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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Aa = absorcién atémica

AF = acido fitico

atm = atmésfera

ca = calcio

cacl, = cloruro de calcio

col = colaboradores

CRC = crudo recién cosechado (6 fresco)
ENCB = Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas
g = gramos

h = hora(s)

HCl = dcido clorhidrico
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HR = humedad relativa

Huas = Huasteco

IPN = Instituto Politécnico Nacional
K = potasio

KC1 = cloruro de potasio

KI = ioduro de potasio

La = lantano

Mg = magnesio

Mich = Michigan 800

ml = mililitros

nM = miliMolar

ug = microgramos

umoles = micromoles

Na - = sodio

Nacl = cloruro de sodio

oc = Ojo de cabra

Paredes celulares = son de los cotiledones

P/V = correspondencia peso a volamen

rpm = revoluciones por minuto

seg = segundos

TCC = tiempo de coccién a consumo

UNAM = Universidad Nacional Auténoma de
México

v/v = correspondencia volGmen a volGmen
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RESUMEN

El frijol es muy importante en la dieta de los pueblos de
Latinoamérica, incluyendo a México, ya que aporta un
porcentaje de la proteina que éstos consumen ademas de
carbohidratos, vitaminas y minerales.

Para ser consumido, el frijol requiere ser cocido hasta
alcanzar una textura suave, no granulosa y aceptable al
paladar del consumidor. El tiempo de coccién a consumo
depende de la estabilidad térmica de la lamela media y esta
influido por la relacién de cationes divalentes y
monovalentes presentes en el grano.

Para demostrar si el contenido y la distribucidén de iones
influyen en el tiempo de coccibn y por ende en la estabilidad
térmica de la lamela, se determindé el contenido de Na, K, Ca
Yy Mg en las diversas estructuras anatémicas de los cultivares
Michigan 800, Huasteco y Ojo de Cabra. Son granos de frijol
crudo y recién cosechados, esto es frescos, que se consumen
en México y que presentan diferentes tiempos de coccidn.

Para realizar el presente trabajo se realizé la separacidn
de estructuras anatémicas. Se aislaron testas, cotiledones
y paredes celulares de los cotiledones, por ser las
estructuras anatémicas de mayor interés por su importante
contenido de minerales y por su participacién en el proceso
de coccién.

Se encontrd que el Mg esta en mayor proporcién en las 3
estructuras anatémicas del grano en comparacién con los otros
3 cationes (Na, K y Ca), lo que resultd sorprendente pues no
se esperaban estos resultados. En los 3 cultivares de frijol
fresco estudiados, el Ca se encontrd en menor proporcién para
las 3 estructuras anatémicas.

En relacidén al tiempo de coccidn, se encontré que existe una
relacién entre éste con el peso del grano, con el contenido
de testa del grano y con el contenido de K en testa.: E:
contenido de iones divalentes no influye:
determinante al tJ.empo de coccién del frijol fresco’ aunque. en
un grano, los iones divalentes en mg sea-
cotiledones que en testa.

Comparando los cultivares aqui estudiados’ para el _.frJ.Jol
Mexicano con el frijol de Estados Unidos. y el de Bras.11 el
Mexicano posee mayor contenido mineral. BE

11
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CAPITULO I. INTRODUCCION

I.1 ANTECEDENTES

El frijol al igual que otras leguminosas constituye una
fuente importante de proteinas particularmente en aquellos
paises donde el consumo de proteinas de origen animal esta
limitado por su poca disponibilidad o en donde aln
habiéndolas, no las consumen por motivos culturales o
religiosos (Sgarbieri y Whitaker, 1982; Stanley y Aguilera,
1985) . Ademas de proporcionar proteinas, también es una
fuente importante de carbohidratos complejos, fibra,

vitaminas, minerales y a&cidos grasos poli-insturados.

Para consumo humano el frijol debe ser cocido. El t_ratamiento
térmico del frijol incrementa el coeficiente de
digestibilidad proteica y disminuye los factores tdéxicos y
antinutricionales presentes en el grano crudo, lo que redunda
en un aumento del valor nutritivo del grano. Sin embargo,
ademds de los beneficios antes mencionados, la coccién trae
aparejadas ciertas desventajas como son una disminucién en el
contenido de vitaminas y una disminucilénv en el valor
biolégico de la proteina, ya que durante este proceso
disminuye la disponibilidad de aminodcidos esenciales como la
lisina y la metionina (Aguilera y Stanley, 1985). Este efecto
dual de 1la coccién, sobre las propiedades nutritivas del
grano, hace deseable el contar con cultivares de frijol que
posean cortos tiempos de coccién en los cuales los efectos

indeseables se minimizan lo suficiente como para que se
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presenten con los 2fectos benéficos del tratamiento térmico.
Lo anterior se puede lograr a través de: a) programas de
fitomejoramiento, b) o seleccién y caracterizacién de los
cultivares ya existentes. Algunos de 1los eventos due
participan en la coccién del frijol han sido definidos ‘pero
se desconoce su influencia en la velocidad que requiere un
cultivar para cocerse, por lo que en la actualidad no se
cuenta con marcadores bioquimicos que permitan 1la
clasificacién e identificacién de los materiales
involucrados.

Por microscopia de luz se ha observado que durante la
coccidén, las células del cotiledén se separan (Jones y
Boulter, 1983). Esta separacién celular se realiza debido a
la solubilizacién de la lamela media. Esto sugiere gque 1la
velocidad de coccién del grano depende de la velocidad de
solubilizacién de la lamela o lamina media. Esta estructura
mantiene a las células individuales Jjuntas y rigidas;
consiste en su mayor parte de pectina, esta pectina
interacciona con iones divalentes particularmente Ca y Mg,
tal interaccién provoca que sea indisoluble. La pectina es un
polimero ramificado formado por unidades de acido
galécturénico parcialmente metilado. El grado de metilacién y
la cantidad y tipo de cadenas laterales varia con la fuente

de pectina.

Con el prop6ésito de determinar la posible relacién entre el
contenido de jones y la velocidad de coccién del grano, en

este trabajo se cuantificaron los niveles de iones divalentes
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y iones monovalentes presentes en tres cultivares de frijol
consumidos en México y que muestran diferente velocidad de

coccién a consumo.

I.2 EL FRIJOL.

Durante milénios, los recursos vegetales mas importantes para
la dieta basica de los pueblos del Medio Oriente, India,
Asia, Centro y Sudamérica han sido las lequminosas (Jones Yy
Boulter, 1983; Mora, 1982; Sefa-Dedeh y col., 1978). Familia
que comprende mas de 11 000 especies, y entre las cuidles se
encuentran los frijoles (Elias, 1982).

La Figura 1 muestra el dibujo de una planta de frijol y sus

granos (Durvan, 1970).

I.3 CULTIVO, PRODUCCION Y CONSUMO NACIONAL.

Aproximadamente el 70% de la superficie total cultivable del:
pais se destina a alimentos bdasicos (maiz, frijol, tfiéd;r
arroz, papa). El1 30% restante, lo cubren setenta culti?dé
mas. Originalmente el frijol fué una planta exclusiva de los
trépicos y por su adaptabilidad a casi cualquier altitud, se
cultiva en todo el mundo (Jaffé y Brucker, 1972).

Se puede decir que el frijol del género Phaseolus es uno de
los cultivos basicos en la agricultura de México, ocupa el
tercer lugar en importancia Nacional, después del maiz y el
trigo; siendo 1las especies de frijol bayo y negro, 1las de
mayor consumo.

Se siembran alrededor de 2 millones de hectireas de frijol,
la mayoria de ellas (85 - 90 %) son de temporal y el resto

son de riego; con un rendimiento promedio de 700 kg/hectarea.

15



FIGURA Ne 1.

PLANTA DE FRIJOL, “Phaseolus vulgaris'.

1.- HOJAS VERDADERAS

2.- HOJAS COTILEDONES

3.- VAINA (FRUTO O
LEGUMBRE)

4.~ SEMILLAS O GRANOS

5.~ RAIZ PRINCIPAL

6.- NODULOS DE RAICES

e8P0 8PP VPIRIPIIYPSEDS

Durvan, S.A. 1970.
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Las entidades de mayor consumo de frijol en el pails, cuyo
consumo representa el 61% de la producciébn Nacional anual
son: D.F., Veracruz, Edo. de México, Jalisco, Puebla,
Guanajuato, Michoacdn, Nuevo Leén y Oaxaca (Crispin y col.,
1986) .

La comercializacién del frijol se lleva a cabo por la
Compafiia Nacional de Subsistencias Populares (CONASUPO),
principalmente. Esta compafiia maneja aproximadamente el 45%
de la produccién Nacional. Cuando existen pérdidas del frijol
debidas a la falta de consumo (porque el frijol se encuentra
endurecido) se propician las importaciones. Sin embargo, en
Noviembre de 1991, México se convirtid en un pais
autosuficiente en la produccién de frijol, maiz y trigo

(Morales y Ramirez, 1991).

I.4 ANATOMIA DEL GRANO DE FRICIIOL CRUDO RECIEN COSECHADO.

La estructura del frijol, la dan las partes anatdémicas del
grano (Stanley y Aguilera, 1985); en la parte externa del
grano (Figura 2), se encuentran:

* La cubierta del grano que es la testa, compuesta por una
capa de células de pared gruesa 1llamadas células en
empalizada. Para retirar 1la cubierta del grano puede
realizarse un pelado manual directo, al trabajar con granos
crudos, o puede ser de una manera indirecta, en la que
después de poner el grano de frijol en agua durante varias
horas, puede retirarse manualmente con facilidad la cubierta

exterior del grano.

* E1 hilio, es una cicatri® ovalada en la superficie de.
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grano en la parte media del borde.

* E1 micrépilo, es una pequefia abertura de la testa junto al
hilio.

* E]1 rafé, es una arruga del hilio opuesta al micrépilﬁf

En la parte interior del grano de frijol (Figura 3)}' se
encuentra el eje embrionario constituido por:

* E1 embrién o talluelo, formado por dos hojas priﬁariés.

* Un tallo, compuesto por el epicotilo e hipocotilo.

* Una rajiz rudimentaria o radicula.

