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RESUMEN

La calidad de coccion es una de las principales cualidades que el consumidor busca en
el frijol. Esta calidad se incrementa por un tratamiento previo a la coccion y se
disminuye por el almacenamiento inadecuado de la semilla. En semilla fresca el efecto
benéfico va acompaiiado de una disminucion en el peso molecular de las pectinas.
Mientras que en la semilla almacenada la pectina se insolubiliza y el remojo no
disminuye el peso molecular de la pectina soluble; aunque si mejora ligeramente la
calidad de coccion de este tipo de lote. Lo anterior indica que las pectinas se modifican
cuando las semillas se someten a tratamientos previos a la coccidn que alteran su
calidad sensorial y nutricional, asi como su tiempo de coccion.

Las pectina son polimeros de acido galacturénico cuyo pesoc molecular disminuye en
presencia de Poligalacturonasas, enzimas presentes en la pared celular. Durante el
crecimiento por elongacion, estas hidrolasas relajan la pared de la célula vegetal, a
través de disminuir el peso molecular de los polisacaridos que la forman. Por lo anterior,
el efecto diferencial del remojo sobre el peso molecular de las pectinas en ser;ﬂllas
frescas o almacenadas podria ser consecuencia de la actividad de enzimas
Poligalacturonasas, las cuales estarian presentes en la pared celular y cuya actividad
en frijol fresco se incrementaria durante el remojo. En cambio, el almacenamiento
inadecuado induciria una disminucidn en la actividad de estas enzimas, cuyas
consecuencias serian la insolubilizacién de las pectinas en semillas almacenadas, y la

imposibilidad de modificar el peso molecular de la pectina soluble. Con la finalidad de




demostrar lo anterior, en este trabajo, se determiné la actividad de estas enzimas en
semillas 'de frijolkfresca‘s Yy almécenadas: tanto secas como remojadas. Se encontré que
estas enzimas estan pl;esentesr en la pared ‘celularbde la semilla y su actividad se
incrementé dos veéés po.r éfecto del remojo. La actividad de Poligalacturonasas se
perdié totalmente después de un corto tlempo de almacenamiento inadecuado, y no se
recupero bor efecto del remojo Los resultados anteriores indican que el remojo y el
almacenamlento tlenen efecto sobre Ia actividad de las Poligalacturonasas en semillas
de frijol. También ‘se demostré que la pectina aislada de frijol es hidrolizada por una
preparacién comercial de Poligalacturonasas. Lo sugiere que la actividad de
F’ohgalacturonasas presentes en la pared celular de semillas frescas de frijol participa
en la modiﬁcacibn de las caracteristicas de la pectina inducidas por tratamientos que

afectan la calidad de coccion de la semilla.




INTRODUCCION

En México el frijol es uno de los principales alimentos y es consumido por todos los
estratos sociales, es un grano rico en proteinas ya que contiene 25% de éstas, ademas
de 69.5% de hidratos de carbono totales, 4.7% de fibra cruda, 4.2% de cenizas y 1.3%
de grasa y presenta un alto contenido de lisina.

Para que el frijol sea aceptado por el consumidor es necesario que sea un producto de
buena calidad;.»ad]émés de apariencia y sabor agradable, es muy importante que la
semilla reduiera cbrtds 'tiempo de coccidn, (40 min. aproximadamente). Si el frijol no

presenta buena cal:dad de coccién. seré rechazado por el consumidor y esto se

coccién y diSmmq d pbnibilidad de nutrimentos) . El remojo es un tratamiento
que se le da al frijol ala coccion, este tratamiento favorece la calidad de coccion,

ya que su principé f n es disminuir el tiempo de coccién, y el cambio observado es

una dlsmmucién en la dureza de la semilla. El almacenamiento en condiciones de alta

temperatura y elevada humedad relativa, provoca una pérdida en la calidad de cocciéon
ya que a pesar de los tiempos prolongados de coccion, la semilla no alcanza la
suavidad y palatablhdad deseadas por el consumidor, lo cual ademas de representar un

problema econémico; es un problema nutricional, debido a la importante pérdida de
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nutrientes . por él prolongado tratamiento térmico; es un problema energético por el
aumentédo’gasto de energia durante la coccién y. ecoldgico debido a que en
pobladones mrales se cocina con lefia, y un largo tlempo de coccién implicaria un
aumento en la tala de arboles.

La suavizacién de la semilla, depende principalmente de cambios fisicos de sus
con'stitu;er.ités celulares, y desde el punto de vista‘es:tmctural. de |la pared celular y su

I'émin'a'n'iedia‘i formada principalmente de pectinas..

Se han estudiado los cambios que ocurren - en el frijol fresco durante el remojo

encontréndose una d|sm|nuc|én en el peso molecular de las pectinas, esta modificacion

parece ser la responsable del menor tiempo de coccién observado en el frijol fresco

remojado es cto del que presentan los frijoles secos. Por otra parte, en estudios

realiZédq nt rlormente se ha observado que el peso molecular de las pectinas de

{ruoles almacenados no disminuye por efecto de! remojo.

El camblq evn,él peso molecular de este polisacarido podria deberse a la accién de las
enzimas Péiigélacturonasas presentes en la pared celular de semillas de frijol seco. La
actividad de esta hidrolasa podria incrementar o disminuir por la hidratacién de la pared
celular durante el remojo y/o almacenamiento en condiciones adversas. Como
consecuencia de esto, se podrian modificar o no las pectinas.

Con la finalidad de probar la hipotesis anterior en este trabajo se estudié el efecto que

tiene el remojo y el almacenamiento sobre la actividad de Poligalacturonasas.




ANTECEDENTES

HISTORIA Y GENERALIDADES:

El frijol (Phaseolus vulgaris sp.) es miembro de la familia de las leguminosas, de la tribu
Phaseolae, subfamilia Papilionoidea. Son semillas variadas en color y en forma, de 4-5
mm de largo por 3.5-4 f'nrp qg ancho. (Graham et al. 1997) .

Algunos de sus npmbiresf t’:‘brr‘iyunés' son: frijol, habichuela, judia comun, alubia, cholo,
ayocote, ajote‘; frer':l‘tz"r*n~ be'ah"kidney bean, poroto, entre otros (Blancas, 2001). El frijol

comun ‘se’ nario: de Meéxico y Centroamérica (Graham et. al., 1997).

Poblaciones silvestres de Phaseolus vulgaris se encuentran desde el centro de México

hasta el nort na y poblaciones de frijol cultivado han sido encontrados en el
centro de'Méxlcbvy en la sierra de Pert hace 7000 anos, también se han encontrado
frijoles silvestres Ven Oaxaca de 9000 afios de antigliedad (Leon, 1987).
Los Esparioles y Portugueses se llevaron al frijol comun de su centro de origen a
Europa, Africa y otras partes del nuevo mundo. Ahora es ampliamente cultivado en los
tropicos, subtropicos y regiones templadas del mundo. De manera general, el 30% de la
produccion mundial es en Latinoameérica.

