulros en contraste con los constituidos por D-écido galacturénico. (Carpita v Gibeaut, 1993;
Garcla y Pefia-Valdivia, 1995, McDougall, 1996),

Las arabinanas son polimeros ramificados su cadena lineal estd constitvida por residuos de
L-arabinosa con uniones «—1,5 y cadenas laterales constituidas por un solo residuo de L-arahinosa
en posicidn o—1,3. Por otro lado, las galactanas (u homogalactanas) son largas cademas no
ramificadas, de residuos de galactosa con uniones B-1,4 ¥ en algunas paredes celulares, como las de
Acer pseudoplatanus, las arabinanas v galactanas estdn tan cercanamente asociadas que han sido
descritas como arabinogalactanas, Se han aislado dos tipos de arabinopalactanas de la pared
primaria, las de tipo [ estdn compuestas de B-1,4 D-galactosil sustituidas en el carbone nimero 3
con regiduos de D-arabinosil y D-galactosil . Las de tipo IT estin muy ramificadas v contienen
residuos B-3,6 de D-galactosil, D-arabinosil, v D-glucosilurénico (Carpita y Gibeaut, 1993; Garcia
y Pefia-Valdivia, 1993; McDougall, 1996),
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Cuando los ramnogalacturonanos | se encuentran sustituidos con arabinanas, galactanas y

arabinogalactanas no pueden interaccionar con iones calcio (Mc Dougall e al, 1996).

1.1.5 1 Propiedades de las pectinas

Las pectinas contribuyen a la adhesion entre las células de parénquima de los vegetales y confleren
fuerza mecanica a los tejidos de tal forma que el ablandamiento de los vegetales durante 1a coccion
se afecta considerablemente por las propiedades de las pectinas (Bernal er al, 1997, McDougalt es
al, 1993, Mendoza, 1992, Moskowitz, 1987).

Lo que confiere a las distintas pectinas sus propiedades es su composicion, su grado de
metilacién, su peso molecular, y el nimero de entrecruzamientos con otros polimeros, asi como la
proporeion de cada uno de los diferentes tipos de pectinas y otros polisacaridos que forman parte de
la lamina media (Carpita and Gibeaut, 1993). El peso molecular, tipo de pectina, arado de
esterificacion v largo de la cadena de ia pectina determina el grosor y la consistencia de los

preductos alimenticios (Moskowitz, 1987, Sharma ef al, 1998).

Las pectinas son poiisacaridos con algunos grupos carhoxilo en forma de meti] ester. Las
pectinas estin subdivididas de acuerdo a su grade de esterificacion (GE} el cual afecta sus
propiedades funcionales. Las pectinas de aito metoxiio tienen un GE > 50%, mientras que las
pectinas de bajo metoxilo tienen GE < 50%. Las pectinas tienen una distribucién localizada de
azlicares neutros covalentemente unidos formando regiones ramificadas y uniformes (Sharma er of,

1998, Thompson and Fry, 2000),

Una de las propiedades més notables de los compuestos pécticos es su capacidad para formar
geles a bajas concentraciones por lo cual son utilizadas comercialmente come agentes gelificantes.
(Diaz de Leén, 1989, Mendoza, 1992). Asi la pectina de aito metexilo forma geles a bajo pH 3.0y ¥
a una baja actividad acuosa generalmente obtenida con una alta concentracién de sacarosa (=60%),
la estructura estd estabilizada por puentes de hidrogeno y interacciones hidrofdbicas (Sharma er 4/,
1998). Mientras que la pectina de bajo metoxilo requiere un catién multivalente para formar la red
del gel (Sharma ef al, 1998).



Entre los polisacaridos que constituyen a la pared celular, las pectings son las més
susceptibles a la degradacién inducida por el calor, por lo que se ha propuesto que la termo-
sensibilidad que presentan las pectinas esta relacionada con la solubilizacidn de ia lamina media
{Bermal el al. 1997). Unz cotrelacion entre 'a composicién de pectina en la pared cslular v al
ablandamiento de vegetales cocidos fue reportada por Fuchigami e/ ¢l. (1993). También se encontrd
que los vegetales faciimente ablandados por la maceracion térmica contenian una mayor cantidad de

pectina de alto metoxilo que de bajo metoxilo (Fuchigami et al, 1993).



!

1. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General

e Conocer las modificaciones que ceurren en la pectina durante el remojo de semillas de frijol

fresco
Objetivos Especificos
a} Determinar el tiempo de coccidn de tres variedades de frijol fresco, utitizande semillas de frijol

con y sin remojo.

b) Conocer el contenido y composicién de la pectina de tres variedades de frijol fresco con v sin

remojo e identificar las diferencias que estos puedan tener.

¢) ldentificar si durante el remojo las cadenas de pecting, cambian su fuerza de unién a una

columna de intercambio iénico

d) Identificar si durante el remojo, el peso molecular de las cadenas de pectina de frijol fresco se

modifican.

Hipdtesis

Si una variedad de frijol fresco tiene diferente tiempo de coccidn después del remojo, entonces la

pectina sufre modificaciones de algin tipo, que favorecen la solubilizacién de la limina media

durante la coccidn.

-
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I MATERIALES Y METODOS

3.1 Seleccion del materiaf bioldgico.

Para llevar a cabo el presente estudio se emplearon tres variedades de fritol Phuseolus vulgaris. los
cuales eran: Flor de Maye (FM) cosecha 1999, Bayo Mecentral (BM) cosecha 1996, y 2626 cosecha
1996, donades por Carmen Jacinto de CEVAMEX e INIFAP, este altimo era una linea genética
desarrollada en el INIFAP Los cultivares se seleccionaron basandose en sus diferentes tiempos de

coccion.