* Y dos cotiledones, que forman la parte principal'ael
frijol. En su microestructura éstos se constitdyéh bpr
células parenquimatosas (enlazadas por 1la pared celﬁlaf» a
través de la 1lamina media) y un envoltorio Véécuiar
ocasional, formado por células empacadas (Staniéyly

Aguilera, 1985).

I.5 COMPOSICION QUIMICA DEL FRIJOL.

Debido a que la testa y los cotiledones son las estructuras
anatémicas mayoritarias en el grano y las que participan en
el proceso de coccién del frijol, en esta seccién se
especifica la composicién quimica de las mismas.

La cantidad total de 1los componentes, que conforman la
composicién quimica porcentual del frijol, estd regida por:
el tipo de cultivar, por la localizacidén del grano en 1la
vaina, por las condiciones de crecimiento, por 1la
localizacién geografica del cultivo}~po: las .condiciones de

cosecha (Ramirez, 1990).

En la Tabla 1 se muestra la composiéiéhlqﬁimiea porcentual

18



FIGURA N2 2.

PRINCIPALES ESTRUCTURAS ANATOMICAS EXTERNAS DEL GRANO
DE FRIJOL FRESCO (Phaseolus vulg..is).

1.- RAFE
2.- HILIO
3.~ MICROPILO
4.~ TESTA

rer P IIRIOIIVIPRYS

Weier, T.E. y Stocking, G.R. 1980.
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FIGURA N2 3 .

PRINCIPALES ESTRUCTURAS ANATOMICAS INTERNAS DEL
GRANO DE FRIJOL FRESCO (Phaseolus vulgaris).

5.- COTILEDONES

6.- EJE EMBRIONARIO =
RADICULA (6A) +
EMBRION (6B)

Qe 2000000000

Weier, i.E; Y Stocking,‘G.R. 1980.
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*

TABLA No 1

COMPOSICION QUIMICA PORCENTUAL DEL GRANO
FRIJOL CRUDO Y ENTERO.

componente %
AGUA 10.4
PROTEINA 22.5
GRASA 1.5
CARBOHIDRATOS .
TOTALES 61.9
CENIZAS ‘3.7,

Stanley, D.W. y Aguilera, J.M. 1985,

21
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del frijol crudo entero (Stanley y Aguilera, 1985).

Dentro de los constituyentes principales del grano de
frijol, se encuentran :

Los carbohidratos. Entre éstos, el mas abundante es el
almidén que se encuentra contenido en los cotiledones, ademis
se encuentran azlcares enlazados covalentemente a las
proteinas de reserva, éstos son: manosa, glucosamina,
galadtosa, xilosa y fructosa (Chang, 1982; Sathé y Salunkhe,
1981) . Los granulos de almidén en las leguminosas son
resistentes al hinchamiento y ruptura, y se caracterizan por
contener de 20 a 30 % de amilosa (Sathé y Salunkhe, 1981).
Las temperaturas de gelatinizacién de este componente varian
de 60 a 75 °C.

Las paredes celulares de las células de 1los cotiledones
consisten de celulosa, hemicelulosa y lignina. Se encuentran
unidas a través de la lamina media constituida,
principalmente, de sustancias pécticas. Estas sustancias
pécticas forman un gel polielectrolitico por entrecruzamiento
de cationes divalentes que sirve como material adhesivo en - la
unién celular (Aguilera y Stanley, 1985; Stanley y Agquilera,
1985) .

Entre las proteinas de los cotiledones se tienen: globulinas,
albGminas, glutelinas y prolaminas, entre otras (Chang,
1982). La mayoria de estas proteinas se encuentran
localizadas en estructuras llamadas "cuerpos proteicos", los
cudles son generalmente esféricos, rodeados de una membrana
lipo-proteica con inclusiones cristalinas ricas en fitina

(Jean-Caude, 1978; Stanley y Aguilera, 1985).
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El fitato presente en los cuerpos proteicos, se encuentra
como un complejo de sal soluble formado por proteina-calcio-
fitato en su mayoria, y en un 10 a un 15% se encuentra como
cristales globoides insolubles (Reddy y col, 1988). La fitina
es el hexametafosfato de mioinositol y constituye la reserva

-2 fésforo del grano.

Los lipidos se encuentran como cuerpos oleosos almacenados
principalmente en los cotiledones siendo el &cido linoléico y
dcido linolénico los &cidos grasos mayoritarios (Stanley vy

Aguilera, 1985).

El frijol es rico en minerales, entre los que se encuentran:
calcio, hierro, cobre, zinc, potasio, sodio, magnesio, etc,

..., etc. (Jones y Boulter, 1983).

Entre los carbohidratos contenidos en la testa est&n: 1la
celulosa, la hemicelulosa y sustancias pécticas. También se
encuentra la 1lignina, que es un componeﬁte de la 1lamina
media, no removible por agentes quelantes. Y los polifenoles,
que son compuestos que dan el color del grano (Stanley y

Aguilera, 1985).

I.6 VALOR NUTRITIVO.

Se ha incrementado el consumo de frijol por su alto
contenido proteico, gran aportacién calérica y bajo costo
(Aguilera y col., 1982; Aguilera y Stanley, 1985; Jones Y
Boulter, 1983; Molina y col., 1982; Mora, 1982; Stanley y

Aguilera, 1985). Sin embargo, existen h&bitos inadecuados en
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la coccién del frijol (como la falta de utilizacion de sales
en el remojo o la ausencia del remojo o un menor tiempo de
coccién al requerido) ser consumido que ocasionan la
presencia de factores antinutricionales, éstos limitan su
valor nutricional pero con una buena preparacién pueded ser
inactivados (Aguilera y col., 1982; El-Hag y col., 1978;
Stanley y Aguilera, 1985).

El frijol es una fuente pobre de aminodcidos azufrados
como metionina y cisteina. Si estos aminoacidos son
adicionados, se puede mejorar la calidad nutritiva del frijol

(Bressani y col., 1963; Molina,y col., -1975). Asi, los

cereales (ricos en metionin resultan el

bbr: s@y'alto

También, el frijal:apq;ta é la dieta vitaminas como tiamina
(B1), riboflaviné“f(32)3ij niacina (Jones y Boulter, 1983;
Stanley y Aguilera,V19§5).

La celulosa, la hemicelulosa y sustancias pécticas son otros

componentes del grano entero, que aportan principalmente

fibra a la dieta (Pefia y Ortega, 1986).

De ia inactivacién de enzimas o de la insolubilizacién de las
proteinas resulta la interaccidén de los polifenoles con
proteinas, por lo que se limita el aprovechamiento de 1las

proteinas (Deshpande y col., 1982).
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Los frijoles crudos se caracterizan por contener sustancias
téxicas. La mayoria de ellas son termolidbiles y con la
temperatura alcanzada durante la coccién se pueden inactivar.
Entre los factores téxicos que contiene el frijol estén: los
inhibidores de enzimas, hemaglutininas, factores
antivitaminicos, &cido fitico, factores producﬁores:de
flatulencia, saponinas, isoflavona, etc, ... (Harpgr[ 1975;
Jaffé y Brucker, 1972). ; B

El fitato disminuye la biodisponibilidad de minerales
esenciales (Ca, Mg, 2n, Fe) y posiblemente el complejo
presente interfiere con la utilizacién de la proteina (Reddy
y col., 1988; Stanley y Aguilera, 1985). A
Nutricionalmente, el fitato afecta la absorcién y 1la
utilizacién de minerales por su precipitacién como sal

insoluble en el estémago y duodeno (Harper, 1975).

La evaluacién bioguimica para conocer el valor nutritivo del
frijol se encuentra en una etapa de pleno desarrollo. Martin
de Portela (1982), ha estudiado los mecanismos que conducen a
alteraciones en el aporte mineral tanto en el proceso de
cultivo del frijol (que con el uso de fertilizantes se
empobrece el suelo de algunos elementos importantes para
nutrir a la planta) como durante algunos de los procesos
utilizados para el mayor aprovechamiento del grano (por
ejemplo, con el secado en condiciones enérgicas se favorece
la volatilizacién de algunos elementos y con el
refinamiento como la molienda, que ayuda a reducir el

tamafio de las particulas, se desfavorece el aporte mineral
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por las posibles pérdidas ocurridas).

En estudios recientes, la obtencién de concentrados de
proteina del frijol blanco comin, ha sido utilizada para
adicionarse a harinas de diferentes tipos de leguminosas o
para adicionarse a alimentos tradicionales y asi elevar el
valor nutritivo (Duszkiewicz-Reinhard y col., 1988).

Dentro del proceso de coccién del frijol, se tienen ventajas
como es la desnaturalizacién de proteinas con lo que aumenta
la digestibilidad de las mismas y disminuye el contenido de
factores téxicos que son termoldbiles (Jones y Boulter, 1983;

Molina y col., 1975).

Aunque en todos los casos la coccidén del frijol tiene
beneficios sobre el aumento del coeficiente de
digestibilidad proteica pues la combinacién del proceso
de " Germinado " junto con el tratamiento de calor tiene
mayor eficacia, ya que este proceso de germinado trae consigo
una excelente digestibilidad proteica y la reduccién de.la
actividad del inhibidor de tripsina. Sin embargo, también se
tienen desventajas, entre éstas se tiene la disminucién en la
calidad nutritiva del grano debido a que se afecta el
contenido de grasas, minerales y de aminodcidos como 1la
lisina (El-Hag y col., 1978). Por esta razén de acuerdo a
como se trabajen las condiciones del proceso de germinado
(tiempo, temperatura y humedad), ser& el valor nutritive que

se obtenga (Nielsen y Liener, 1988).
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I.7 PROCESAMIENTO DEl, FRIJOL PARA CONSUMO HUMANO.

Para desarrollar el sabor y la textura del frijol, aceptable
al paladar, es necesarioc cocerlo para consumo humano. Dentro
de este proceso de coccién se incluyen los siguientes
eventos:

lo. REMOJO.- los granos permanecen en agua durante toda la
noche a temperatura ambiente.

20. DRENADO.- desalojo del agua de remojo.

30. COCCION.- los granos permanecen en agua fresca hirviendo
durante el tiempo necesario para que el grano adquiera la
textura y sabor agradables al paladar (Aguilera y col., 1982;
Aguilera y Stanley, 1985). La coccién del frijol se realiza a
presién normal o reducida (Bressani y col., 1963).