Es una especie que se desarrolla en altitudes de 800-2000 m; en lugares donde el
rango de precipitacion es de 90-4290 mm y las temperaturas 6ptimas son de 15.6-21.1°
C; es sensible a las concentraciones de aluminio, boro, manganeso y sodio, pero se

adapta a un amplio rango de pH: 5.5-6.8, 5.5-7.5, 6.0-7.0 y 6.0-7.5 dependiendo de la

variedad o cultivar (Duke, 1981).




La planta de! frijol florece anualmente entre Ios meses de octubre y noviembre y los

frutos se producen de dlmembre a vm yo (Blnder. 1997 Duke, 1981; Ledn, 1987).

La composicion de la semllla es >25% protelnas. 69 5% hldratos de carbono totales,

'de grasa 7.4 % de humedad y presenta un

te, de protelna en América tropical (Garcia et.

El frijol se considera como

. 1988). Su contenido proteico’ madamente el doble del de la mayoria de las

Iegumlnosas yes nco en:micronu tos esenciales como el hierro y el acido folico

(una de las vitamin s In4Cabrejas et al. 1997; Reyes — Moreno Y

Paredes, 1993) Porl tanto, el frijot es’la légﬁ‘fhinOSa alimenticia mas importante para
cerca de 300 mlv I 'mayoria, viven en paises en desarrolio
(Ensmiger et :ali.'fvls esenta t mt;iép una fuente importante de dinero en
efectivo parérlogag' Ac‘ui's'b;s_»(Sgarbieri y Whitaker, 1982).

ESTRUCTURA DEL: FRIMOL

Botanicamente, un a madura de frijol esta compuesta de testa, dos cotiledones y
un embrion. La te;ta édnsiéie de varias capas de células, dependiendo de la especie.
Los cotiledones estan formados de células parenquimatosas, las cuales contienen
distintas paredes celulares y organelos especializados conocidos como granulos de

almiddén y cuerpos proteicos (Liu Kenshui 1995; Figura 1).




Hipocaotilo 2 Epicotilo
Radicula A' Plurnula
Mcrofilo I

Hilum

Figura 1. Anatomia de la semilla de frijol.

PARED CELULAR

La pared celqlar es un componente tipico de las células vegetales. Tienen un papel
Irﬁpoh‘anb‘te' en actividades como absorcién, transpiracion, traslocacion, secrecion y
reacciénes de reconocimiento. En tas ceélulas del cotiledébn encontramos: 1) lamina
medié. 2) pared primaria y 3) pared secundaria, (Figura 2).

1) Lamina media: Se inicia como "placa celular”, en el momento de la division celular.
Es amorfa y Opticamente activa. Es una zona libre de celulosa y se compone
principalmente de pectina. Se descompone con facilidad, y cuando esto sucede el
tejido se separa en células individuales.

2) Pared primaria: Se forma inmediatamente después de la divisidon celular, antes de
que la célula complete su crecimiento. Los cambios que experimenta son reversibles.
Es una estructura que se expande y se acomoda durante el crecimiento de la célula.

3) Pared secundaria: Sigue a la pared primaria en orden de aparicion. Tiene una alta

proporcion de celulosa. Generalmente consta de tres capas con caracteristicas fisicas y
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quimicas diferentes, que se denominan de afuera hacia adentro S1 (capa externa), S2
(capa medial o central) y S3 (capa interna). Algunos consideran que la uitima capa

puede ser considerada como una pared terciaria.

Leanevs cxsthsr

Figura 2. Porcién de Pared celular.

PECTINA. ESTRUCTURA Y COMPOSICION

La pectina fue definida por Kertesz (1951) como los acido pectinicos solubles en agua
de grado de metilacién variado que son capaces de formar geles con azucar y en
medio acido bajo condiciones determinadas.

La pectina es un heteropolisacarido estructural, que le confiere rigidez a las paredes
celulares de todos fos vegetaies en los que actua como agente cementante. Su peso
molecular varia de 20 a 400 KDa, io cual depende del tipo y estado de madurez de ila
fuente de origen.

Esta formada por un polimero principal de molkéculas de acido D-galactur6nico unidas
por enlaces a(1,4), algunos de cuyos grupos carboxilos estan esterificados con metanol

(metoxilados); contiene, ademas pequeifias cantidades de azucares neutros como
8



ramnosa, galactosa, arabinosa y xilosa que forman cadenas laterales en la estructura

principal (figura 3) (Blancas, 2001).

en ramnosa

Agrupsmiento

Zona de
poliurénidos

esterificacion
. ——l

o #Acido Galacturdnico - Jilosa
« Ramnosa <> Acido Glucuronico
= Galactosa Z Glucosa
“  Arabinosa S Metil ester
Metil éter

Figura 3. Estructura de [a pectina.

Las sustancias pécticas constituyen una tercera parte de la pared celular de las plantas
dicotiledoneas y de alguhas monocotiledoneas. (Jarvis et al. 1888). En ellas las zonas
mas ricas correspondén é la pared celular primaria y a la lamina media que las separa.
Las sustancias pécﬁ;';és se hallan asociadas a los otros constituyentes de la pared
celular (celulosa, hemicelulosa, lignina, etc.) mediante uniones fisicas y/o quimicas
actuando como cementante intercelular y dando asi rigidez a los tejidos (Pilnik y
Voragen, 1970).

Un aspecto que diferencia a las pectinas entre si es su contenido de esteres metilicos,
o grado de esterificacion., que disminuye al producirse la maduracion y ablandamiento

de las plantas.




Existen diferentes tipos de sustancias pécticas: la protop»ectina que es la sustancia
péctica presente en la pulpa de los frutos Inmad‘ufos: los &cidos pectinicos son
sustancias pécticas menos metiladas que Ia ahtéridr, dépendiendo del grado de
polimerizacion y el de metilacion los ‘acido pectlnigog puéden ser coloidales (de alto
metoxilo) o solubles en agua (de bajo metokilo)f ) ' v

Asociadas a las pectinas se encuentran diversés hidrotasas como: Poligalacturonasas
Galactosidasas. Xilosidasas, Pectin metilesterasas, entre otras. Estas enzimas
modifican las propiedades de la pectiné durante la elongacion celular, y tanto su
actividad como su especificidad dependen del Qrado de esterificacion metilica.

Como las sustancias pécticas son elementos estructurales de la lamina media y la
pared celular primaria de los vegetales superiores, las alteraciones en su grado de
polimerizacion y esterificacién provocados por accion de enzimas pécticas producen
cambios en la textura de las frutas y legumbres durante la maduracion, el

almacenamiento o durante su procesamiento.

PROCESAMIENTO DEL FRIJOL

La preparacion del frijo! para su consumo se realiza en dos etapas separadas: el remojo
y la coccion.

Remojo: Le permite a la semilia de frijol absorber el agua que necesita para cocinarse
uniformemente. Como consecuencia de la hidratacion aumenta el volumen de la semilla

y se favorece la solubilizacion de compuestos (Stanley et al. 1978). Ademas la finalidad
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del remojo es dlsmmunr el tiempo de cocc:én de los frijoles ya que un tiempo de coccién

prolongado resulta en Ia destrucclén de protelnas y vitaminas por accion del calor.