Los cultivares recign cosechados se mantuvieron en frasces herméticamente cerrados, con un
muilén que contenia sflica gel para su conservacién v se almacenaron a 5 °C hasta el momento de su

analisis.

3 11 Determinacion de fiempo de coccion
Se utilizd una adaptacién del aparato gue se conoce como “cocinador Matison” {Varriano—-Marston
and Jackson, 1981), el cual consiste de un soporte con 25 pocillos donde se colocaron 25 frijoles y
luego una variila se coloco encima de cada frijol mas una masa de 200g v se introdujo en una olla
de peltre con agua hirviendo, se tapd la olla con un capuchén de plastico ¥ se mantuvo en ebullicién

durante 300 minutos, anotando el tiempo en el que cada varilla perford una a una las semillas de

frijol, hasta que transcurrieron los minutos
mencionados o antes si todas la semilias son
perforadas. El tiempo de cocaién (TCs) se
determund cuando el 50% del lote se cocié. Las

pruebas de coccion se reahizaron por triplicado.

Figura 6. “Cocinador Matison”



3.2 Extraccidn de pecting con Cic!o)'zexano-trans—],Q—Diamino-/\’,N,N’,N “tetracetaty dcide
(CDTA)

Se¢ colocaron 2.5 gramos de cotiieddn descascariilade en un mortero y se le adicionaron {5 ml de
nitrégene liquido, una vez que ¢l tejide se congeld. se pulvenzé con el pisulo hasta obteger una
harina fina, Se adicionaron 4 volimenes de metancl (J. T. Baker) al 80%. La suspensién se transfirio
4 un matraz con tapén, donde se hirvié durante una hora con agitac1dn magnética Se centrifugd a

3000 rpm por 5 minutos y se elinung el metanol por decantacion.

La pastilla se colocd en un matraz con tapén de rosca, se le adicionaron 10 ml de CDTA
(Sigma-Chemical) 50 M, pH 8 y se dej6 en agitacion por dos horas, luego se centrifugd a 3000
Ipm por 5 minutos a temperatura ambiente, luego se midi6 el volumen del sobrenadante y se guardo
La pastilla se sometié a una extraccidn similar pero dejando toda la noche y dos extracciones mas

por dos horas cada una,

Se juntaron todas las fracciones, se centrifugaron a 55,000 rpm por 30 minutos a una
temperatura de 4°C, entonces se eliminé la pastilla y el sobrenadante se ajustd a pH 6.5 {1.T. Baker)
0.5%. La pectina se precipité con etanol industrial al 85%. Se de)é en reposo una hora en agua con

hielo y se centrifugo a 12,000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente.

El precipitado se, resuspendié en 10 mi de agua desionizada, se dializé contra agua
desionizada monitorendose la conductividad del agua de didlisis. La muestra dializada se precipitd

con: 4 vollumenes de etanol industrial al §5%.

La pastillz se coloct en cajas de aluminio de 5 cm de diametro de peso conocido y se introdujeron
en un desecador al vacto. La pectina se mantuvo en estas condiciones hasta que alcanzd un peso

constante.

3.3 Determinacicn de Azticares Totales
Se empled el método de Fenol-Sulfiirico (Dubois er a/ 1956) que se fundamenta en la reaccién
espeeifica de carbohidratos con un grupo reductor o un grupo potencralmente reductor mas fenol, en

un medio feertemente acido (acido sulfilrico} para formar un compueste colorido {amarille-naranja)
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HO

derivado del furfural y que consistié de lo siguiente:

HO OH BDevivada
de¢ Torfural H
H H'
&
5 t " i .
CHO CIE
HO v

P, Furforal Tenol
entasa
Se tomd un volumen ne mayor de 500 ul de muestra (3 repeticiones por muestra), se

adiciond agua desiomizada cbp 500 pl luego se agregaron 300 pl de fenol acuoso {Técnica
Quimica) al 3% (p/v), entonces se agregd 1.8 ml de acido sulfitrico concentrado (Mallinckrod), se
dejé reposar 10 minutes a temperatura ambiente. Se leyd a una longitud de onda de 485 nm, en un

espectrefotometro Sequoia-Turner Modelo 540.

El contenido de azicares totales de la muestra, se obtuvo con la ecuacion de la recta de una
curva estandar, a partir de una solucidn de glucosa (Sigma-Chermical) de 200 pg/ml, entonces se

considerd la dilucion de la muestra y se obtuvo el valor de aziicares totales

3.4 Determinacion de Acidos Urénicos

Se empled el método colorimétrico (Blumenkrantz vy Asboe-Hansen, 1973), que se fundamenta en la
reaccién de carbohidratos con un grupo carboxilo (Acidos urdnicos por ejemplo), mas o-hidroxifenil
en un medio oxidante agresivo (Acido sulfirico calentado) con tetraborato para formar un compuesto

colerido ciclico y que consiste en lo sigumente:

H; Sy

A

RCOOH - " RCO0 @
H280; (ooney/ Tetraborato

R=Galactosa

o -Hidvenri Feml

Se tomd un volumen no mayor de 400 pl de muestra (3 repeticiones por cada una). se
adicioné agua desionizada cbp 400 pl, se agregd 2.4 ml de una solucidn de tetraborate de sodio
{Carlo-Erba) 0.0125 M en acido sulfurico concentrado, luego se hirvid 5 minutos, se enfrio en agua
con hielo durante 1 minuto y se agregd al blanco 40 pl de NaOH ai 5% (p/v) ¥ 2 la muestra 40 ul de
c-hidroxidifenil al 0.15% (p/v), entonces se reposé 30 minutos a temperatura ambiente con
agitaciones cada 10 minutos v se leyé a una longitud de onda de 520 nmm, en un espectrofotdometro
Sequoia-Turner Modelo 540.
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El contenido de acidos urénicos de la muestra se obtuvo con la ecuacidn de la recta de una
curva patrén con una solucion de acido galacturénico {Sigma -Chemical) de | mg/ml, finalmente se

considerd la dilucion de la muestra.