Ademas, con este proceso se inactivan los inhibidores de
tripsina y hemaglutininas y hacen que, nutricionalmente, se
encuentre asimilable la proteina gue contiene’ (Aguilera y

col., 1982; Mora, 1982; Sefa-Dedeh y col., 1978).

Algunos vegetales y también algunas frutas, hecesitan ser
blanqueadas (permanecer durante 2 o 3 minutos en agua
hirviendo) para inactivar sus sistemas enzimaticos como el de
las peroxidasas, entre otros (Kermasha y Metche, 1988); pero
el frijol no sélo necesita ser blanqueado, sino que el tiempo
de exposicién al calor debe ser mucho mayor y variable para

cada cultivar, y asi poder ser ingerido.

Dentro de 1la preparacidn para el consumo del frijol

usualmente se incluyen los procesos de remojo y tratamiento

térmico .
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Con el remojo, disminuve considerablemente el tiempo de
coccién por lo que influ;e de manera positiva en la calidad
nutritiva, ademds ayuda en el ahorro de energia para la
preparacidn y consumo del frijol. La eficiencia del proceso
de remojo depende directamente del tiempo, de la temperatura
y del uso de soluciones salinas que faciliten después la
coccién (Gonzalez de Mejia, 1982; Molina y col., 1975; Molina
y col., 1982).

Se ha considerado que la calidad de la coccién del frijol
estad influida por el tiempo de almacenamiento (Mora, 1982;
Sefa-Dedeh y col., 1978); por el grosor de la testa y por el
contenido en celulosa y lignina que tiene ésta (Agquilera y

Stanley, 1985).

El tiempo del proceso de coccién del frijol para que sea
consumido es variable segln el cultivar y el lote de frijol

del que se trate (Moreno y Ramirez, 1986; Quiroz, 1990).

I.7.1 Mecanismos propuestos para la termosuavizacién del
frijol.

‘" Con el proceso de coccién, se induce una alteracién de 1la

estructura del grano de frijol pues existe una separacién de

las células y el material adhesivo (Aguilera y Stanley, 1985,

Stanley y Aguilera, 1985).

Se ha postulado que la solubilizacién de la lamela media que
acompafia al fendémeno de la coccién se debe realizar por:

a) la accién de quelantes citoplasmiticos (Kon Yy Sanshick,
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1981; Moscoso y col., 1984);

b) y/o por un recambio de los iones divalentes de los
pectatos por iones monovalentes (Van Buren, 1986). Esta
propuesta sugiere que la velocidad de coccién dependerid de
los contenidos de iones divalentes y iones monovalehtes
presentes en el grano de frijol;

c) y/o por despolimerizacién de la pectina.

El mecanismo basado en los quelantes citoplasmiaticos propone
al Acido fitico (AF) como principal responsable de la
solubilizacién de las pectinas. Recientemente Bernal y col
(1991), demostraron que el AF no participa como agente

quelante en la coccidén del frijol.

Como apoyo al mecanismo que considera que la solubilizacién
de las pectinas de la lamela media requiere de un recambio de
iones divalentes (Ca y Mg) de los pectatos por iones
monovalentes (Na y K), existe la siguiente evidencia: cuando
se remoja frijol en soluciones salinas que contienen Na como
catién principal (cloruro, fosfato, carbonate, bicarbonato,
hexametafosfato) en vez de utilizar H,0 Gnicamente, el tiempo
de coccién del frijol se disminuye (Sievwright y Shipe,
1986); sin embargo, hay que aclarar que el pH era > 7.0.

Esta evidencia se utiliza dentro de las innovaciones que
estdn surgiendo para producir una coccién r&pida del frijol,
como el remojo del grano en una solucién de varias sales,
proceso del cudl se origina la produccién de frijol

instantdneo en polvo (Aguilera y col., 1982).
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I.8 RELACION DE ALGUNOS CATIONES EN LA COCCION DEL GRANO DE
FRIJOL.

En esta seccién se presentan algunos datos y su
interpretacién como apoyo a la posible relacién entre los
contenidos de iones del grano y la velocidad de coccién del
frijol.

Elias (1982), encontrd que si los niveles de cationes
monovalentes es mayor que los de cationes divalentes, en los
granos de frijol, entonces se facilita la disolucidn de las
sustancias pécticas presentes; con esta disolucidén se
facilita 1la coccién de 1los granos de frijol y como
consecuencia se obtiene su ablandamiento. De acuerdo a estos
datos, se sugiere que de los 3 cultivares estudiados en el
presente trabajo, el grano que es mas f&cil de cocer sea el
gue contenga mayor cantidad de Na y K (contenido que

principalmente se espera encontrar en los cotiledones).

Un contenido alto de Ca ocasiona mayor firmeza en el tejido
que lo contengan (Poovaiah, 1986; Stanley y Aguilera, 1985) y
en algunos casos la influencia del calcio para proporcionar
firmeza en los tejidos es deseable (Hsiao-Chen y McFeeters,
1983); este contenido elevado de Ca hace pensar en 1la
presencia de mayor cantidad de sustancias pécticas insolubles
en el agua de remojo y/o coccién, ya que el porcentaje de
pectinas solubles, de los cotiledones en agua caliente Yy é;
hexametafosfato, es proporcional al tiempo de cocciéh. del
frijol (castillo, 1990).

Con lo referente a los cultivares del presente trabajo, se
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espera que el contenido de Ca en las estructuras anatémicas
del grano sea bajo y exista una asociacién con la textura del

grano crudo y fresco.

Jackson y Varriano-Marston (1981), y Moscoso (1982), regortan
que a medida que el frijol va envejeciendo, la cantidad de Na
y K perdidos durante el remojo es mayor que para el frijol
fresco lo que ocasiona que aumente la proporcién de Ca y Mg,
dificultandose asi la coccidn. Estos argumentos adn se
contindan estudiando pues sélo resulta cierto si se trata de
cotiledones, y no es asi cuando se trata de testas. Por esta
razén es importante plantear cémo se encuentran distribuidos
el Na, K, Ca y Mg en las diferentes estructuras anatémicas
del grano de frijol CRC y obtener bases para futuras
investigaciones con 1la distribucidén de iones en frijol

cocido y en frijol endurecido.

I.9 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
I.9.1 Generalidades

Cuando se requiere analizar una muestra para determinar el
contenido de un elemento metalico, por el método de abééf&iéﬁ 
atémica (como aluminio, hierro, calcio, magnesio, sdéiot’o:
potasio); es necesario que la muestra se encuentfe éhg
solucién para ser aspirada por el espectrofotémetrony
convertida en vapor atémico.

La muestra vaporizada después es transportada hacia la flama‘
donde una gran proporcién de atomos del metal contenido en la
muestra, poblardn la flama en el estado fundamental

(como

dtomos neutros); estos atomos son irradiados pPoOor un rayo de

31



luz monocromidtica que proviene de una fuente de energia, o
lampara de c&todo hueco (Alkemade y Milatz, 1955; Pawluk,
1967; Perkin-Elmer, 1976; Walsh, 1955; Walter, 1969). Puesto
que las longitudes de onda del rayo de luz son iguales entre
si los atomos neutros del metal al pasar a través de 1la
flama, son capaces de absorber una porcién de energia por 1lo
que se reduce la intensidad del rayo de luz. Si este &tomo es
excitado, entonces la cantidad de 1luz absorbida se emite
(Ewing, 1976).

Ya que la absorcién de la luz por la muestra vaporizada es
proporcional a la concentracién de &atomos neutros del metal
en la flama, la medicién de la absorcién puede ser usada como
una medida cuantitativa de 1la concentracién del elemento
metdlico de la auestra original en cuestidén (Walsh, 1955).
Debido a los avances en la tecnologia del equipo, para la
mayoria de las determinaciones, el tiempo consumido en las
mediciones se ha reducido hasta un 25% (Pawluk, 1967).

Por otra parte, para tener un rango analitico del 20 al 80%
de absorcién con una variacién del 1 o 2%, debe prepararse
una solucién de la muestra facilmente aspirable a través del
tubo de muestreo del vaporizador del equipo (Perkin-Elmer,
1976). Normalmente, es suficiente utilizar 3 diferentes
estindares para la calibracién del equipo y el trazo de lé

curva patrén.

La concentracién requerida, es estimada de acuerdo a las
sensibilidades dadas en la metodologia que plantea Perkin-

Elmer, (1976); se debe tomar en cuenta que en la preparacién
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de las soluciones, por lo menos se requieren de 2 ml de

solucién para cada medida de absorcién.

Una vez preparadas las soluciones se procede a leer en el
espectrofotémetro de absorcién atémica. Las corridas se
realizan introduciendo primero el estandar después la
muestra, estadndar - muestra - estandar - etc., ... etc.

De 1los resultados obtenidos, se calcula un promedio y se
detarmina la concentracién del metal a la gque corresponde
cada muestra. Si el equipo proporciona las equivalencias en
concentracién, ya no es necesario trazar una curva patrén
pero si, es necesario calibrar adecuadamente el equipo

(Ewing, 1976; Perkin-Elmer, 1976; Walter, 1969).

I.9.2 Sensibilidad en la absorcién por el equipo de
Absorcién atémica.

Se refiere a la concentracién de una solucién de un elemento

en agua que absorbe el 1% de luz irradiada, expresandose como

ug/ml/1% (Perkin-Elmer 1976).

El 1% de absorcién corresponde a 0.0044 de absorbancia, de

acuerdo a Ewing (1976). Asi se tiene que las sensibilidades

para los iones de Ca, Mg, Na, K son:

ca = 0.030 ppmn.
Mg = 0.008 ppm.
Na = 0.040 ppm.
K = 0.100 ppmnm.

Estos valores se pueden usar para conocer la sensibilidad de
la lampara utilizada y para los estandares; cuando se
utilizan las concentraciones de 15 a 65 o 100 veces mayores,

se puede observar que la curva patroén es lineal.
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Puede ocurrir que la sensibilidad de absorcién disminuya

ocasionando que no se dé una relacién lineal entre 1la

absorbancia y la concentracién (Walter 1969).