Coccion: rmlco. el calor aplicado induce en la semilla los
cambios : estru ducen a su ablandamiento, al desarrollo de sabor y
aroma agra i ucién de su toxicidad. La suavizaciéon de los
cotiledoné§ depend. nclpalmente de cambios fisicos de los constituyentes celulares,

almldén, la desnaturalizaciébn de proteinas, lipidos,

como son:|

polifenoles, 'y desde el punto de vista estructural, la pared celular y su lamina media en
donde se .fa sOlbbliiéaéién y despolimerizacién de la pectina (Stanley et al.

1978),

El perlodb' de }amiento térmico que requieren las semillas para alcanzar la textura y
palatabllidad'deseada por el consumidor se le denomina tiempo de coccién (Blancas

2001).

CALIDAD DEL FRIJOL.

La calidad del frijol es determinada por factores como aceptabilidad por el consumidor,
caracteristicas en el remojo, calidad de coccion y valor nutrimental. Las caracteristicas
de aceptabilidad incluyen tamainio, color, forma, apariencia, estabilidad bajo condiciones
de almacenamiento, propiedades de coccion, calidad en el producto obtenido y sabor
(Reyes-Moreno y Paredes, 1993). Un estudio en la calidad de las caracteristicas de
consumo de frijol identificd el tiempo coccién como uno de los factores mas

importantes (Herpen, 1991).
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La calidad del frijol esta relacionada el tiempo de coccidn; un frijol con buena calidad de
coccion adquiere un grado de suavidad aceptable para el consumidor en un tiempo
aproximado de 40 minutos (Dos Santos y Bourne, 1985; Moscoso et al.,, 1984). El
consumo del frijol puede ser afectado por.una pobre calidad de coccién (Vindiola et al.
1986). Se han estudiado algunos tratamientos que modifican la calidad de coccion. Es
sabido que al remo]ar iés semillas secas mejora su calidad de coccion (Liu y Mc
Watters, 1994; Sil\)a et al;'."1‘981: Singh et al., 1988; Taiwo et al., 1996); y si el remojo se
realiza en soluclc;nes'réélin‘as de hidréoxido de sodio, carbonato de sodio o bicarbonato
de sodio; sgvbff‘ai\'/.drécg la absorcion de agua y se reduce drasticamente el tiempo de
cocciéni(’P‘é“IVma- !ré}db th al. 1992), el tratamiento con enzimas pectinasas también
reduce ef ,ﬁ}a}nﬁé'dé coccién de los frijoles (Singh y Rao 1995).

Se hanr'reayﬂlzado muchos estudios acerca de la pérdida de calidad de coccion, cada
uno de erllo's>hace énfasis en diferentes aspectos: grado de hidratacion (Rockland y
Jones, 1974); grado de coccidn (Kon, 1980; Molina et al. 1975); tiempo, temperatura y
humedad del almacenamiento (Burr et al., 1968; Martson, 1946; Morris, 1963; Sefa-
Dedeh y Stanley, 1979; Sefa-Dedeh et al., 1979) cambios en la microestructura
(Rockland y Jones, 1974; Varriano-Martson y Jackson, 1981); y cambios quimicos o
enzimaticos ocurridos en el cotiledén durante el almacenamiento (Gloyer, 1921;
Varriano-Martson y Jackson, 1981; Moscoso et al., 1984).

Pero no todas las modificaciones sobre la calidad de coccidén son positivas, también
existen condiciones que pueden afectarla aumentado el tiempo de coccién, como por
ejemplo: condiciones genéticas, ambiente de crecimiento, o almacenamiento. El efecto
del almacenamiento inadecuado sobre la calidad de coccion ha sido estudiada por
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varios investigadores quienes encontraron que los frijoles secos pueden deteriorarse
muy rapidamente .como una funcion de tiempo y condiciones de almacenamiento,
paniculannenfq bajb las condiciones de temperatura elevada y humedad alta que
prevalecen ,e_n'.'c‘limas‘tropicales. Las consecuencias observadas de este deterioro
involucran un aqrﬁento en tiempo coccion y un deterioro de la textura y el sabor (Martin-
Cabrejas qt él.‘.1'.99_9). pero la textura no es el tnico atributo de calidad afectado; el valor
nutritivo t‘ar‘n'b:i'érn»és‘ dafnado por una pérdida de vitaminas y una disminucién en la
disponibilidad .id‘e la proteina (Sgarbieri y Whitaker, 1982). Estos cambios resultan en
pérdidas eédndmicas debido a que los consumidores rechazan los frijoles con una
textura pobre y tamblén por la necesidad aumentada de energia requerida para
cocinarlos, éste fendmeno es conocido como el defecto Hard-to-cook (HTC) (Molina et
al., 1976; Reyes-Moreno et al., 1994). Las semillas HTC no logran obtener la textura
adecuada a pesar de ser sometidas a tiempos prolongados de coccidon debido a un
fracaso de las células del cotileddn para separarse durante la cocciéon (Garcia et al.
1998).

Se han sugerido variasy causas para explicar el fendmeno de HTC. (1) la formaciéon de
pectatos insolubles en la lamina media de la pared celular (Chang et al., 1977; Kon y
Sanshuck, 1981,; Jones y Boulter, 1983,; Moscoso et al., 1984; Hentges et al., 1991).
(2) la degradacion de membranas de la célula (Varriano-Marston y Jackson, 1981). (3)
los cambios en los compuestos fendlicos también fue implicado por varios autores y (4)
una combinacién de mecanismos también fue sugerida (Hincks y Stanley, 1986;

Aguilera y Ballivian, 1987; Liu, 1995).
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Las células de la lamina media de los frijoles frescos se destruyen durante la coccién,
en cambio las semillas de frijoles almacenados muestran una pobre separacién durante
la coccidon (Liu Kenshui 1995), lo cual se ha atribuido a un incremento en las
propiedades adhesivas de los componentes de la lamina media durante el

almacenamiento (Bourne, 1976; Hincks y Stanley, 1986).

MODIFICACIONES DE LA PECTINA DURANTE EL REMOJO Y EL
ALMACENAMIENTO.

Se han estudiado los cambios que ocurren en la pectina durante el remojo del frijol
encontrandose que en frijo! seco hay una disminucion en el peso molecular de este
polimero (Tabla A), un descenso en el contenido de residuos acidos de ia pared celular,
y un aumento en la cantidad de acidos urdnicos solubles en agua. Mientras que el peso
molecular de las pectinas, aisladas de frijol endurecido, no se modifica por efecto det
remojo. Esto se interpreta como que en el primer caso los acidos urénicos de la pared
celular, localizados fundamentalmente en la lamina media se solubilizan (Ebbelar, 1996
y Blancas, 2001). Mientras que en el segundo esto no ocurre. Lo anterior puede
deberse a que l!a hidratacion de la semilla durante el remojo debilita la uniéon
electrostatica calcio-acido uronico lo que se puede deber a la accidon de
Poligalacturonasas presentes en la pared celular de semillas frescas sin remojo y
activada por la hidratacion de la pared celular durante el remojo de las semillas, esta
modificacion podria ser la responsable del menor tiempo de coccién observado en el

frijol remojado respecto del que presentan los frijoles secos (Blancas, 2001).
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Tabla 1. Modificaciones del pesc molecular de la pectina de frijol por efecto del

remojo.