3.5 Cromatografia de intercambio ignice
Se pesaron 3 gramos de resina Di-Etl-Amino-Etil (DEAE) celulosa v se dejo en reposo en 4
volimenes de agua desionizada durante 18 horas 2 una temperatura de 4 a 6 °C, después se eliminoé

¢l sobrenadante mediante succion al vacio.

Se agregé el mismo volumen de agua, se dejé reposar por 5 minutos y se eliminaron las
particulas suspendidas con una trampa de vacio, la resina se activo con 15 volimenes de acido
clorhidrico (Baker) 0.5 N por 30 minutos, con agitacion esporddica, se lavé con agua desicnizada,
hasta que ¢l agua de iavado tuvé un pH 4, la resina se resuspendié en 15 volimenes de hidréxido de
sodio (Baker) 0.5 N por 30 minutos, con agitacion esporadica. se lavd con agua desionizada, hasta
que el agua de lavado tuvé un pH neutro. Se agregaron 5 volumenes de dcido clorhidrico 0.5 Ny se
dejo reposar 5 minutos, s¢ trasladd a la columna de 1 x 20 cm (Biorad) y se equilibrd con una

solucion amortiguadora de fosfatos (Merck) 10 mM, pH 6.5

Se determing el volumen de elucion (Vo) colocando un mililitro de una solucion estandar de glucosa
(Sigma-Chemicel) de 1 mg/m! y se eluyd con una solucion amortiguadora de fosfatos (Baker} 10
mM, se recolectaron fracciones de aproximadamente de 2.3 ml (64 gotas) v se determiné la

concentracion de azucares totales por el método Fenol / sulfiirico (Dubois ef al , 1936),

L2 muestra se prepard disolviendo 1 mg de pectina por mililitto en una solucién
amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 6.5, se eluyd con un gradiente de concentracién de cloruro de
sodio “NaCl” (Baker) disuelto en una solucién amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 6.5, las
fracciones 1 a 10 se eluyeron con una solucidn amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 6.5. Jas
fracciones 11 a 20 se eluyeron con una solucién de NaCl .25 M, las fracciones 21 a 30 se eluyeron
con una solucidn de NaCl 0.50 M, las fracciones 31 a 40 se eluveron con una solucién de NaCl 0 73
M, las fracciones 41 a 30 se eluyeron con una solucidn de NaCl 10 M (El-Nawawi and Tsmatl,
1997).
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Se cuantificaron los azlicares totales de cada una de las fracciones por el método de
Fenol/Sulfirico (Dubois ef al, 1936) v los #eidos urdnicos se cuantificaron por el método
colorimétrico {Biumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973).

3.6 Cromategrafia de Filtracion En Gel

Se colocd gel de Sephacryl S-400 (Pharmacia) en ! litro de agua desionizada v se dejo reposar por
25 minutos, luego se slimind ¢! agua de lavado con una pipeta conectada a una trampa de vacio.
Posteriormente se coloct gel ¢n un matraz kitazato conectado al vacio y se elimind el aire en una
atmosfera de vacié durante una hora, luego se empacd en una columna (Biorad) de 1.5 x 50 ¢m, se

equilibrd el gel con una solucidn amortiguadora de acetato de amonio 200 mM, pH 5.

Se estimd el volumen de exclusidn (Vo) colocando un mililitro de una solucion estandar de
azul de dextrana (Pharmacia) y se eluyd con una solucién amortiguadora de acetato de amonio 200
mM, pH 3. Se recolectaron fracciones de aproximadamente de 4.75 ! (120 gotas) y a cada fraceitn

se le cuantificé el contenido de aziicares totales por el método Fenol/Sulfirico (Dubois ef al, 1956).

" 900 [
8OO+ =m0 gokda

700 e e 50%0 L
GO0 Lo . 2000kda L o/

500
400
300 + —
200 -
100

microgramos

Fraccion {4 75 mi)

Figara 7. Curva patron para la deferminacion de peso molecnlar de polisacaridos

Para la calibracién de la cohumna se utilizaron dextranas de diferente peso molecular
(Donacién del Dr. Agustin Lépez Munguia, Departamento de Biotecnologia, UNAM). Se prepard
una solucién de cada una de las dextranas a una concentracién de 1.5 mg/ml, se tomaron 3 ml de
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cada muestra y se filtraron por separado en la columaa (e la figura 5).
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Figura 8. Relacitn Jineal de 2 cromatografia de fittracién en gel

Se encontrd que la filtracion de las dextranas de distinto peso moléeular, tenfan una relacidn
lineal la cual se obtuvo al graficar la fracc1én mas significativa de elucién v el logaritmo (base 10)

del peso moléeniar de cada dextrana (figura 6)

En cada fraccion se cuantificaren los azmicares totales por el método de Dubois et al (1956} y
los 4cidos urdnicos se cuantificaron por el método colorimétrico de Blumenkrantz v Asboe-Hansen
(1973),

3.7 Cromatografia Liguida de Alta Resolucion

Se realizd en un cromatdgrafo marca Waters modelo 60F, con un detector de indice de
refraccion marca waters modelo 410, con una columna de 4.6 mm x 25 cm, con una fase
estacionaria de Supelcosil LC-NH2 (5 micrones) y una fase mévi! isocratica de Acetonitrilo:Agua

(85°15), a una temperatura de 35 a 40°C, a un flujo de ! 2 m] min.
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IV. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion del material biclogico

La coccion del frisol es un procese que se realiza en dos etapas. En la primera el frijol se remoja
durante 18 horas a temperatara ambiente y posteriormente se somete a un tratamiento de ebuilicion
hasta que adouiere las caracteristicas de palatabilidad que exige el consumidor (Lin, 1995,
MacDougall er al, 1996). En la etapa de remojo la semilla de frijol debe sufrir cambios que facilitan
el proceso de coccidn ya que los frijoles remojados presentan tiempos de coccién menores que los

frijoles no remojados (Tovar, 1997).