Entre las causas de ésto se tiene que :

a) la vaporizacién es incompleta.

b) la disociacién molecular (a&tomos por unidad de volamen),
no se lleva a cabo por temperaturas bajas de la flama.

c) hay ionizacién o excitacién.

d) el equipo no termina de aislar la linea analitica de

otras lineas emitidas.

I.9.3 Limitantes existentes en el método de absorcién
atémica. Clasificacién.

La aplicacién del método, se encuentra limitada

principalmente por interferencias para metales cuya linea de

resonancia estd dentro del rango de luz ultravioleta (U.V.) y

las regiones visibles del espectro electromagnético

(Alkemade, 1955; Perkin-Elmer, 1976).

Las interferencias ocurren en la determinacién de un elemento

especifico y se debe considerar para la preparacién del

estandar para dicho elemento (Walter, 1969).

Se clasifican en :

I.9.3.a Interferencias Quimicas.

Ocurren cuando el elemento de interés se combina con algGn
ién presente en la solucién para formar un compuesto
reduciéndose la cantidad de &tomos neutros en la flama del

equipo (Alkemade, 1955). Como resultado disminuye 1a

34



sensibilidad de la absorcién atémica cambiando el valor de la
absorcién (Walsh, 1955).

Este tipo de interferencia puede controlarse con el uso de
temperaturas altas en la flama o adicionando a la solucidén de
la muestra o del estandar, un agente 1liberador o catién

competitivo (Walter, 1969).

I.9.3.b Interferencias por Ionizacién.

Ocurren cuando uno de los &tomos neutros pierde un electrén
por la temperatura alta de la flama originandose, asi, un
catién gue es capaz de absorber radiaciones a diferentes
longitudes de onda que el &tomo original (Alkemade, 1955).
Este tipo de interferencia puede ser controlada con 1la“
adicién en exceso de un elemento de féacil ionizacién,(d§:1Q06,~
a 2000 ug/ml de un metal alcalino), a la soluqiéﬁAeétéhéafrﬁ'

de la muestra (Walter, 1969).

I.9.3.c Interferencias de Matrices.
También 1llamada "Interferencia de Masa"g(Waish; 1955).
Ocurren cuando las caracteristicas fisicas dela qélucién de

la muestra difieren de las caracteristicas fisipas‘ de 1la

solucién estandar (Alkemade, 1955).
Este tipo de interferencia puede ser cbhtfolédaidiluYendo la
solucién de la muestra para reducir las salés'presenteS'o los

dcidos disueltos (Walter, 1969).

I.9.3.d4 Interferencias de Espectros.
Generalmente se presenta en la geoquimica, pues la mayoria de

las muestras incluyen un gran nimero de elementos. Si 1las
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lineas espectrales de un sdlo elemento no pueden ser
resueltas por parte del elemento a ser determinado, se
origina un error analitico positivo porque se adicionan dos
sefiales (Walter, 1969).

Puede ocurrir cuando se utilizan lamparas de catodo hueco
multielemento, porque otros elementos pueden emitir
radiaciones a la longitud de onda del elemento en estudio.
También suele suceder que cuando se usan lamparas de céatodo
hueco simples, éstas pueden contener impurezas en el material
del cé&todo y por esto, actitan como si fuese una lampara

multielemento (Ewing, 1976).
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CAPITULO IXI. OBJETIVOS

* Determinar algunas de las caracteristicas morfolégicas
externas del grano de frijol que contribuyan a estabiecer
alguna diferencia "detectable a simple vista" y gque puedan
indicar que el grano de frijol requiere tiempos de coccién
largos o cortos cuando éste se encuentra crudo Yy recién

cosechado.

* Determinar los niveles de sodio, potasio, calcio y magnesio
en la testa, en los cotiledones y en las paredes celulares de

los cotiledones.
* Analizar estadisticamente los datos obtenidos.

* Relacionar los tiempos de coccidn conhocidos en 1la
literatura con las caracteristicas fisicas observadas a
simple vista y los contenidos iénicos determinados en el
grano de frijol crudo recién cosechado de los 3 cultivares

utilizados en el presente trabajo.
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CAPITULO III. MATERIALES

III.1 MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras utilizadas fueron de frijol (P. vulgaris), crudo
recién cosechado (CRC), representadas por tres cultivares
diferentes: Michigan 800, Huasteco y Ojo de Cabra.

Fueron otorgadas por el Departamento de Bioquimica Vegetal de
la Divisién de Estudios de Posgrado de Bioguimica en la UNAM
Y se recibieron con fecha de cosecha: Febrero de 1988. Los 3
cultivos fueron realizados en Morelos en el mismo ciclo
agricola, bajo las mismas condiciones de riego, de

fertilizacién y de manejo post~-cosecha.

III.2 EQUIPO

* Balanza analitica Sartorius Digital con sensibilidad de

0.1 mg.

Centrifuga. Damon/IEC Divisién: IEC HN ~ S.

Desecador, con CaCl2 anhidro como agente secante. :

Espectrofotémetro de absorcién atémica. Perkin-Elmer 209-B.

Estufa al vacio, Equipar S.A. Precision GCA. corp.

Estufa de conveccién mecdnica. Precision. GCA.

Extractor Soxhlet. Pyrex. UNAM.

Homogeneizador eléctrico. Sybron/Thermolyne. -

Lamparas de catodo hueco para determinar: sodio, potasio,

calcio y magnesio.

Mallas N2 20, 40 y 60 para molino de laboratorio W11ey.

Microscépio de luz. ZIESS.

Molino de laboratorio Wiley. Scientific Aparatus; Arthur H.

Thomas Co.

* Mufla para laboratorio tipo ca]a. Mod. 51848. Lindbergqg.
Parrilla eléctrica PS. Precision Scientific. GCA.

* Potencidémetro digital. Corning 125, pH meter 3D.

* % % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

* * %

*

II1.3 MATERIAL DE LABORATORIO

agitador.
bisturi.
brocha de cerdas suaves.
cartucho poroso.
2]

* * % ¥
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crisoles de porcelana.

cucharillas de vidrio.

embudo de cola larga. Pyrex.

frascos ambar de 150 ml.

matraz aforado de 50 y 100 ml. Pyrex. .
matraz de fondo plano de 500 ml. Pyrex, con boca
esmerilada, entrada 24/40.

mechero Bunsen.

papel filtro Watman N¢ 1.

papel Parafilm "M" de laboratorio. American National can.
pinzas para crisol.

pinzas para soporte universal.

pinzas quirdrgicas.

pipetas Pasteur.

placa de vidrio.

porta- y cubre- objetos para frotis de microscépio.
refrigerante. Pyrex.

rejillas de asbesto.

soporte universal.

tridngulo de porcelana.

tubos de ensaye plasticos para centrifuga.

vasos de precipitados de 10, 100, 250 y 1000 ml. Pyrex..
vidrio de reloj. )

* % % % ¥ ¥

* % % % ¥ % ¥ X F ¥ X ¥ * X ¥

IITI.4 REACTIVOS

acetona. Sigma, Chemical Company.

acido clorhidrico concentrado. Baker.
acido nitrico al 25%. Baker.

agua deionizada.

benceno. Baker.

carbonato de calcio. Baker.

cloruro de potasio. Baker.

cloruro de sodio. Baker.

éter etilico anhidro. Baker.

hielo seco.

lugol. Preparado con KI. Baker.

magnesio en granalla. Sigma, Chemical Company.
6xido de Lantano. Sigma, Chemical Company.
trietanolamina. Sigma, Chemical Company.

* % % * X % % F ¥ F ¥ N X
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CAPITULO IV. METODOS

IV.1 RECEPCION DE MUESTRAS.

Las muestras de frijol CRC, se mantuvieron en refrigeracién,
en frascos herméticamente sellados con papel parafilm ademas
de su tapa convencional.

En estas condiciones el grano conserva sus caracteristicas de
frescura.

Para trabajar las muestras, antes de abrir los frascos, se
estabilizaron a temperatura ambiente.

En la Figura 4, se muestra un esquema de las determinaciones

efectuadas en el desarrollo experimental de este trabajo.

IV.2 DETERMINACION DEL, CONTENIDG DE HUMEDAD.

El contenido de humedad de las muestras, s~ determin6 por. el
procedimiento de "estufa de secado con vacio", (Altami??ho[y
Morales de Lebén, 1985). e
Esta determinacién se realizd por gquintuplicado y sé,expresb

como el promedio de las determinaciones y la desviacién

estdndar de cada uno.

IV.3 CONTENIDO DE GRANOS EN 10 g DE FRIJOL.

Para conocer el nimero de granos, se pesaron pequefios lotes
de 10 g. de frijol; cada uno de éstos se colocd sobre un
vidrio de reloj y se contdé el nimero de granos contenidos en
la muestra. La determinacién se realizé por quintuplicado y

se expresé como el promedio de las 5 determinacicnes a 1la
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FPIGURA N2 4.

RUTA DEL DESARROLLO EXPERIMENTAL.

RECEPCION
DE
MUESTRAS
DETERMINACIC
DE
HUMEDAD
IPESADO l
CONTENIDO DE
GRANOS EN
10g MUESTRA
AISLAMIENTO
DE: TESTA Y
COTILEDONES
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: : : (eliminado)
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Y
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CELULAR

1

RECOLECCION
DE PAREDES
CELULARES

CITOPLASMA
(eliminado)

CALCINADO

|

PREPARACION DE SOLUCIONES :
DE MUESTRAS Y ESTANDARES Na,
K, Ca y Mg.

DETERMINACION DE Na, K, Ca y
Mg POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS
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desviacién estandar.

Durante esta determinacién se realizaron observaciones
de las caracteristicas presentadas por cada uno de los 3
cultivares del presente trabajo comparandolos entre si. Las
caracteristicas observables a simple vista fueron:

* color;

* impurezas (tomando en cuenta basura, piedras, granos que.no
corresponden a ese cultivar, granos rotos, granos

imcompletos, granos con testas y/o cotiledones arrugados o

rotos);

* tamafio del grano;

* facilidad de pelado (dentro de ésta se tomaron en cuenta
los tiempos del pelado del lote de 50 g, se observd el
grosor que tenia la testa de cada éultivar en comparééiéh ﬁ@ﬁ‘
los otros 2 cultivares, asi como la oblongacién qﬁe pfeséhtan
los cotiledones); BRI ; 7: ‘

* brillo de la testa (gque nos d& una idea-dél‘probable

contenido de lipidos en testa).