PM de Flo;- de Mayo Bayo Mecentral 2626
pectinas Seco Remojado Seco Remojado Seco Remojado
2000 kDa 56 26 62 52 72 56
500 kDa 22 40 14 31 20 23

70 kDa 18 23 14 14 6 12

7 kDa 4 11 10 2 1 9

Mientras que durante el almacenamiento la estructura 0 compaosicion quimica de las
pectinas se podrian modificar. Estas modificaciones evitarian que las
Poligalacturonasas actiien sobre la cadena de pectina para despolimerizarla y facilitar
su solubilizacidn durante la coccidn.

Otra altemativa seria que durante el almacenamiento inadecuado del frijol la actividad
de Poligalacturonasas disminuyera, y por lo tanto el peso molecular de las pectinas no

se modificaria.
POLIGALACTURONASAS

Las enzimas pécticas catalizan la degradacién de las sustancias pécticas de las

paredes celulares.
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Las Poﬁgalacmrona#as catalizan la hidrolisis de los enlaces a-D-1 4-glicosidicos de los
residuos nb esteriréadbé cie Ia pectina (Figura 4). ! Su stjsifato preferido son las pectinas
de bajo grado de metoxilaclén. Su pH 6ptimo es del rango de 4.5 -6.0 (Wong, 19886).

Hay dos tlpos de Pollgalacturonasas. Las - exopoligalacturonasas clasificadas como
EC.3.2.1.67, que ehmlnan residuos de écndo galaclurémco (Pressley et al., 1971). Las
endopohgalacturonasas, clasnf'cadas como - EC.3.2.1.15, rompen los enlaces o-1-4
glicosidicos al azar a lo largo de la cadena de urbnico. Los dos tipos de enzimas
requieren: de - residuos deses?eriﬁcados. Lé accion de las Poligalacturonasas esta
limitada yé"que su accion termina cuando‘en, la cadena principal hay residuos de

ramnosa u otros monémeros.

Figura 4. Mecanismo de accién de Poligalacturonasa.
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OBJETIVOS

Objetivo General

v~ Determinar la participacion de la Poligalacturonasa en las modificaciones que sufre
la pectina cuando la semilla de frijol se somete a tratamientos que modifican su calidad
de coccién, como son remojo y almacenamiento inadecuado.
Objetivos especificos
a) Determinar los tiempos de coccién de tres variedades de frijol fresco y
almacenado, utilizando semillas con y sin remojo.
b) Optimizar la técnica para determinar actividad de Poligalacturonasa en semillas
de frijol.
c) Explorar la presencia de Poligatacturonasa en semillas de frijol frescas.

d) Determinar el efecto del remojo sobre la actividad de Poligalacturonasa.

~

e

~

Identificar el efecto del almacénamiento inadecuado sobre la actividad de

Poligalacturonasa.
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HIPOTESIS

En este trabajo se plantearon la siguiente hipotesis:

El remojo de semillas frescas de frijol resulta en una disminucién del peso
molecular de la pectina. La Poligalacturonasa es una enzima que hidroliza la

pectina entonces la accién de la Poligalacturonasa podria ser la responsable de

estos cambios

El almabenamiento nadecuado de las semillés de frijol insolubiliza las pectinas.

La Pollgalacluronasa es una’enzima que facnhta Ia solubilizacion de las pectinas

Imacenamiento inadecuado induce una disminucién en la actividad

de la enzima.
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MATERIAL BlOLOGlCO

Se utllizaron tres vanedades de semlllas de frijol (Phaseolus vulgaris) las cuales fueron:

Flor de Mayo’cosecha 1999 Bayo Mecentral y 2626 ambos cosecha 1996. Los

cultlvares se mantuvueron en frascos herméticamente cerrados y almacenados a 4° C

hasta el moménto de'su anéllsis.

Tanto Ias sem;llas frescas como las envejecidas se ensayaron en dos condiciones:
secas y remojadas, esta ultima condicién se logré remojando las semillas en agua
destilada durante 18 horas a 30° C,

Las variedades Bayo Mecentral y 2626 se ensayaron solo en forma fresca tanto secas

como remojadas.

ENVEJECIMIENTO DE FRIJOL

Las semillas de frijol Flc;‘r de Mayo fueron almacenadas en un recipiente de plastico
sellado a unla temperatura de 30° C y con una humedad relativa del 75% obtenida a
partir de una soiuciéﬁ saturada de NaCl. En nuestro laboratorio hemos demostrado que
en estas c;andiciones de almacenamiento el frijol alcanza un 16% de contenido de
humedad, lo cual es suficiente para que se realicen las reacciones que conducen al
endurecimiento del frijol, pero son limitantes para el crecimiento de hongos. El tiempo

de almacenamiento fue de 10y 18 dias.

OBTENCION DE HARINA DE FRIJOL SECO

Con ayuda de una navaja se retiro la testa y el eje embrionario de los frijoles secos.

20




Los cotiledones se molieron en Ilcuadora por pulsos para evitar que la muestra se

calentara y se desnaluralizaran Ias» protelnas presentes Después de cuatro mclos de

molienda, la harina se tamizé en'u cedazo y se’ almacené en un frasco bien cerrado y

en refrigeracion hasta su uso

TIEMPO DE COCCION

Se utlllzé el “cocma vMa son . (Figura 5) que contnene una charo

n 25 pozos en

donde se colocaron Ios fnjoles. se pusoc una vanlla encnma de cada frijol { on una masa

! cocmador se introdu;o en una oI!

numero de fnjoles cocidos contra tiempo (Flgura 6) de la grafica se obtuvo el tiempo
de coccién medlo (TCso) determinado como los mmutos en los que ef 50% de las
semillas de frijol se cocieron. L.as pruebas de cocciéon se realizaron por triplicado para

cada tratamiento: frijol fresco (seco y remojado) y frijol almacenado (seco y remojado).
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Figura 5. “Cocinador Martson” tomado de Varriano-Martson and Jackson (1981)
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Figura 6. Cinética de la coccion de un lote de frijol.'Eh Ié_ grafica se indica el

tiempo de coccidn medio (TCsg).
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PREPARACION DE LA COLUMNA DE BIO-GEL.

e)

a) El Bno-Gel seco se advcionb gradualmente a un vaso de precipitados que

empaquetad spluclér‘i’colorida de sulfato de hierro. En cada

fraccion se r ‘en tubos de ensayo hasta que eluyd de la
columna toda a: solucién: colonda todos los tubos que no contenian solucion

colorida se va

ron. en una probeta graduada y se midié e! volumen total, este

volumen fue de 1‘.6 ml que se considerd como el volumen externo, es decir, es el
volumen en el que salen las sustancias con un peso molecular mayor que el
sulfato de hierro.