El tiempo de coccion del frijol depende en gran parte de la facilidad con la que se
termosolubilizan las pectinas de la lamina media (Bernal er al, 1997, Ng et o, 1997, y Kon, 1968).
Lo anterior sugiere que durante el remojo de la semilla de frijol, las pectinas se modifican de forma
tal que facilitan su termosolubilizacién y/o no se modifican pero su termosolubilizacidn se facilita

como consecuencia de ia hidratacion.

Con la finalidad de contar con cultivares adecuados para estudiar los cambios que durante el
remojo de la semilla de frijol sufre la pectina, se determind el tiempo de coccidn del frijol seco ¥
remojado (Tabla 1). Como se aludié anteriormente, se encontrd que las semillas sin remojo
presentaron un mayor tiempo de coccidn que las semillas con remojo, estas diferencias son
estadisticamente significativas (p<0 05).

Tablz 1. Tiempos de coccién de tres cultivares de frijol comin con

TCsp (minutos)

et
o
fub §
-x
o
3
£
o

Variedad sin remojo con remojo
Flor de Mayo 126° 3g®
Bayo Mecentral 978 42°
2626 96° 61°

Cada determinacion se reaifzo por triplicado
*Diferente lefra entre tratamiento indica diferencia significativa (p<0.05)

4.2 Efecto del remojo en los caracteristicas de solubilidad de las pectinas
El aislamiento de péctinas se realizd con una solucidn acuosa de un agente quelante (CDTA). que

fue liberando la pectina de los complejos que pudo estar formando con rones divalentes como
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magnesio y calcio, en los complejos conocidos como caja de huevo (Liu, 1995, Redwell y Hansen,
2000) La canfidad de pectina extraida en CDTA se cuantificd como azicares totales en la solucion
{Tabla 2}.

Tabla 2. Pectina extraida con CDTA de la semilla de frijol

% de pectina (p/p)
Variedad sin remojo Con remejo
Flor de Mayo 5.5% 4.6™
Bayo Mecentral 4.8% 4.0*
2626 7.2" 83

% de pectina (p/p}: porcentaje de pectina seca en 100 g de cotiledén de frijol
*  La determinacién se realizo una vez, ** La determinacion se realizo por duplicado

La caniidad de pectina extraida de semilla seca o remojada fue del mismo orden de
magnitud, aunque se observd una tendencia a exiraer un poco menos de pectina de los frijoles
remojados. Pero no se hicieron el nimero de repeticiones suficientes para saber si estas diferencias
eran o no significativas. Curipsamente no todos los azicares exiraidos con CDTA fueron

precipitables con etanol, que es la forma usual de recuperar las pectinas de la solucién (Tabla 3).

Tabla 3. Pectina precipitada con etanol

% de pectina (p/p)

Variedad sin remojo con remojo
Fior de Mayo 5.9 (100)’ 3.8 (82)
Bayo Mecentral 1.1%* (23) 1.4** (35)
2626 4.9* (68) 2.1 (33)

* La determinacion se realizo una vez, ** La determinacion se realizo por duplicado
'Los nimeros representan el porcentaje de peciina precipiiada con etanoi respecio a ia cuantficada en la
solucidn con CDTA

Con excepeidn de Flor de Mayo, donde casi toda la pectina extraida es precipitada con etanol
(comparar tabla 2 y tabla 3), el porcentaje de pectina precipitada fue cultivar y tratamiento de la
semilla (remojo o no} dependiente. Para el caso de 2626 el remojo de la semilla disminuyé de
manera importante la cantidad de pectina precipitada, no asi en BM o FM. Ei heche de que en 2626
el porcentaje de pectina precipitable por etanol disminuyera cuando la pectina se extrajo de la
semilla remojada suglere que durante el remojo se realizaron modificaciones en la pectina que

disminuyeron su peso molécular, mieniras que en FM vy BM pareceria que el remojo no modificd el
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tamafio de la fibra pues el porcentaje de pectina precipitado por etanol fue similer

independientemente dc si las pectinas se extrajeron de semilla seca o remojada.

4.3. Composicion quimica de la pectina de frijol

La pectina soluble en la solucion de CDTA fue caracterizada quimicamente y no se encontrd
diferencia significativa en la composicion de pectina de semillas secas y remojadas, como lo indica
el hecho de que la abundancia de azicares neutros (AN: La abundancia de azicares neutros se
obtuvo de la sustraccion del contenido de 4cidos uronicos a el contenido de azicares totales) ¥
acidos urénicos {AU), fueron similares enire pectina extraida de semillas remojadas v [a extraida de
semillas secas (Tabla 4). Sin embargo la abundancia de AU definida como el cociente de AN/AL
fize mayor para las péctinas extraldas de BM vy menor para las extraidas de 2626. Las de FM

presentaron una zbundancia intermedia.