IV.4 AISLAMIENTO DE TESTA Y COTILEDONES.

La separacién de las estructuras anatdémicas del gréﬁéi déi
frijol se realizé en forma manual. La testa se removiétébﬁhiéi
ayuda de un bisturi y pinzas quirdrgicas. En los casos donde
la testa se observé un poco despegada de los cotiledones, se
presionaba el grano ligeramente con los dedos para facilitar
el pelado.

Cada uno de los granos, se abrié a lo largo, se eliminé el

eje embrionario y se guardaron los cotiledones.
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Se pesaron las testas obtenidas y los cotiledones obtenidos.
Se realizaron los calculos correspondientes a cada una de las
muestras para presentar los contenidos porcentuales con
respecto al peso inicial de trabajo (ver apéndice). También,

se realizaron 1los cédlculos correspondientes al ' eje

embrionario que fué eliminado por diferencia de pesos.

IV.S5 OBTENCION DE HARINA DE COTILEDONES.

MOLIENDA Y TAMIZADO.
Para facilitar su manejo posterior, los cotiledones se
pulverizaron en un molino de laboratorio y las harinas se
tamizaron con malla Ne 20, después con malla N¢ 40 y por
Gltimo con malla N2 60. Las harinas se recolectaron con una

pequefia brocha de cerdas suaves para evitar pérdidas.

IV.6 DESENGRASADO DE LAS HARINAS DE LOS COTILEDONES.

La muestra de harina de los cotiledones fué separada en dos
porciones: 5 g, se utilizé para la obtencién de cenizas y el
resto fué sometida a una extraccién etérea continua en.
"Soxhlet" con éter etilico anhidro como solvente, (Altamirano
y Morales de Lebn, 1985). -

La extraccién se realizé durante 24 h. Una vez transcurrido
el tiempo de extraccién etérea,‘se dejd escurrir el cartucho
donde se realizé la extraccién etérea hasta que se secd. Se
obtuvo el peso del extracto etéreo por una relacién entre 1la
diferencia del peso del cartucho conteniendo la muestra y el
peso del cartucho conteniendo la muestra desengrasada, entre
el peso de la muestra. Se calculb el porcentaje de lipidos en

cotiledones de acuerdo al porcentaje de cotiledones que
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corresponde a cada cultivar de frijol CRC.

IV.7 OBTENCION DE PAREDES CELULARES DE 10S COTILEDONES.

La muestra de harina de cotiledones (40 a 42 g) vya
desengrasada, se colocd en varios tubos de pldstico .para
centrifuga (2-3 g por tubo).

Se les adicioné 15 ml de benceno a cada tubo y se agitaron
durante 15-20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo la suspensién se centrifugdé por 5 minutos en unu
centrifuga de mesa a 3000 rpm.

El sobrenadante se descartdé y la pastilla se resuspendid en
15 ml de trietanolamina 1 mM a pH=7.0.

Esta suspensidén se congeld sumergiendo el tubo en un bafio de
acetona-hielo seco y se descongeld rapidamente sumergiendo el
tubo en un bafio de agua caliente por 30 seg. Esta operacién
se repitidé 3 veces. La efectividad de los ciclos congelacién-
descongelacién sirvié para gque la separacidn de las paredes
celulares se realizara correctamente, lo cual se siguié por
microscopia, mediante la observacién de frotis tefiidos con
lugol.

Una vez que se observd que las paredes celulares se separaban
de las células y se encontraban limpias de organelos, el tubo
de ensaye se centrifugd a 6000 rpm. Yy se obtuvieron tres
capas (Figura $), las cudles fueron separadas por medioc de
una cucharilla y pipetas Pasteur. Los componentes de cada
fraccién se identificaron por microscopia observando con un

frotis tefiido con lugol.
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FIGURA N2 5.

TUBO CENTRIFUGADO PARA RECOLECTAR PAREDES CELULARES
DE COTILEDONES DE FRIJOL FRESCO (Phaseoclus vulgaris).

1.~ nata mucilaginosa
(paredes celulares)

2.- sobrenadante

3.- pastilla
(sedimento)

48



La capa superior estaba formada por una nata blanca
mucilaginosa que contenia las paredes celulares libres de
granulos de almidén y protoplastos. La capa intermedia
contenia lo soluble; y la dltima capa es la pastilla,
contenia los residuos celulares, y grdnulos de almidén.

Las paredes celulares se lavaron con H,0 deionizada para
eliminar los cristales de trietanolamina que pudiesen haber
quedado incrustados en las paredes celulares. Se secaron en
estufa de vacio a 45 °C. Se pesaron y se realizaron los
cdlculos para presentar los resultados porcentuales gque
correspondian a los cotiledones.

Asimismo se calculé el contenido porcentual de citoplasma
(partes solubles de las células, residuos celulares y
granulos de almidén) como la diferencia entre cotiledones y
paredes celulares, considerando que se hay;n separado el 100%

de paredes celulares.

IV.8 CALCINADO DE LAS MUESTRAS.

4-7 g de testas, 5 g de harina de cotiledones desengrasada y
1-5 g de paredes celulares de los cotiledones, se colocaron
en diferentes «crisoles (previamente puestos a peso
constante), se carbonizaron bajo la flama de un mechero
hasta que no hubo desprendimiento de humo y se calcinaron en
la mufla a 500 % 10 °C por 9 h. Pasado este tiempo se les
adicioné 2-3 gotas de HC1l concentrado Y se colocaron de nuevo
en la mufla hasta que las cenizas fueron blancas.

Las muestras se dejaron enfriar en un desecador, se pesaron

directamente en una balanza analitica Y se realizaron los
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cdlculos para obtener los resultados que corresponden al
porcentaje que cada estructura proporciona de material

inorganico no combustible (cenizas que son minerales).

IV.9 DETERMINACION DE MINERALES.

Se determinaron los siguientes cationes monovalentes y
divalentes: sodio Yy potasio; calcio Yy magnesio
respectivamente, por el método de Espectrofotometria de Aa,
en base a la metodologia presentada por Alkemade y Milatz
(1955), Pawluk (1967), Perkin-Elmer (1976), Walsh (1955) vy
Walter (1969). Las determinaciones se realizaron en un equipo
de absorcién atdédmica Perkin-Elmer mod. 209 y mod. 3000
utilizando lamparas de catodo hueco correspondientes a cada
catién.

Es importante saber que el material utilizado en este inciso,
debe ser lavado previamente con una solucién.de HNO,'..al 25%

para evitar cualquier interferencia.

La cuantificacién de estos iones se hizo por

su respectiva curva estadndar con las cohcentrac1ones'que“se

dan en el apéndice (Figuras 6, 7, 8 'y 9);
Para evitar las posibles interferencias pbr‘ionizacién,ilas

determinaciones iénicas, tanto de las curvas pa‘féh como’ de

las diversas estructuras anatémicas del frijol, s

en presencia de una solucién de La al 1% P/V (?étki;;éimer,
1976) . i

Para evitar las posibles interferencias quimicas, a las
curvas estandar de los cationes monovalentes, ademas de 1la

solucién de La se les adicion6é un exceso (1000 - 2000 ug/ml)
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de sales de K para la determinacién de Na y de sales de Na

para la determinacién de K (Perkin-Elmer, 1976).

Para la determinacidén de la cantidad de iones en cada una de
las estructuras anatémicas del grano de frijol, las muestras
calcinadas se disolvieron con 10 ml de una solucién de HC1 al
20% V/V; como no se disolvieron completamente se calentaron
en bafo maria. Esta disolucidén se filtré con papel filtro
lavado con HCl previamente, terminando la filtracidén se
realizé un lavado del papel filtro con H,0 deionizada y se
aford a 50 ml con H,0 deionizada.

De estas soluciones se tomaron 15 ml por triplicado. A cada
una de éstas se les adicioné 6 ml de la solucién de La al 5%
Yy se aforaron a 100 ml para obtener 1% P/V de La en la
solucién final.

Por Gltimo se realizaron las diluciones que se muestran en
la Tabla 2, fué para que las lecturas se localizaran dentro

del intervalo de la curva estandar.

IV.10 ANALISIS ESTADISTICO.
Los resultados obtenidos se manejaron con un "éhélisis'de
varianza", para k-muestras independientes coh ”hni:Véi6f  de

probabilidad del 95% y un factor de confiéhz'
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TABLA No 2

DILUCIONES PARA LAS SOLUCIONES DE MUESTRAS DE FRIJOL
CRUDO RECIEN COSECHADO, DE 3 CULTIVARES DISTINTOS.

T E S T A COTILEDONES PARED CELULAR *
CATION Michigan Huasteco O.Cabra Michigan Huasteco O.Cabra Michigan Huasteco O0.Cabra
sodio 1:300 1:230 1:330 1:155 1:150 1:130 1:260 1:30 1:240
potasio 1:100 1:80 1:95 1:60 1:65 1:65 1:80 1:15 1:80
calcio 1:30 1:20 1:20 - - 1:05 - - -
magnesio 1:100 1:100 1:100 1:100 .:.1:100 1:100 1:100 1:100 1:100

(=) no se le efectud dilucién. Se realiiérénfiasflecfuras directamente
* las paredes celulares son de los cotiledones :



CAPITULO V. REBULTADOS

V.1 CARACTERISTICAS CUALITATIVAS.

Se realizaron observaciones por comparacidén a simple vista de
algunas caracteristicas cualitativas del grano de frijol CRC
de los cultivares Mich, OC y Huas, como son: color; impurezas
presentes en los lotes de la muestra empleada por ejemplo
basuras, piedras, granos que no corresponden a ese cultivar,
granos rotos, granos imcompletos, granos con testas y/o
cotiledones arrugados o rotos; tamafio del grano; tiempo de
pelado para 50 g de muestra; grosor y brillo de la testa;
curvatura de los cotiledones (Tabla 3).