Para equilibrar la columna se utilizd un buffer de acetato de sodio 0.1 M (pH =
4.5). La columna se lavo con 10 mi de este buffer. Para comprobar que en la
columna se habia equilibrado el buffer de corrida se diluyo 1:100 y se midid su
conductividad que fue de 111 Q. El buffer que emergié de la columna se
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recolectd, se diluyd 1:100 y se le midié la conductividad que fue de 112 Q, estos
valores semejantes de  conductividad indicaron que la columna se habia

equili‘brado..‘ :

PREPARACION DE EXTRACTO ENZIMATICO

Se pesamn 500 mg de harina de cotiledones y se congelaron con nitrogeno liquido, se

homogen 6 mortero y se resuspendleron en 5 ml de agua destilada, se centrifugo

por 1‘0 kﬁfnutos a 00 rpm a 4° C 4 se guardo el sobrenadante. La pastilla se sometio a

una extraccién con’'5 ml de ,buffer (acetato de sodio 0.1 mM, NaCl 1.5 M pH 4.5) con

) ur 'nte 30 minutos a 4° C; se centrifugo nuevamente a 6000 rpm
por 10"r'nlnutos ,_se 'juntaron los sobrenadantes. La pastilla se reextrajo con
otros 5 ml de ‘cuales después se centrifugaron se juntaron con los otros

sobrenadantes.” " ©

PURIFICACION PARCIAL DE LA ENZIMA
Todos los sobrenadantes se precipitaron con sulfato de amonio al 100% de la siguiente
forma:
a) Se agrego poco a poco y con agitacion constante, 10.45 g de sulfato de amonio
a los 15 ml de sobrenadante obtenido de la extraccién enzimatica en frio. El pH
de esta solucion se midid frecuentemente, esto es con el fin de evitar que varie y
que las enzimas se desnaturalicen, el pH se mantuvo en valores por arriba de 5

adicionando NaOH 1 M.
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b)

[+3

d

e

~

-

Una vez adicionado todo el sulfato .de amonio se dejé en agitaciéon por 15

minutos mas para que las protelnas termmen de precnpltar. L

Pasado ese tiempo se centrlfugo 15 mmutos 1000 rpm ‘a 4° C, se desecho el

sobrenadante y la pastilla formada se dISOIV n- 2 ml de buffer de ensayo
(acetato de sodio 0.1 mM, pH =5.5). :
Se centrifugo a 4° C por 10 minutos a'a"(,)(‘)b‘rp”

Enseguida se filtraron 400 ul 'Hel éx.tvr_‘actok por una columna de Bio-Gel P-10 (Bio-

Rad Laboratories) para eliminar las sales contaminantes.

ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA

La actividad de Poligalacturonasa se determind cuantificando la cantidad de acido

urénico obtenido de incubar acido poligalacturdnico con el extracto enzimatico. Se

utilizé la metodologia propuesta por Gross (1982) en la cual se usa 2-cianocetamida.

a) A dos tubos eppendorf se adicionaron 100 il de buffer de ensayo ( acetato de

b

~

sodio 0.1M, pH 5.5), 400 pl de extracto enzimatico desalado, 100 nl de solucion
de acido poligalacturonico (SIGMA) al 0.5% y finalmente agua c.b.p. 800 pul. El
blanco se elabord de la misma manera pero sin adicionar extracto enzimatico.

Enseguida, los tubos eppendorf se incubaron durante 1 hora a 37° C,
transcurrido ese tiempo se pard la reacciéon con 100 pl de buffer de boratos
(acido bdrico 250 mM, tetraborato de sodio 250 mM) y 100 ul de 2-cianocetamida

1% pH 9.
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c) Se incubo por 45 minutos a 95° C. Una vez terminado el tiempo de incubaciéon
se ceqtrifuéo éyé!oc_:idad maxima por 1 minuto y se leyd en espectrofotdmetro a

270 nm.

d) El c}ohiéniﬁd"dé ééidos urénicos se obtuvo con fa ecuacién de la recta de una
curva estandar, a partir de una solucién de acido galacturénico (ALDRICH) de 1
n;g'/rﬁlz‘a'diz:iéhé'ndolo en lugar del extracto enzimatico y siguiendo la metodologia
'anteritsr. ‘

Se hicierdn frés répetiCIones independientes para cada variedad de frijol sometido a los
diferentes tratamientos (frijoles frescos y frijoles envejecidos) tanto secos como

remojados.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

e OPTIMIZACION DE LA TECNICA
1. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD A DIFERENTES VALORES DE pH
Con la finalidad d‘e optimizar la técnica la actividad de la Poligalacturonasa se determiné
a diferentes Qé:lé}és de pH. Los valores de pH utilizados para los ensayos fueron 4.0,
5.5, 6.0, 7.0 y80 Para realizar esta determinacion se usaron buffers de fosfato de
sodio 0.1 M, cuyo valor de pH fue ajustado con NaOH concentrado cuando se requirio
subir el valor:d\e’ pH o HCI concentrado para disminuir el pH del buffer.
El ensayo sé ré‘alizé por triplicado, vy siguiendo la metodologia antes descrita para

determinar actividad de Poligatacturonasa.
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2. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

SUSTRATO

Este én’sayo:é'é'

anterior.

b

C

d

Las dlferentes concemrac:ones de pollgalacturonato con Ios que e etermmé actlv:dad

~

)

~

desalado y de agua destilada c.b.p. 350 ui, luego se agrego 1 m! de solucién C (

Nazcoz 2%. NaOH 0.4%, tartrato de potasio 0.16% y SDS 1% que constituye la
soluéién A; Y CuSQO4 » 5H20 4% que es la solucion B en una proporcion 100:1),
Se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se agre96 0.1 ml de reactivo de Folin, se agitd y se incubd a temperatura
ambiente por 30 minutos para desarrollar color y se leyd a una longitud de onda
de 660 nm en un espectrofotometro.

El valor de absorbencia obtenido se interpolo en una curva patrén que se realizd
con una solucidon estandar de seroalbimina de bovino dentro de un rango de O a
100 ug de proteina / ml, siguiendo la técnica de Lowry para conocer los g de

proteina en la muestra.

27




EXTRACCION DE PECTINA CON CICLOHEXANO-TRANS 1 2—DIAMINO-N N, N N-

TETRACETATO ACIDO (CDTA) N

d) Los sobr n acumulados se dializaron con varios cambios de agua

destllada a4 séndo membranas para didlisis de celulosa ester (CE) con un

poro’ que c eja pasar compuestos con un peso molecular menor o igual a 500

Da de peso molecular (Spectra/Por). El dializado obtenido fue liofilizado a -50°C.

HIDROLISIS DE LA PECTINA POR POLIGALACTURONASAS.

Para determinar que la Poligalacturonasa era responsable, al menos en parte, de las
modificaciones que sufre la pectina durante el remojo del frijol, se ensayaron diversas
fuentes de pectinas (pectina de frijol, pectina citrica y poligalacturdnico), vy
combinaciones de enzimas que utilizan a la pectina como sustrato (Poligalacturonasa
de Aspergillus niger y Pectin metilesterasa de citricos y Aspergillus niger.

El ensayo fue similar al descrito en la seccidon actividad de Poligalacturonasa.
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Las diversas combinaciones de enzimas se indican en e! pie de tabla donde se

muestran los resultados de estos experimentos.
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

OPTIMIZACION DE LA TECNICA

e ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA A DIFERENTES VALORES DE pH

En la literatura encontramos que el pH optimo de la enzima Poligalacturonasa es 5.5 en
determinaciones réalizadas en tomate, con la finalidad de determinar si en el frijol este

valor es el adecuado para determlnar actividad enzimatica, cuantificamos esta actividad

a dlferentes lo s d 'pH (4 5.5, 6, 7 y 8). Confirmando lo reportado en la bibliografia,
se observé que eI pH 6pt|mo para la determinacién de Poligalacturonasa es de 5.5,
slendoren es(e. yalqr donde encontramos mayor actividad enzimatica, por el contrarioc a

pH 4 se obﬁerva Ia actividad mas baja (figura 7).