Tabla 4. Composicion quimica de pectina er la solucién de CDTA

% de pectina (p/p) “aztcares”

Sin remojo Con remojo
Variedad AN’ AU* AN AU
Flor de Mayo 4,283 1.3° 358 1.2°
Bayo Mecentrat 1.9° 2.9° 1.8° 22°
2626 6.1° 1.9° 5.2° 1.1°

AN: Az(cares Neutros, © AU: Acidos Urenicos
Las determinaciones se realizaron por duplicado en dos experimentos independientes
*Diferentes letras en los renglones de ¢ads tratamiento indican diferencia significativa (p<0.05)

La composicion quimica de la pectina precipitada por etanol se muestra en la Tabiz 5 donde
se observé que la abundancia de azlicares neutros y édcido urdnico fue similar en las péctinas
provenientes de ambos tratamientos

Tabla 5. Composicion quimica de fa pectina insoluble en etanol ai 85%,

pg/mg ps
Sin remojo Con remojo
Variedad AN AU AN Al
Flor de Mayo 86427 136° 8767 124°
Bayo Mecentral 796° 204° 821 179"
2626 7957 205° 762° 238°

ps- pectina seca, AN Azicares Neutros y AU, Acidos Urénicos,
Cada valor Indica e promedio de tres repeticiones Ajustados a 1 mg
' Diferente letra entre tratamiente indica difersncia significativa {p<0 05}
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Con la finalidad de definir si ¢l etanol precipitaba alguna fraccion particular de péctinas, lo
que se hizo fue comparar la composicion de las pectinas presentes en la sotucién de CDTA con la de

las péctinas precipitadas con etanol (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacién de la composicién quimica de la pectina de frijol

Relacién de azlcares neutros / acidos urdnicos (AN/AU)

Sin remojo Con remgjo
Variedad Soluble en Precipitada Soluble en Precipitada
CDTA c/EtOH 85% CDTA ¢/EtOH 85%
Flor de Mayo 3.23 6.35 2.90 7.086
Bayo 0.85 3.80 0.80 458
Mecentral
2626 5.50 3.87 4.70 3.20

* La media es resultado de tres repeticiones

Con excepcién de 2626, la relacidn de azlcares neutros fue mayor en las pectinas
precipitadas que en las solubles sugiriendo que las pectinas que no precipitaron eran ricas en 4cido
uronico. Esto podria ser el resultado de la accidn de enzimas come la poligalacturonasa cuyos

productos serfan de menor peso molecular y no precipitables por etanol.
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4.4 Andlisis de ln composicién de los azdcares neutros de la pectina.

Para conocer si habia diferencias en la composicién de aztcarcs neutros de las pectinas presentes en
cada cultivar, lo que se hizo fue identificar y cuantificar por HPLC, los aziicares presentes en la
pectina exiratda y precipitada con etanol (Tabla 7). Los azlicares mayoritarios en la pectina extraida
de semillas sin remojo fueron xilosa y arabinosa, mientras que ¢n la pectina extraida de semilias

remojadas fueron los monosacdridos anteriores, ademads de galactosa.

Tablz 7. Composicion quimica de la pectina de frijol comtin, precipitada con etanol

ugimg p.s.
Sin remojo Con remojo
monosacéride  F. Mayo  B.Mecentral 2628 F. Mayo B.Mecentrai 2626
Ramnosa 139*7 103° iz 34P 438 43"
Xilosa 244° 282° 251° 2208 1359 244°
Arabinosa 4092 372° 422° 3747 354° 310"
Glucosa ND g° 43 16 12¢ ND
Galactosa 73° 29° 5° 230° 2774 165°
Ac. Uronicos 136°% 204° 205° 124% 179° 238°
AU/Ram 12 2° 3¢ 4P 4¢ 6°
Xillglu ND 3t° 8 14 124 ND
ara/gal 6° 13° 79° 2° 1¢ 2¢

* La media es resuftado de tres repeticiones, ajustades 2 1 mg ND No Detectable
p s pectina seca, ram: ramnosa, xit: xilosa, glu glucosa, gal galactosz, AU &cidos urénicos
‘Diferentes letras en los renglones de cada tratamiento 1ndican diferancia significativa (p<0.05)

La abundancia de arabinosa fue mayor que la de xilosa en los tres cultivares sin remojo,
aunque los niveles para cada azicar fue similar. E! remojo de la semilla disminuyd la abundancia de
arabinosa en 2626 y de xilosa en BM. Mientras que en los otros culfivares la abundancia de estos
azicares no se modificéd. En todos los cultivares el remojo de la semilla aumentd notablemente la
abundancia de galactosa. Este aumentc no va acompafiado de dcido urdnico lo que sugiere, se trata
de la solubilizacién de polimeros ricos en galactosa, otro monosacarido cuya abundancia se
modifico por el remojo fué la ramnosa. Las pectinas extraidas de granos remojados presentaron

menor abundancia de ramnosa que la extraida de granos no-remojados.

Une de los polimeros que se encuentran de manera abundante en las péetinas de frijol son los

ramnogalacturonanos cuya composicion es de una ramnosa por un gcido galacturonico y poseen
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grandes cadenas laterales de arabinosa. Si asumimos que toda la ramnosa vy la arabinosa y parte de
los AU estan formando RGU. El contenido de RGU es menor ¢n frijol remojade, que en frijol no
remojado dado que el primero presentd menor contenido de ramnosa. Aparentemente, las pectinas
del frijof estan interaccionando fuertemente con heiicelulosas, especialmente xilanos, ya que ia
xilosa presente en las pectinas es un monosacdride caracteristico de hemicelulosas de dicotiledoneas
(Carpita and Gibeaut, 1993). Esta posible interaccion no se modificé por el remojo, ya que las

cantidades de xilosa presentes en pectinas aisladas de ambos tratamientos fueron similares.