Se encontré que estas caracteristicas observadas a simple
vista eran homogéneas dentro de un misﬁthgltivé:,'pero.eran
diferentes al compararlas entre los Jééﬂlfiﬁétéé. Huas denoté

mds acentuadas las caracteristicas de

n} 6blongacién de
los cotiledones, mientras que oc ﬁqs@rO‘iﬁayor tamafio del
grano y mayor grosor y brillo de la €;éta. Por su parte, los
granos de Mich fueron los mas féciléé.y rapidos de pelar, y
los de menor tamafio.

Los lotes de muestras de Mich, Huas y OC se encontraron
libres de impurezas, libres de piedras, basura o granos que
no pertenecian a ese cultivar; también se encontraron libres
de granos incompletos y libres de granos con rupturas o

modificaciones en la testa.
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TABLA No 3

CARACTERISTICAS CUALITATIVAS DEL FRIJOL CRUDO RECIEN
COSECHADO, DE 3 CULTIVARES DISTINTOS.

color impurezas tamajo tiempo pelado grosor brillo oblongacién

cultivar (1) (hr/50 g) testa testa de cot
Mich. bayo ninguna  menor 10 delgada opaca menor
Huas. negro ninguna medio 56 media 1/2 brillo mayor
oc. pinto ninguna mayor 75 gruesa brillante media

1) Se refiere a granos incompletos, con rupturas en la testa y
tambi]n a la existencia de piedras, basura o granos que no pertenecen
a ese cultivar.

cot significa = cotiledones



TABLA No 4

CARACTERISTICAS ANATOMICAS DE 3 CULTIVARES»DISTINTOS{

DE. FRIJOL CRUDO RECIEN COSECHADO

caracteristicas

:: MICHIGAN

HuASTECO

0JO DE CABRA

# granos en 10g de
muestra (a,l)

peso de un grano
{(9) (a,2)

57.0

14

0.8

11041750 ' +70.04. %

35.6 0.9 *=

i+

0.281 + 0.08 **

testa 3

“ialsa

cotiledones - % 90019 82,72 81.67
embrien % (4) 0.97 7.31 §.13
pared celularf*‘if S . o
de cot. . %-(3)- iy 11.41 4.30 12.43
citoplasma: de’ * 13 : e
cot. % (3;4) 1 88.59 95.7 . 87.57

a) media + desviac

ién estandar

1) valor experimencal obtenido por peso directo en balanza :V,
2) valor calculado como 10 g. muestra / No granos: contenidos :
3) proviene de muestras de harina deslxpidxzada de los’cotiledones

Se realizé una
4) fu] eliminado.
Se realizd¢ una

cot significa =
g. significa =

aola determinacién

Se presenta el valor calculado.

s8ola determinacion

cotiledones
gramos

en un mismo renglén, los ndmeros seguidos de diversos simbolos son
significativamente diferentes a un valor de probabilidad de 95 %
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V.2 CARACTERISTICAS ANATOMICAS.

Las caracteristicas anatémicas que se cuantificaron fueron
peso del grano y contenido porcentual de las diversas
estructuras anatémicas del grano (Tabla 4). Siendo las
estructuras anatémicas de mayor interés para el presente
trabajo: testa, cotiledones y paredess celulares de los
cotiledones.

Se observd que en todos los casos, los cotiledones
contribuyen en mayor proporcién al peso total del frijol. La
contribucién de la testa, a este mismo parametro, fué
variable mayor para OC, intermedia para Huas y menor para
Mich.

Aparentemente, a mayor peso del grano, mayor proporcién de
testa. El nimero de granos en 10 g. de muestra fué menor en
OC gue en Huas, porque el grano del primero presentd mayor
peso y mayor tamaiio que el segundo cultivar.

Las diferencias encontradas en peso y nimero de granos/g. de
cada cultivar, fueron significativas estadisticamente, al
manejar un valor de a = 0.05 (Tabla 4).

Por otro lado, el contenido y/o recuperacién de paredes
celulares de los cotiledones fué similar para Mich y ocC,
mientras que para Huas fué de s&lo la mitad (Tabla 4).

Al relacionar estos resultados con el peso de cada estructura
anatémica en un grano de frijol CRC (Tabla 5), se observé que
los cotiledones pesaban mas que la testa para 1los 3
cultivares estudiados; el grano de OC fué el que contenia las

estructuras anatémicas mis pesadas (Tabla 5).
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TABLA No §

CONTRIBUCION DE LAS macro- Y micro- ESTRUCTURAS ANATOMICAS AL
PESO DE UN GRANO DE FRIJOL CRUDO RECIEN COSECHADO,
DE 3 CULTIVARES DISTINTOS. (en g.estructura/grano).

macroestructuras microestructura
de cotiledones peso de
un grano
cultivar testa cotiledones embrién pared celular * (1)
Mich. 0.020 0.175
Huas. 0.009 : 0.203:
oc..

0.035 ; 0.281

1) se reporta el promed;o de 5 lotes de 10 g. "cada’ uni
entre el No de granos contenidos. Se reportan valores calculados de
la sumatoria de testa, cotiledones y embridn. R

* gon paredes celulares de los cotiledones.
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V.3 CARACTERISTICAS BROMATOLOGICAS.

En la Tabla 6, se presentan: el contenido de humedad en el
grano corpleto, el contenido de lipidos en los cotiledones y
el contenido de cenizas o iones totales en cada una de las
estructuras aisladas del grano de frijol CRC.

Se observdé que, el contenido de humedad en el grano y el de
lipidos en cotiledones fueron similares y mayores para Mich y
Huas que el gue presenté 0OC. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas a un valor de probabilidad
del 95%.

El contenido de cenizas (Tabla 6), fué mayor en testa que en
cotiledones para los 3 cultivares. El mayor contenido fué el
de la testa de Mich en comparacién a Huas y OC; en los
cotiledones se encontraron contenidos similares entre los 3
cultivares aungue menores a los encontrados en las testas;
aunque, en testa y cotiledones de Huas fué similar el
contenido mientras que en los otros 2 cultivares el contenido
de cenizas en testa fué casi 10 veces ﬁé}orv al que
presentaron los cotiledones.

Las paredes celulares de Huas presentaron la mitad del
contenido de cenizas que presentaron los otros 2 cultivares
(Tabla 6). Este valor para paredes celulares fué similar al
encontrado en testa o en cotiledones. Las paredes celulareé
de Mich y OC presentaron casi el doble de lo que presentaron
sus cotiledones.

Al expresar el contenido de cenizas por grano (Tabla 7), se
encontrd que no hay grandes diferencias en el contenido de

iones entre testa y cotiledones, aunque éstos pesaron mas que
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TABLA No 6

PARAMETROS BROMATOLOGICOS DE 3 CULTIVARES DISTINTOS
DE FRIJOL CRUDO RECIEN COSECHADO.

cultivar % HUMEDAD (1) $ LIPIDOS $® CENI ZAS (2)

.estructura grano completo cotiledones testa cot “PC cot

Mich. 8.95

+ 0.12 0.86 ' 42.17
Huas. 8.90 + 0.11 0.90 4.34
ocC. 8.57 + 0.14 * 0.26 20.66

* estadisticamente tiene diferencia significativa con los otros .
cultivares a un valor de probabilidad de 95 %
1) media + desviacién estandar. Valores obtenidos del grano entero
en S determinaciones.
2) cada estructura obtenida se calcina directamente y por separado

cot significa = cotiledones
PC cot significa = paredes celulares de los cotiledones
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TABLA No 7

RELACION DE LAS CENIZAS PROPORCIONADAS POR LAS macro- Y micro-
ESTRUCTURAS ANATOMICAS PARA EL PESO DE UN GRANO DE FRIJOL
CRUDO RECIEN COSECHADO, DE 3 CULTIVARES DISTINTOS.

(en g. cenizas de estructura/grano).

macroestructuras microestructura
de cotiledones = peso de
un grano’
cultivar testa  cotiledones - - pared celular * - ' (1)
S 00001 i 00175
10,0003 ' 0.203

. 0.002 i70.281.

se r é i_promedio'bbtenido de 5 lotes de 10 g. cada’uno
entre el No.'de:granos contenidos Bt i

“:»gon paredes éélﬁlarés de los cotiledones
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la testa. La testa de Huas contenia menos cenizas que la
testa de Mich y esta Gltima menos que la de 0C; mientras que
en los cotiledones de los 3 cultivares, los contenidos de
cenizas fueron similares. La testa de Mich y OC contenia mas
cenizas que sus cotiledones, pero Huas no.

Se encontré que, las paredes celulares de Huas poseian la
menor cantidad de cenizas de los 3 cultivares estudiados,
seguido de las paredes celulares de Mich y por dltimo, las de

ocC.

V.4 CONTENIDO DE MINERALES.
En testa (Tabla 8), en el contenido de cationes divalentes
(Ca + Mg) existieron diferencias marcadas entre 1obs 3
cultivares; mientras que en los cotiledones fué simila‘r,,c;‘;.ara
los 3 cultivares., Por cada gramo de testa, en Mich kf‘ué'frpia:‘kyor
la cantidad contenida de Na y K que para Huas Yy cas:L ft_:%r’es
veces mayor que para OC; en cotiledones no existieron g;aﬁdes
diferencias entre cationes monovalentes.

En cotiledones, la proporcién de la sumatoria de iones
divalentes entre la sumatoria de monovalentes fué mayor para
Huas (= 2.33) seguido de OC (= 1.88) y seguido finalmente por
Mich (= 1.39); mientras que en testa esta relacién se mantuvo
muy similar (unc a uno) para los 3 cultivares.