1.6

- .

X3

Actvidad Poligalacturonasa
{nmol AUimin/mg prot)

PH

Figura 7. Efecto del pH en la actividad de Poligalacturonasa extraida de semilla

de frijol remojado durante 18 h a 30° C.
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« ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA A DIFERENTES CONGENTRACIONES
DE SUSTRATO :

Con la flnaludad de co ocer Ia concentraclén éptlma de sustrato para medir actividad de

Pollgalacturonas ‘zo fue determmar su act:vudad a diferentes

concentraciones de poligalacturonato (SIGMA) que es el sustrato para esta enzima. Los

dlferentes valores bt ni e actiwdad de Pollgalacturonasa se muestran en la figura

Actividad Poligalacturonasa
{nmol AU/min/mg prot)

00 02 04 06 08 3.0
Concentracion de Poligalacturonato (%)

Figura 8. Actividad de Poligalacturonasa a diferentes concentraciones de

poligalacturonato.

Observamos que la concentracion de Poligalacturonato que satura la enzima es 0.5%,
siendo en esta concentracién donde se asegurd que la Poligalacturonasa alcance su

actividad maxima.
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De los resultados anterlofes se concluyé que la actividad de Poligalacturonasa debe
ensayarse a pH 5. 5 y a una concentracn.‘)n de poligalacturonato de 0.5% para asegurar

que la enzima alcance un méxumo de actlvxdad.

ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA EN SEMILLAS DE FRIJOL FRESCO.

Con la finalidad de Verlf'car ‘a presencla de las enzimas Poligalacturonasas en frijol
fresco. se determlné su; actividad en extracto enzimatico desalado de semillas frescas
de tres diferentes vanedades. Flor de Mayo, Bayo Mecentral v frijol 2626.

En los tres cultlvares de frijol detectamos actividad de Poligalacturonasas, Indicando
que la enzma Pollgalacturonasa esta presente en la pared celular del frijol fresco. La
actividad espéclﬁéa der .Poligalacturonasa fue significativamente menor en 2626 que en

Flor de Mayo y similar en Flor de Mayo y Bayo Mecentral (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad de Poligalacturonasa en semillas de frijol fresco.

Variedad Actividad (nmol AU/min/mg proteina)
Flor de Mayo 4.076 £ 0.47

Bayo Mecentral 3.997 +1.3°

2626 2179 =1°

Letras diferentes en un mismo rengidn indican diferencia significativa ( p s 0.05)
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EFECTO DEL REMOJO EN LA ACTIVIDAD DE ' POLIGALACTURONASA EN

SEMILLAS DE FRIJOL

Para conocer el efecto del remo;o sobre la achvudad de Poligalacturonasa, las semillas

de frijol de las’ tres vane ade: se colocaron en agua durante 18 horas a 30° C, vy los

valores de actlvndad encontrados fueron comparados con la actividad de esta enzima

presente en estos~mismos cultlvares pero en semillas secas. Se observd que la

actividad especiﬂca de Pohgalacturonasa (figura 9), se incrementd mas de dos veces

por efecto del rerno;o. o

Actividad Poligalacturonasa
{nmol AU/ min / mg prot)

O« NWBWLIBLD NGB

FLOR DE MAYO BAYO MEC.

Figura 9. Efecto del remojo en la actividad de Poligalacturonasa del frijol.

EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE LA CALIDAD DE COCCION
Para conocer el periodo en el que el almacenamiento bajo condiciones de alta

temperatura y elevada humedad relativa producen un efecto negativo sobre la calidad
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de coccuén de Ias semlllas de frijol Flor de Mayo, lo que se hizo fue determinar el tiempo

de cocc:én de las semillas de fruol almacenadas de cada lote (10, 18 y 35 dias) con y

cocmador Martson y se compar6 con el TCso determinado en
r cos y remo;ados.

Observamos que'el valor TCso de las semillas de frijol aumento con el tiempo de
almacenamlento en condiciones adversas, es decir, un almacenamiento inadecuado

produ;o una pérdlda en la calidad de coccidon de las semillas de frijol (Tabla 3).

Tabla 3. TCso para frijol Flor de Mayo fresco y almacenado.

TIEMPO DE TC so (minutos)
ALMACENAMIENTO SIN REMOJO CON REMOJO
O DIAS (FRESCOS) 1267 40°"
10 DIAS 1292 42°
18 DIAS 13322 5692
35 DiAS 17823 7903

Letras diferentes en un mismo renglon indican diferencia significativa ( p < 0.05)

Numeros diferentes en la columna sin remojo indican diferencias significativas ( p < 0.01)
Ndmeros diferentes en la columna con remojo indican diferencias significativas ( p s 0.001)
Almacenamiento a 30°C y 75% HR.

Los tiempos medios de coccién de frijol remojado son en todos los casos menores a los
determinados en frijol seco debido a que el remojo disminuyo el tiempo de coccion tanto
en semillas frescas como en semillas almacenadas. Sin embargo aiun con remojo se
puede observar que a partir de 18 dias en almaceén los frijoles se endurecen porque el

TCso es significativamente mayor que a 0 dias de almacenado.
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EFECTO DEL ALMACENAMIENTO EN LA ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA
EN FRIJOL FLOR DE MAYO. : ] : ) ' - . v : »

El efecto del almacenamiento en Ia’ actividéd.'de i';’gllg:;’valabturqnasa :s‘e‘ ensayo en frijol
Flor de Mayo, almacenado en condiciones édversés; Lé du’e“ se hizo %ue determinar su
actividad en frijoles almacenados, Sécos y remojédés. Se siguits exactamente la misma
metodologia que para determinar: actividad en semillas frescas. Los resultados se
muestran_en la ﬁgura 10. La actividad de Poligalacturonasa decayd a medida que
transcurrio él tiémpo de almacenamiento: Esta disminucion se observo tanto en frijol
seco como en frijol remojado.“ La velocidad de este decremento fue tal que en 7 dias de

almacenamiento la actividad de la enzima ya no fue detectable.

—m=— sin remojo
e  conremojo

T
N

Actividad Poligalacturonasa
{nmalAU/min/mg prot)

T T T T T

18 35
Tiempo de Almacenamiento (dias)

oA
w
~
5

Figura 10. Efecto del almacenamiento en la actividad de Poligalacturonasa en frijol Flor

de Mayo
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Para descartar la posibilidad de que la actividad de la enzima Poligalacturonasa no se
detectara debldo a problemas durante la realizacion de la técnica, se repitid el ensayo
enznmétlco con Ias siguientes modificaciones:
1) Se ’determmé actividad de Poligalacturonasa en frijoles secos y remojados
déspués de 10 dias de aimacenamiento en las mismas condiciones.
2) Para eliminar la posibilidad de que la actividad se estuviera perdiendo por la
pkqsehcia de contaminantes en la columna que pudieran inhibir a Ila
) Pollgélacturonésa se montd una nueva columna de Bio-Gel P10 para desalar el
extracto enzimétlco. ‘ ‘

3) P_ara~descartar Ia posnbllxdad de que por las condiciones adversas de

almacenamient

u iera onginado un entrecruzamiento de la pectina

provot_:éndo que ta e uedara “atrapada” y requiriera de un mayor tiempo

mentb.elitiempo de extraccion. En el ensayo original, la

veces durante 30 minutos cada vez, pero en este

ensayo se extrajo la enzima durante 18 horas.