4.5 Cromatografia de intercambio ionico

Para conocer si la hidratacién de los polimeros de la pared celular durante ef remojo, modifica la
fuerza de interaccidn de las pectinas con calcio, lo que se hizo fue fraccionar las poctinas extraidas
en una columna de intercambio idnico. En este sistemna, la fuerza de unién representada por la
concentracién de NaCl con que se eluye, seria un reflejo de la longitud de la cadena de
homogalacturonano presente. De tal forma que las pectinas que interaccionen con mayor fuerza con
los grupos cargados de la resina contendran regiones acido urdnico de una de mayor longitud, que
aquellos gue se unen menos, la pectina de alto y bajo metoxilo juega un papel importante como
ramnogalacturonanos que estan formados por un esqueleto de dcido galacturdnico, que puede estar

acetilado y con ramificaciones de ramnosa,

Los perfiles de tales experimentos se muestran en la Figura 8, se observa que en la semilla
Flor de Mayo las pectinas se eluyeron con 1 N de NaCl mientras que para BM y 2626 la mayor parte
de las pectinas, en ambos casos eluy6, con solo 0.25 N de NaCl. Lo anterior indica que las pectinas
extraidas de FM contienen segmentos de homogaiacturonanos de mayor longitud que las que

presentan las cadenas extraidas de BM y 2626 (Figura 8).

El remojo de la semilia no modificd notablemente el perfil de azdicares neutros (Figura 8).
Pero modificd notablemente la distribucion de los AU (Figura 9). El porcentaje de AU fuertemente
unide a la columna, representado por la fraccién de AU eluido con 1 N de NaCl (Figura 9),
disminuyd significativamente en todos los casos, mientras que la eluida con 0.5 N de NaCl se

incremento.

Respecto de la otras fracciones pobremente unidas a la columna, representadas por la
fraceion eluida a .25 N de NaCl, estas aumentaron mientras que el BM presentd una disminucién,
Solo en BM la fraccion eluida con 9.75 N de NaCl incrementd notablemente. En los otros cultivares
la fraccién de 0.75 N de NaCl disminuyd.

Las pectinas presentes en cade cultivar son diferentes no solo por la distribucion de los AU

en [z fibrz sino también por la composicion de aziicares neutros. La diferencia mas significativa fue
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la ausencia de xifosa en la pectina extraida de la semilla de FM seca y la de la arabinosa de la
extraida de 2626. El remojo modificé la composicion de AN de la fibra de pectina, en general la

abundancia de azicares disminuyé o se mantuvo (Tabla 8.

Tabla 8. Composicién quimica del pice mas signiﬁcativo‘§ de la elucion de
intercambio idnico. i

pg/mg bs
Sin remojo Con remoijo

monosacéridc  Flor de Mayo BM 2626 Flor de Mayo BM 2626
Ramnosa 317! 23 163° 144° ND 217"
Xilosa ND 79° 318 110 5719 ND
Arabinosa 255° 179° ND 201® ND 223
Glucosa g2° 112° 147¢ 100* ND 241
Galactosa 149° 253° 109° 186° 181° 96°
Ac. Urbnicos 1887 344° 262° 259° 248" 224°
AU/Ram 12 15 2° 2® ND 1¢
xilfglu ND 1 2 1 ND ND

Araigal 28 1 ND 1° ND 2

* La media es resultado de tres repeticiones, ajustados a 1 mg. ND. No Detectable
p.s - pectina seca, ram’ ramnosa, xik: xilosa, glu: glucosa, gai: galactosa, AU: &cidos urénicos
'Diferentes letras en los renglones de cada tratamiento indican diferencia significativa {p<0.05)
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4.6 Cromatografia de Filtracion en gel

La filtracion en gel se realizé para conocer el peso molecular aproximado de los polisacéridos de la
pectina de las semillas secas y remojadas de los disiintos cultivares de frijo! con que se trabajo. En la
figura 10 se reporia la distribucion de los azicares neutros de las péctinas en los diferentes pesos
moleculares asignados por filiracién en una columna de Sephacryl $400. En términos generales se
observa que en la pectina extraida de sernilla seca predominan las cadenas de alto peso molécular,
en el caso de FM y BM, el remojo de la semilla results en una disminucién de la abundancia de la
pectina de alto peso molecular y un aumenté de la abundancia de la pectina de menor peso
molecular. En 2626 el remojo no modificé los pesos moleculares de las péctinas. Este

comporiamiento también se observé cuando la pectina se cuantifico como acidos urdnicos.

Los perfiles de elucidn de la pectina cuantificando AN o AU del cultivar FM seco y
remojado, son diferentes, lo que indicod que Ios polisacaridos de la pectina de las semillas secas era
en su mayoria de alto peso molecular (2,000 kda), los que después del remojo suftrieron una

disminucion del peso molecular (500 kda).

En el perfil de elucion de las péetinas del cubtivar BM Jos polisacéridos cuantificados como
AN o AU mostraron que al igual que en FM el remojo disminuyé el peso molécular y para el
cultivar 2626 se mantuvo el perfil de elucion antes y después del remojo de las semillas, lo que

indicé que no hubo cambios notables en el tamafio de los polisacaridos (Figura 10).

El perfil de los AU de la pectina del cultivar FM seco es igual practicamente al del perfil de
AN lo que indico que colegien. Pero el perfil de los AU de tas semillas remojadas es distinto, va que
disminuy el peso molecular de las cadenas de AU ubicéndose la mayoria con un peso molecular de
500 kda y 70 kda, lo que indico una disminucién del tamafio de 10 y 100 veces.aproximadamente
reuniendo el 63% de los AU eluidos (Figura 11).