Cuando se realizé la comparacién de los resultados en mmoles
de idn / 100 g de estructura anatémica (Tabla 10) se obtuvo;
en testa una proporcién de uno a uno para los 3 cultivares, y
en cotiledones mayor para Huas (= 3.30) seguido de OC (=

2.30) y por ualtimo Mich (= 1.62). Siendo de mucho mayor
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TABLA No 8

CONTENIDO DE SODIO, POTASIO, CALCIO Y MAGNESIO PRESENTES EN LAS macro~ Y micro-
ESTRUCTURAS ANATOMICAS DE 3 CULTIVARES DISTINTOS DE FRIJOL CRUDO
RECIEN COSECHADO (en mg.Ién / g.estructura @).

macro - ESTRUCTURAS micro-ESTRUCTURA {(cotiledones)
H T E 8 T A . COTILEDONES : PARED CELULAR"
I6n / H - ~- : -
cultivar: Na K : - ig. . .= Na K Ca Mg : Na K Ca' Mg
Mich. =
Huas. . :
oC. H

=@ se reportan los valores calculados .de_ acuerdo-a‘la cantidad obtenxd de cada estructura
Las determxnac1ones pot Especttofotometria de Absorcxdn atOmxca se re lxzaron por
triplicado. - E ’ e e R A
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TABLA No 9

DISTRIBUCION DE LOS MINERALES SODIO, POTASIO, CALCIO Y MAGNESIO EN LAS DIFERENTES
ESTRUCTURAS ANATOMICAS DE UN GRANO DE FRIJOL CRUDO RECIEN COSECHADO
DE 3 CULTIVARES DISTINTOS (en mg.Ion/grano €).

T E S T A COTILEDONES

16n /
cultivar

Na K Ca Mg Na K Ca Mg

<@ se seportan los valores calcutadss 4 a
.:7deifrijol ‘crudo recijn cosechado e
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TABLA No 10

CONTENIDO DE SODIO, POTASIO, CALCIO Y MAGNESIO EN TESTA Y COTILEDONES
DE FRIJOL CRUDO RECIEN COSECHADO, DE 3 CULTIVARES DISTINTOS (en mmol/100g.) @

: T E S T A COTILEDONES
Ién / H
cultivar : Na K Ca Mg Na K Ca Mg
Mich. :.61.43.33.20 22.67 86.95 : 31.65 14'35 :0.55 74.12 f
Huas. '@ 36.60° 18 23 5.95 66.41 10.91-16.07: 0 12:88.78°
oc. H .20: 76 75

37. 00" 13 91 5 57.34.79 19.82 14‘05

@ se reportan los4>alculos realizados con el peso: atémico de c/xOn
y se presentan en’ milimoles por cada 100 gramos -

68



contenido de cationes monovalentes la testa de Mich, ya sea
que se exprese en mg ién / g de testa (Tabla 8) o en mmoles
de i6n / 100 g de estructura anatémica (Tabla 10); a este
suceso se le llama cultivar dependiente.

En la comparacién realizada paera el contenido de iones que
se expresa como mg o umoles de cada ién en la estructura
presente en un grano, se encuentra que hay una mayor
proporcién de iones en los cotiledones que en la testa (Tabla
9 y 11), lo cual se debe a que el peso de los cotiledones
contribuye en mayor porporcién al grano.

La proporcién de iones divalentes a monovalentes en testa es
similar para todos los cultivares (uno a uno) mientras que én
los cotiledones esta relacién es mayor para Huas que para: OC

Y la proporcidén menor para Mich. Y

De 1los cuatro iones cuantificados en cada estructura
anatémica, el 1ién predominante en ambas estructuras,
independientemente de las unidades en que se expresen, es el

Mg; sorpresivamente el de menor abundancia es el Ca.

En las paredes celulares el Mg también constituye el ién de
mayor abundancia y la relacién de iones divalentes a
monovalentes, en base de moles, es mayor para Huas y

similar para Mich y OC (Tabla 12).

Sin embargo, el contenido de Ca y Mg es similar en las
paredes celulares de Mich y Huas, y mayores que la que

presenta OC.
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TABLA No 11

CONTENIDO DE SODIO, POTASIO, CALCIO Y MAGNESIO EN TESTA Y COTILEDONES
DE FRIJOL CRUDO RECIEN COSECHADO, DE 3 CULTIVARES DISTINTOS (en umol/grano) @.

H T E S T A COTILEDONES
Ién / :
;- cultivar: Na K Ca Mg Na K Ca Mg
‘Mich. 'z 9.10 4.87 3.50 12.91 "50.00 22.56.0.75 117.08

1:18720.26.92 © 0.25.142.91
5:20.32.05 2:757175.83

‘:Huas -58.:71:25-13.33.

7.2.00 12.91

y se presentan en‘ mxctomoles por grano.,~ bR
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TABLA No 12

DISTRIBUCION DE LOS MINERALES SODIO, POTASIO, CALCIO Y MAGNESIO CONTENIDOS
EN PAREDES CELULARES DE LOS COTILEDONES DE FRIJOL CRUDO RECIEN COSECHADO DE
TRES CULTIVARES DISTINTOS.

PARED CELULAR PARED CELULAR
de cotiledones de cotiledones

: mmol/ 100 g. (1) umol/ grano (2)
Ién / H ST
cultivar : Na K ca Mg
Mich. : 94.21 58.94 1.10 206. 25 el 3:8.59.
Huas. H : : o8

ocC. H 16

1) se reportan milimoles de ion por cada 100 gramos de pared celular
contenida en los cotiledones :
2) se reportan micromoles de ién por pared celular contenida
en 2 cotiledones de un grano de frijol
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CAPITULO VI. DISCUSION DE RESULTADOS
En el presente trabajo no se estudiaron ninguna de las
caracteristicas que se relacionan con el remojo y la coccién
de los granos de frijol de Mich, OC y Huas pues se manejaron
muestras crudas, recién cosechadas y frescas. Sin emb;rgo,
para fines de discusién los resultados se analizan en
relacién con el TCC que presentan los granos de frijol de
estos cultivares (Tabla 13).
Las caracteristicas del frijol observables por inspeccidn
(color, tamafio del grano, facilidad para remover la testa,
oblongacién de los cotiledones, etc.) no se analizan en
cuanto a su influencia en el TCC por ser parametros
cualitativos donde la apreciacién subjetiva modifica los
resultados.
Los datos cuantitativos de este trabajo como composicién
quimica parciai y contenido de iones se analizan por
comparacién con lo reportado en la literatura. Para facilitar
tal comparacién, en la Tabla 14 se muestran los rangos de
valores obtenidos para 1los cultivares de frijol aqui
trabajados y 1los resultados tomados de la literatura que’
corresponden a los mismos cultivares pero de distintos
paises.
El frijol Mexicano presenta un menor contenido de humedad y
grasa, esto Gltimo podria deberse a que en este trabajo se
reporta sélo la grasa presente en los cotiledones, mientras
que en los otros trabajos se utilizé harina de frijol total,

esto es testa, cotiledones y eje embrionario.
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TABLA No 13

TIEMPO DE COCCION PARA EL GRANO DE FRIJOL
CRUDO RECIEN COSECHADO, DE 3 CULTIVARES DISTINTOS. (*)

tiempo
de coccién
cultivar (minutos)
Mich. 50
Huas. 90

oc. 145

1) El' grano de frijol‘fu] remojado por le'horééj;”2§][C .

Los datos p;éééncadoa.son el promedio deflS‘déﬁerﬁlnéciones.

* Bernal-Lugo, I. 1991.
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TABLA No 14

RANGOS EN HUMEDAD, CENIZAS Y GRASA DE FRIJOL

DE DIVERSOS ORIGENES.

Procedencia = :
de los humedad “ cenizas lipidos
cultivares % R % R T
MEXICO (1) 8.57 -.8.95 ©3.93'-:6.88% ' 70, 26 -‘0 90",1
BRASIL (2) i 3 4'0.35.-71.99°
Usa (3) 1. 06 1,99

2) J. Food Sc;“ i
Plant:Food!

3) Qual.

LA determinaciOn en,cotiledone
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El contenido de cenizas es un poco mayor para el frijol

mexicano que para el Brasilefio o el de los Estados Unidos.

Lo anterior sugiere que el frijol Mexicano posee un mayor
contenido de minerales que el frijol de los otros dos
origenes.

El contenido de iones expresados como rangos, se muestran en
la Tabla 15; donde puede observarse que los frijoles
utilizados en este estudio muestran un mayor contenido de Na
Y Mg que el mostrado por frijoles Americanos o Brasileiios,
menor contenido de K y casi el mismo de Ca; aunque se trata
de los mismos cultivares que en el presente trabajo se
manejan, s6lo su origen es diferente. Sin embargo, las
diferencias encontradas pueden deberse tanto al tipo de suelo
en que se realizé el cultivo como al origen de los cultivares
asi como el régimen de fertilizacién utilizado durante el
cultivo.

Para determinar si el peso del grano, contenido de testa y el
tipo de iones (monovalentes y divalentés) o cantidad de cada
uno de los iones influian en el Tcﬁ se graficé cada uno de
estos parametros contra el TCC. S6lo en el caso de peso del
grano, contenido de testa y contenido de K en testa se obtuvo
una grafica rectilinea con un coeficiente de correlacién de
r=(-)0.98, r=0.98 y r=0.98 respectivamente (Figuras 10, 11 y
12) . Lo anterior sugiere que existe una relacién entre peso
del grano, contenido de testa y contenido de K ‘en tééﬁé, doﬁ

el Tcc.
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TABLA No 15

RANGOS DE COMPOSICION IONICA PARA FRIJOL DE DIVERSOS ORIGENES. .

ION M]xico
(mg/g) (1)
Sodio 2,90 - 7.77 -
Potasio 4.86 - 6.10.:
calcio 0.30 - 0.97 ..

Magnesio 16.08-18.45

1.23°-1.78"

1) datos obtenidos del presente trabajof
2) J. Food Sci.. (1971) 36:493 - 494

3) J. Food Sci. (1981) 46:1701 - 1706 L
4) J. Agric. Food Chem. (1976) 24:1126 - 1130

Nd = significa no determinado
mg/g = miligramos por gramo
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No resulta sorprendente el hecho de que el menor contenido
iénico lo presente de Cca, sobre todo porque se ha demostrado
que el Ca influye en la textura de alimentos fermentados
(Hsiao-Chien y McFeeters, 1983) y que ademds juega un papel
importante en la estructura de paredes celulares (Poovaiah,

1986) .

Los datos anteriores sugieren que el contenido de iones
divalentes no influye en forma determinante al TCC del frijol
fresco y que de los iones monovalentes s6lo el K contenido en

testa influye el TCC del frijol fresco.