‘de que no habia proteolisis se adiciond un coctel

de |nh|b|dores de proteasas al buffer de extraccion. Este coctel contenia: fenil

metil sulfonil ﬂuoruro ( MSF) 1 .0 mM, Leupeptina (50 nM) y Aprotinina (50 uM).

En ninguno de los gansayos anteriores fue posible detectar actividad de
Poligalacturonasa en semillas de frijol almacenado en condiciones adversas durante

10 dias.
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ACTIVIDAD DE POLIGALACTURONASA COMERCIAL SOBRE PECTINA AISLADA

DE FRIJOL -
: iencia _éon que {a Poligalacturonasa hidroliza a la pectina,
bién del polimero (Bonnin, 2002). A su vez el grado de

epende de la fuente utilizada para su aislamiento (ya sean

cltrlcos o manz a). Por; Io que antes de probar la eficiencia de la Poligalacturonasa

comercnal para hldrollzar la pectina de frijol, se caracterizaron los tipos de pectinasas

presemes en', una’ preparacuén comercial de Poligalacturonasa aislada de Aspergillus

niger (f'gura 1 1)

50

40

30 ~

20

Actividad de Poligalacturonasa -
(nmol AU/ min/ mg Prot)

Tratamiento ° 1 2

Poligalacturonato + + + + - - - -
1mnmn

Pectina de citricos - - - - “+ -+ + +
(tmamh

BSA (1mgml) + + + + + + -+ +
PME (1imDA. niger - + - + - + - +
PG (n ) - - 160 160 - - 160 160

Figura 11. Caracterizacion de las actividades enzimaticas presentes en la
preparacion de Pectinasa comercial.
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Dado que ia prepaméién comercial de Poligalacturonasas utilizada era muy activa , la
concentracion de préteina \er‘\_el'ensayo era muy baja, por lo que con la finalidad de
proteger la at’:tividadyrdet la‘enzima de la posible desnaturalizacion por efecto de la
dilucion en tédos'los ‘ejrlsayos se adicioné BSA (seroalbumina de bovino).

La velociduaq:ér'lvz‘i.r'ﬁéﬂca‘ mostrada por la preparacion comercial de Poligalacturonasa
fue similar ;:uahdo en el ensayo de actividad se utilizé poligalacturenico o pectina
altamente meiiléda extraida de citricos como sustrato. Sorprendentemente la velocidad
de Poligalacturonasa no se incremento en el ensayo en el cual se utilizé como sustrato,
pectina altamente metilada, y como enzimas, una mezcla de Poligalacturonasas y
Pectin metilesterasa obtenida de Aspergillus niger (Figura 5). Por el contrario, la adicién
de Pectin metilesterasa de Aspergillus nigeren el caso del poligalacturonato disminuyé
ligeramente la actividad de la Poligalacturonasa (Figura 5). Donde no se adiciond la
Poligalacturonasa no hubo hidrdlisis de pectina (Figura 5). Lo anterior sugiere que la
actividad que se esta cuantificando es debido a la Poligalacturonasa y que la
preparacion comercial de la enzima utilizada en este trabajo contenia Pectin
metilesterasa.

Cuando la pectina extraida del frijol Flor de Mayo con CDTA se utilizd como sustrato de
la Poligalacturonasa, se observd que la cantidad de acido urénico libre era mayor
cuando se incubo por tiempos cortos y mucha actividad de Poligalacturonasa que
cuando se adiciono poca actividad de enzima y se dejé incubando por 18 horas (Figura
6). Por el contrario, la enzima Pectin metilesterasa de citricos y la Pectin metilesterasa
de Aspergilius niger no tienen efecto sobre la cantidad de acido urdnico libre. Y cuando
se incubo la pectina con los dos tipos de hidrolasas (PG y PME), se observd que la
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cantidad de urdnicos libres fue semejante a los obtenidos por la accién de la
Poligalactuyrorv'nasa sola (Figura' 12). Lo anterior sugiere que la pectina de frijol es
sustrato de ia VPoIigéIacturonasa. Dado c;we lé preparaciéon comercial contenia tanto
Poligalactufonasa como la Pectin metilesterasa los resultados anteriores no indican si la

pectina de frijol esta o no metilada.

Actividad de Poligalacturonasa
{nmolAUfmin/mg prot)

TRATAMIENTO

BSA (1mg/ml) - + - + + +
Pectina de trijol + + + + + +
£1ma/mn

PG pU - 90 160 - - 160
PME Citricos - - - + - -
£3001/mn

PME Aspergillus - - - - + +
(10pt/mi)

Figura 12. Actividad de Poligalacturonasa en pectina aislada de frijol Flor de Mayo.
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En cada ensayo, se cuantificd el acido libre inicial, lo que permite calcular el valor de
acido urénico liberado por accion de la Poligalacturonasa y si este valor se modifica por
la accion de la Pectin metilesterasa. Los valores de acido urdnico liberados se
presentan en las tablas 4, 5 y 6 para pectina de frijol, pectina comercial y
poligalacturonato respectivamente.

Tabla 4. Acido Urdnico liberado por accion de Poligalacturonasa comercial en
diferentes sustratos.

SUSTRATO nmol AU/min/mg proteina
Pectina comercial 40.08
Pectina de frijol 4.112
Poligalacturonato 38.92

En todos los casos se observd que la accion de Poligalacturonasa provocé un

importante aumento en los acidos urdnicos libres de las pectinas y del poligalacturonato.
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DISCUSION DE RESULTADOS EXPERIMENTALES

El tiempo de coccién de la semilla de frijol se debe principalmente a la velocidad de
termosolubilizacidn de la pectina que es el componente mayoritario de la pared celular
de los cotiledones. El tiempo de coccidn de esta leguminosa se ve afectado por
diferentes factores. algunos de Ibs cuales son positivos como el remojo, y otros que
provocan cambios negahvos en Ia calidad de coccidon como el almacenamiento

inadecuado. Ambos tupos de factores, remojo y coccion, tienen en comuan el favorecer la

hidratacion de la pared celular ¥ por, tanto proporCIonar tas condiciones adecuadas para

que las enzimas presemes en d celular de las células del cotiledon se activen.

Una de estas enznmas ‘es’la; Poli 'ctui'onasa que hidroliza a la pectina generando

fragmentos de menor peso molecular. Esta disminucién del peso molecular de las

lincrementar su termosolubilizacién durante la

pectinas durante el re oj

coccion, mientras que: la ‘accior de’la Poligalacturonasa durante el almacenamiento

resultaria en un incremento de la reactividad de estos polimeros debido a la exposicion

de un ndmero ;méyo‘ e extrémos terminales. En el primer caso, la accion de la
Pollgalacturonasa aumentarla la calidad de coccidén de la semilla pues el tiempo de
coccion d:smmulria. En el segundo caso la accion de esta hidrolasa resultaria negativa
pues el tiempo.de coccxén aumentaria.