El perfil de los AU de la pectina del cultivar BM  tarabién sufrié una disminucién de peso
molecular de los polisacaridos, después del remojo, pero af parecer en menor grado v para este
cultivar e! 31% de la elucion de los AU se concentr en un peso molecular de 500 kda, lo que

implicd también una ruptura de las cadenas de pectina.
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El perfil de los AU de la pectina del cultivar 2626 suftié el mismo efecto al parecer pero en
mayor grado que para BM vy casi en el mismo grado que para el cultivar FM, lo que al parecer es un
fendmeno que ocurrio en todos los cultivares pero en distinto grado, esto podria involterar la accidn

de alguna enzima que degrade los polisacaridos a unidades de menor tamafio.

Finalmente se realizd la identificacion de los AN que componen la pectina que se analizo por

filtracion en gel (Tabla 9).

Tabla 8. Composicion quimica de la pectina de altc peso molecular de frijol
purificada por fiitracion en gel.

hgimg ps
Sin remojo Con remojpo
monosagarido  Flor de Mayo BM 2626 Flor de Mayo BM 2826
Ramnosa ND ND MD ND ND 40
Xiosa 45327 383° FAT 847" 2239 151°
Arabinosa 196 ND 215¢ ND 440 535°
Glucosa ND ND ND ND ND ND
Galactosa 118° 335° 86° 81° 53 33°
Ag. Urdnicos 233" 282° 289" 278° 2a4° 240°
AU/Ram ND ND ND ND ND 6
xiliglu ND ND ND ND ND ND
araigal 2 ND 2° ND 3 16°

* La media es resultado de tres repefictones, ajustados a 1 mg ND. No Detectable
p.s.: pectina seca, ram: ramnosa, xil: xilosa, glu. glucosa, gal. galactosa, AU, acidos urdnicos
'Diferentes letras en los renglones de cada fratamiente indican diferencia significativa (p<0.05;}

Se encontrd diferencia significativa en la abundancia de xilosa y galactosa para todos los
cultivares, 1o que confirmo la presencia de xilogluconanos y arabinoxilanos, pero lo que no se pudd

detectar fue ramnosa, lo que sugiere que las cadenas de alto peso molécular son pobres en ramnosa.

La pectina analizada por filtracién en gel del cultivar FM tuvo un anmentd significativo en el
contenido de xilosa lo que 1o hace el aziicar mas abundante en la cadena. La palactosa disminuyd su

abundancia después del remojo.
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Numerosos estudios determinaron que la estructura de regiones vamificadas altamente
acetiladas de ramnogalacturanonas. acarrean cadenas laterales compuestas de arabinosa, galactosa y

xilosa (Doco et al, 1997; Mukhiddinov er al, 2000), lo que refuerza este resultado.

En la composicion de la pectina del cultivar BM analizada por filtracién en gel de encontrd
que la abundancia de xilosa y galactosa disminuyd y aparentemente e! de arabinosa auments lo que
indico que la combinacion de estos azicares junto con los AU podrian ser los polimeros que

proporcionan el peso molécular de la pectina,

Los resuitados encontrados en la variedad de 2626 son diferentes a los de las otras dos
variedades estas diferencias solo las podemos atribuir a factores inherentes a la semilla, los cuales

son influenciados directamente por aspectos genéticos y/o ambientales,



V. DISCUSION

El remojo de la semiila resulté en una disminucién en el tiempo de coccidn respecto al que presentd
la semilla sin remojo. La magnitud de este cambio fue dependiente de cada variedad, como lo
muestra el hecho de que el porcentaje de disminucion del tiempo de coccidn fue mayor para FM

(70%) que para BM (57%) y para este dltimo mayor que para 2626 {37%).

Dado el resultado anterior, este trabajo se realizd con el propdsite de determinar st la
magnitud de la disminucién del tiempo de coccién de semillas remojadas de diversas variedades,
respecto al que presentan sus semillas sin remojo, se debian a que los diversas variedades poseian
diferentes cantidades de pectina y/o a los cambios que sufre fa pectina durante el remojo de Ja
semilla de frjjol (Sefa-Dedeh and Stanley, 1979, Liu, 1995, MacDougall ef al, 1996, Siolle~-Smith ef
al, 1999)

Para contestar a la primera cuestién lo que se hizé fue cuantificar el contenido de pectina
extraida de cada cultivar y definir sus caracteristicas quimicas como la relacidn de azicares neutros
de las pectinas extraidas de semiilas secas y remojadas, para la segunda posibitidad se determinaron

las caracteristicas idnicas y el peso molecular de las mismas.

Fl hecho de que cantidad de pectina extraida fuese similar entre eultivares (Tabla 2) y que la
relacién azhcares neutros & acido urénico de semilles sin remoio o remojadas fuese también similar
(Tabla 4) sugiere que ni el contenido ni el tipo de pectinas determinan ¢l efecto del remojo en ¢l

tiempo de coccion.

Las modificaciones de las pectinas inducidas por el remojo fueron de dos tipos: a}
Disminucién de la fuerza de interaccién entre los polimeros gue forman 1a Fimina media y b)

disminucién en el peso molecular de las pectinas.

La evidencia que apoya la primera aseveracion es el hecho de que las pectinas extraidas de
semillas remojadas, presentaron mayor abundancia de galactosa que la extraida de semullas secas
(Tabla 7). Este resultado solo puede explicarse si la hidratacion de tos polisacaridos que forman la

lamina media debilita la interaccién intermolecular de las pectinas. La evidencia adicional fue ef

39



hecho de que la fuerza de unidn de las pectinas a la columna de intercambio idnico era menor en las

pectinas exiraidas de la semilla remojada que las extraidas de la semilla sin remojo (Figura 9).

Esta interpretacion se basa en el hecho de que en la limina media las pectinas estdn
interaccionando con calcio a través del grupo carboxilo del 4cido urénico (T hompson y Fry, 2000;
Carpita y Gibeaut, 1993}, entonces la disminucién en la fuerza de interaccion de la pectinz z la
columna se puede interpretar como que el remojo debilito la unién electrostitica calcio-cido
urénico. Esta relajacién de la pared celular podria deberse a que durante el remojo los iones
divalentes de la pared celular se intercambian por monovalentes del citoplasma (Van Buren, 1986;
Liu, 1995), o bien a [a accidn de una endopoligalacturonasa (hidrolasa) presente en la pared celular
de semillas sin remojo y activada por la hidratacién de 1a pared celular, evento que se realizaria

durante el remojo de la semilla (Kigel and Galili, 1993, Stolle-Smith er o/, 1999),

La seganda modificacién inducida en las pectinas por el remojo de la semilla fue
cambiar los pesos moleculares de Jas péctinas (Figura 10 y 11). Esta afirmacion se fundamenta en
el hecho de que el porcentaje de pectina de peso molécular mayor o igual a 2000 kda disminuyé
importanternente en FM y BM, los cultivares con mayor efecto en el tiempo de coccién por el
remojo {Tabla 1), mientras que en 2626, cultivar con €} menor efecto del remojo en el Tes, no se
modifico (Tabia 1). Esta disminucion en el peso molécular de las pectinas inducida por el remojo de
la semilla podria ser producto de la accién de hidrolasas de pared celular sobre las pectinas
i.e. P—glicosidasas o endo o exo poligalacturonasas o la reaccion quimica de la p—eliminacion de las
péctinas metiladas. La segunda posibilidad no parece ser el caso pues la reaccién quimica de ia

p—despolimerizacién se realiza con la concurrencia de calor (Whistler v Bemiiler, 1973; Fry, 1988).

La posibilidad de que la despolimerizacidn de las pectinas pudiera deberse a la accion de las
hidrolasas de pared celular durante la imbibicién de las semillas parece més factibie dado que la
presencia y activacién por hidratacion de B-galactosidasa v poligalacturonasas, en semillas se ha
demostrado (Fanutti er al, 1991, Stolle-Smuth ef al, 1999) . Por otro lado la composicion de las
pectinas (Tabla 6) también pudiera estar afectando la sensibilidad de la cadena a la accion de las
enzimas. En semillas sin remojo el contenido de ramnosa correlaciona (r = 0.98) de manera directa

con la magnitud del cambio en el tiempo de coccidn inducido por el remojo. En semillas remojadas
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¢l contenido de écido urdnico de las pectinas exiraidas de las semitlas remojadas correlaciona (v =
0.99) de manera indirecta con la magnitud del efecto del remojo de la semilla en el tiempo de

coccidn Los resultados anteriores se pueden integrar en el modelo que ha continuacién se presenta.

Xioglucanos Zona de unién de PGA

de arabinogalactanos

Enzimas -

| RG | con cadenas laterales ] Qaae\ Extonsira

tcrofinrlla de celulosa

Figura 14. Modelo propuesto de Carpita and Gibeaut, en donde basamos las
modificaciones que ocurren en la pectina durante el remojo de semillas de frijol
Phaseolus vulgaris, RG i: Ramnogalacturonano, PGA: Poligalacturonano
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VI. CONCLUSIONES

El remojo de ia semilla no modifico la cantidad de pectina extraida con CDTA.

La relacion de azicares neutros y 4cidos urénicos en las cadenas de pectina no se modificd

por efecto del remojo.

La abundancia de galactosa aumentd después del remojo de la semilla.

La abundancia de ramnosa disminuy6é después del remojo de la semilla.

El remojo disminuyé la fuerza de interaccion entre los polimeros que formaban la ldmina

media.

El remojo dismunuyd el peso molecular de las pectinas.
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OBSERVACIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos sugieren que estos carnbios que ocurren en la pectina de semillas
frescas de frijol ablandan ¢l tejido y facilitan su coccién por lo que es posible que en frijoles
endurecidos no tengan lugar estos cambios, por lo cual se sugiere hacer en una investigacién
subsecuente, la comparacion de los cambios en semillas frescas con semillas endurecidas de

frijol.

La identificacién de los cambios que ocurren en la pectina sugieren la actividad enzimatica
de hidrolasas, lo que indica que seria conveniente la medicién de la actividad enzimatica en

semillas frescas de frijol.

De confirmarse la acfividad enzimética durante el remojo de las semilias se sugiere hacer
una identificacion de las proteinas que tienen esta facuitad para su posterior ubicacion dentro
de su genoma para identificar los mecanismos que regulan su transcripeién, si esto fuera
posible, entonces podria manipularse y crear semiltas con la facultad de facilitar su eoceldn y
de esta manera se pueda mantener su calidad culinaria y nutrimental aun después de largos

periodos de almacenamiento en altas temperaturas (>40°C) y alta humedad (>85%HR).

El impacto en la agricultura del pais serfa favoreciendo a los agricultores con semillas que
conserven su calidad aun despugs de pésimas condiciones de almacenamiento y que al ser

sembradas en ia siguiente temporada de cultivo, se mantenga la alta calidad del frijol.

El desarrollo de semillas de alta calidad culinaria y nutrimental de rapida coccidn, impactaria
en la industria del procesamiento de alimentos en el desarrollo tecnolégico para la
manipulacién de las condiciones de coccién de los frijoles y asi reducir ef uso de energéticos

¥ IECUTSOs econdmicos.

En la SAGARPA se podria favorecer la certificacion, la patente y su fe de origen de la
semilla para lograr su alta cotizacién en el mercado y dar solucién a los millones de

trabajadores rurales que viven en extrema pobreza.
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