Dado lo anterlor.’ este trabajo se realizd con el propdsito de detemminar si  la

Poligalacturonasa participaba en la modificacion de la pectina, inducida por el remojo o

almacenamiento inadecuado de la semilla de frijol. .
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Para comprobar lo anterior primero se determind la actividad de Poligalacturonasa en

semillas de frijol frési:o de tres variedades, encontrando que la enzima esta presente en

la actividad de

_hecho de que

" a .se activd o bien este incremento se debe
aun aumentb déa‘ gél n e moléculas def‘l/é.enzima, a través de sintesis de novo del
péptido. : ’

En otros s‘isteh;\as‘sé ha'de Str do que durante la elongacién celular, la actividad de
Pohgalacturonasa se lncrementa por sIntesIs de novo (Cotte et al. 2002 y Atkinson et al.

1998). Dado que el remojo de Ia semllla induce la elongacion de las célula del cotiledon,

es probable que el aumento de actividad de Poligalacturonasa aqul reportado, también
se deba a una sintesis de novo de la enzima . Lo anterior sugiere que la disminuciéon de!
peso molecular de las pectinas inducido por el remojo (Blancas, 2001) pueda deberse a
la accion de Poligalacturonasa. Si esto fuera asi, la pectina aislada de frijol deberia ser
un sustrato adecuado para la Poligalacturonasa aislada de otra fuente. En efecto, la
Poligalacturonasa de Asperigillus niger fue capaz de utilizar a la pectina de frijol como
sustrato aunque la velocidad de hidrélisis que en este caso presento la enzima fue 10
veces menor que la que presento cuando el sustrato fue pectina altamente metilada 6
poligalacturonato de sodio. Este resultado podria deberse a que la estructura y / o
composicion de la pectina de frijol fuese diferente a la reportada para pectina de citricos
o el poligalacturonato.

La composicién del polimero aqui estudiado fue similar a la reportada para pectinas del

tipo de los ramnogalacturonanos | que constituye el componente mas abundante de la
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pared celular primaria de las dicotiledoneas. Este tipo de polimero esta constituido por

una cadena  principal de a~1,4 acido galacturénico con uniones «-1,2 ramnosa con

ramiﬁcaciéhésv':de azacares neutros en la posicion 4' de las pentosas (Bonnin, 2002).

s pectmas de cnrlcos y poligalactu nato estan constituidas por una

cadena lme de: écldo galacturémco

Estas diferenclas enbomposnclén y estructura explicarfan porque la Poligalacturonasa

a alslada de frijol que con los sustratos

omogalacturonano En el pnmer caso el enlace a hidrolizar por la

La activ:dad de Ia F o galacturonasa disminuye desde los 7 dias de almacenamiento.

Esta dlsmmucién no se debio a'la accion de proteasas, pues se adicionaron inhibidores

de proteasas y Ia ‘acti dad de la Poligalacturonasa no se modificd. Tampoco parece

deberse a una dlsmmucujn en su extractabilidad, debido a que tiempos mayores de

extraccion de la enz a no modificaron el resultado. Dado que en otros sistemas se ha

reportado que el aumenlo en la actividad de Poligalacturonasa se debe a sintesis de
novo de la enzima, el resultado de que el almacenamiento disminuye la actividad de la
Poligalacturonasa podria deberse a que en las semillas almacenadas el proceso de
expresion de los genes de Poligalacturonasa se han dafiado y ademas que la enzima
presente en la semilla fresca se hubiese inactivado reaccion de Mlllard, ya que la pared
celular es rica en carbohidratos.

El remojo de la semilla almacenada no induce cambios en el peso molecular de la
pectina; pero, el remojo también resulta un tratamiento benéfico para el frijo!
almacenado, ya que el tiempo de coccion del frijol almacenado remojado fue menor que
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el del frijol almacenado y seco. Sin embargo en ei {ote de frijol endurecido no se detecto
actividad de Poligalacturonasa.~ aﬁn a’nrtes.k de -que el frijol se endureciera. Estos
resultados sugieren que éﬁ el efecto benéﬁ_cé del remojo en el tiempo de coccién
participan varios eventos -, siendb uno de ellos la hidrdlisis de pectinas por la
Poligalacturonasa. : ‘

En conjunto, los resulfados anteriores ‘muestran que la pectina de frijol puede ser
modificada por la Pdligélécturonasa‘y que muy pfobablemente durante el remojo de la
semilla, la Poligalactufonasa de la péred celutar hidroliza a las pectinas in muro,
incrementando su terﬁosolublliiacléﬁ. lo due se refleja en una disminucion en el tiempo
de coccion dei frijol. Lo anterior parece constituir la base molecular que explicaria
parcialmente el efecto beneficio del remojo en la calidad de coccion.

Para demostrar de manera definitiva que la Poligalacturonasa constituye uno de los
factores que contribuyen Val efecto benéfico del remojo en el tiempo de coccion se
requiere contar con semillés de frijol que no presenten actividad de Poligalacturonasa y
que por tanto al ser remojados el peso molecular de las pectinas no se modifique y el
tiempo de coccion pbdrla o no disminuir.

En el caso de frijol endurecido, la Poligalacturonasa no parece estar participando en el
efecto negativo del almacenamiento en la calidad de coccién ya que la actividad de la
enzima disminuye hasta niveles no detectables en el frijol que se ha almacenado pero
la semilla aun no se ha endurecido. Lo anterior indica que durante el almacenamiento
del frijol la pectina no es modificada in muro por la Poligalacturonasa presente en la

semilla seca.
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La evidencia que apoya esta Ultima propuesta |la constituye el hecho de que si bien el
remojo de las semillas endurecidas disminuye el tiempo de coccién, los valores de
tiempo de coccidon alcanzados en estos lotes son mayores que los que presentan las
semillas control remojadas en las que esta presente la Poligalacturonasa y donde el

peso molecular de las pectinas se reduce durante este tratamiento.
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CONCLUSIONES

v" El remojo favorece la calidad de coccién aun en frijoles almacenados bajo
condiciones adversas.

v’ La enzima Poligalacturonasa esta presente de forma activa en la pared celular de
semillas de frijol frescas.

v’ La Poligalacturonasa incrementa mas del doble su actividad durante el remojo de las

i/ La _activ:dad de'P‘olIg'é_lacturonasa se pierde después de 10 dias de almacenamiento
inadecuado. ; '
v El ferﬁojo piefde su efecto favorable de aumentar la actividad de Poligalacturonasa

como consecuencia del almacenamiento inadecuado.

Por las conclusiones antericres podemos decir que los niveles de actividad de
Poligalacturonasa estan asociados a la calidad de coccion de las semillas de frijol, y
para preservar esta calidad, es necesaric almacenar el frijol bajo condiciones
adecuadas de »ten‘ibe,'ratura (4°C) y humedad relativa baja. Por otro lado,
recomendamos reny"lo‘jarbel frijol antes de cocinarlo para favorecer considerablemente su

calidad de coccion.
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