Se ha demostrado que en frijol almacenado, la velocidad de
termosuavizacién del frijol se correlaciona con la velocidad
con se solubilizan las pectinas tanto de la testa como de los
cotiledones (Moscoso y col., 1984). Por otro lado, se ha
demostrado que la termodespolarizacién de pectinas se ve
facilitada en presencia de K; bien podria ser que durante el
remojo y/o durante la coccién, el K.contenido en la testa se
redistribuya facilitando .a solubilizacidén térmica de las
pectinas con lo cual la suavizacidén del grano se alcanzaria

en menor TCC.

Datos preliminares de la Dra. Bernal (1991), indican que
durante la coccién el Na y el K abandonan el granc (en mayor
proporcién el primero que el Gltimo), mientras que el Ca es
retenido en el grano en su totalidad. Lo anterior sugiere que
durante la coccién del frijol no se realiza un intercambio de

Ca por iones monovalentes, pues de ser asi se esperaria
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encontrar al Ca en el caldo de coccién y no se encuentra,
como lo indican los resultados encontrados por la Dra. Bernal
(1991) en su trabajo; pero podria ser que el proceso de
coccién incluya la redistribucién de K de la testa hacia 1la
lamela media donde podria interaccionar con la porcién de
pectinas que presenten un grupo carboxilo libre y de esta
manera facilitar la termodespolimerizacién y por ende 1la

suavizacién del grano.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

* El1 mayor contenido de iones se presentdé en la testa cuando
es expresado en mg/g de estructura anatémica; mientras que
cuando se expresa en mg/estructura de un grano, el mayor

contenido iénico lo presentan los cotiledones.

* El1 ién presente en mayor proporcién fué el Magnesio tanto

para los cotiledones como para la testa o para las paredes
celulares de los cotiledones, mientras que el de menor

proporcién fué el calcio.

* El1 contenido de Potasio en la testa, el peso del grano de

frijol fresco y el contenido de la testa correlacionaron de
manera directa con el tiempo de coccidén a consumo para los

cultivares Michigan 800, Huasteco y Ojo de Cabra.
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CAPITULO VIII. APENDICE

VIII.1 ANOTACIONES, RECOMENDACIONES Y DISCUSION DE
LA METODOLOGIA.

* En el presente trabajo se utiliza el término "grano(s)"
para hacer referencia a las "semilla(s)" de frijol gque son
comestibles y evitar confusiones con las "semillas" de frijol
que se utilizan para cultivo.

También se utiliza el término "cultivar(es)" para hacer
referencia a las "variedad(es)" de frijol que son consumidas
por el ser humano.

* Una vez recibidas las muestras, se realizaron pruebas con
lotes pequefios (primero con 1 g y después con 10 g) con el
propdsito de establecer la metodologia a sequir. En estas
pruebas no se utilizé toda la muestra, por lo que el sobrante
se anexé a los lotes iniciales de 50 g de frijol CRC con los
que finalmente se trabajdé: un 10% para la obtencidén de
cenizas de los cotiledones y el resto para la obtencién de
paredes celulares en cotiledones.

Por esto el peso a partir del cual se trabajd , fué:

variedad peso (g)
Michigan 800 51.5200
0jo de Cabra 58.8153

Huasteco 58.5170

* En las caracteristicas cualitativas de los cultivares
utilizados fueron observadas a simple vista con el motivo de
no realizar mediciones para determinar (a criterio personal),
las diferencias en un inicio dentro de un mismo cultivar y/o
entre los 3 cultivares, con el fin de que a nivel industrial,
se facilitase la deteccién de frijol deteriorado o en vias de
deterioro, asi se agilizaria la produccidén, disminuyéndose
costos y gastos; y a nivel experimental, el fin seria la
determinacién de los factores que toman parte en el fendémeno
del endurecimiento y asi poder vislumbrar la ruta que tiende
a seguir el frijol al endurecerse.

* En la separacién de estructuras anatémicas se aislaron
testas, cotiledones y paredes celulares de los cotiledones,
por ser las estructuras anatémicas de mayor interés por su
importante contenido de minerales y su participacién en el
proceso de coccién.
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* Para la obtencién de paredes celulares de cotiledones, se
realizé el montaje de una téchica apropiada a las
caracteristicas quimico-estructurales del grano de frijol que
tuvo como gquia las técnicas utilizadas por Herrero, (1989) y
por Konno y col., (1986).

Cuando se realizaron las primeras pruebas para determinar el
procedimiento a segquir en la obtencién de paredes celulares
de los cotiledones, se tuvo como primer obstdculo la
presencia de almidén gelatinizado que evitaba la recuperacién
de paredes celulares puras y libres de almidén, ademas las
muestras de harina de cotiledones se apelmazaban con la
adicién del benceno.

Dentro de estos primeros ensayos se pudo haber generado una
maduracién acelerada por la deshidratacién ocurrida en el
tratamiento celular ocasionando la acumulacidén de almidén y
proteina. Lo gue puede ser observable al microscopio. También
esto se debe tomar en cuenta, para la obtencién de paredes
celulares de cotiledones, al diferenciar la aleurona de.
frijol con la de la cebada, donde el almidén es extracelular
(Herrero, 1989).

Se tratd de hidrolizar el almidén gelatinizado. Para ésto,
puede recurrirse al uso de enzimas como a-amilasa de B.
subtilis, cuya actividad depende de 1la concentracién del
sustrato (Dondero y col., 1978). Este procedimiento no es
seguro pues se ha encontrado, que los granulos de almiddén son
resistentes a rupturas (Sathé y Salunkhe, 1981). Por lo tanto
no se recomienda si se quieren obtener resultados
satisfactorios.

* Debido a esto, se realizd la extraccién etérea de las
harinas de cotiledones de los 3 cultivares con resultados
positivos, ya que la grasa contenida evitaba la
sensibilizacidén de la célula, por lo que el manejo posterior
de las muestras para la obtencidén de paredes celulares era
imposible.

El deslipidizado se llevé a cabo para elimiar la grasa
existente en los cotiledones de frijol. Este se realizéd
durante 24 h; ya que si no hubiera sido asi, se podia correr
el riesgo de propiciar la gelatinizacién del almidén presente
en la célula al comenzar el rompimiento celular (Hahn y col.,
1977).

Una vez realizada la extraccién etérea se dejé escurrir el
cartucho que contenia la muestra deslipidizada a temperatura
ambiente y bajo la campana de extraccién (por seguridad)
hasta que se encontraba completamente seco, ya que el éter
etilico es volatil en estas condiciones (Index Merck, 1983).

* La técnica empleada para la obtencién de las paredes
celulares de los cotiledones, en una séla extracciédn, fué
eficaz .
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* De las harinas de cotiledones de cada cultivar, se utilizé
un 10% aproximadamente para obtener las cenizas
correspondientes a la porcién inorgdnica no quemable de los
cotiledones y la porcidén de harina restante fué utilizada
para la obtencidén de paredes celulares.

* Para romper las membranas celulares de los cotiledones y
obtener las paredes celulares, se congelaron y descongelaron
las suspensiones preparadas de las muestras, pues Stanley y
Aguilera, (1985), reportan gue "los cristales de hielo
formados durante un congelamiento inducen la destruccién de
las memebranas celulares". Para evitar la posibilidad del
movimiento de 1los iones (sobretodo Ca) gque contienen las
paredes celulares, se evitd que el tubo se sobrecalentara al
descongelar.

* Durante la separacién de las paredes celulares del resto de
los organelos celulares en los cotiledones, se formaron 3
capas en el tubo centrifugado: una superior o nata
mucilaginosa, una intermedia con organelos solubles y el
sedimiento que contenia almidén en su mayoria. Estas mismas
capas las encuentran Sathé y Salunkhe (1981), en el
aislamiento de almidén de frijol Ph. vulgaris L.

* Se observd que la nata mucilaginosa que correspondia a las
paredes celulares puras, eran de densidad menor a la del agua
y también facilmente hidratables; las paredes celulares se
encontraron flotando en el sobrenadante. Si después de I
horas no habian sido aisladas, éstas dejaban de flotar
depositdandose sobre el sedimento.

El sedimento de la centrifugacién no se utilizé para una
segunda extraccién de paredes celulares ya que, los cristales
residuales de trietanolamina y los granulos de almiddn que
hubiesen podido extraerse, durante el secado sufren
transformaciones de descomposicién en compuestos nitrogenados
y gelatinizados, respectivamente (Index Merck, 1983).

* Para realizar los cdlculos correspondientes a la cantidad
obtenida de paredes celulares, se debe tomar en cuenta que
durante la evaporacién, se tienen incrustados cristales de
trietanol amina residuales en 1las paredes celulares
obtenidas, y que éstos contribuyen al peso final de 1la
muestra. Esto se evita lavando las paredes celulares con Hy0
deionizada (Diaz de Ledén, 1989).

* En la obtencién de cenizas, inicialmente el material
inorgdnico contenido en las estructuras del frijol CRC, se
obtuvo mediante una digestién con una mezcla de H,80, /HNO, /
H,0 (en proporcidn 1:1:1 V/V), pero al adicidnar el ia

necesario para evitar interferencias por ionizacién durante
las 5ieterminaciones por Espectrofotometria de Aa, éste se
pre01pipaba por la presencia del HZSO4, porque el La forma
sales insolubles. Los sulfatos formados por H,s0, + La
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precipitan ocasionando interferencias en el equipo tanto en
la absorcién de la disolucidn, en la vaporizacién atémica de
la misma y en la precisién en que el equipo da las lecturas
(Pawluk, 1967; Perkin-Elmer, 1976).

* Finalmente, se obtuvo el material inorgénico (iones
totales) por calcinado en mufla y por esta razén, se utilizoé
HCl concentrado para concretar la conversién de las muestras
a cenizas de color completamente blanco. Con el uso de HC1,
el La adicionado (para evitar interferencias en las lecturas
por Espectrofotometria de Absorcidén atémica) no precipita
(Pawluk, 1976).

* En Espectrofotometria de Aa se requiere del uso de HCl
concentrado en muestras sdélidas, para poder disolverlas.

* En la determinacién por Aa se utilizaron, en las soluciones
estandar, la solucién de La 1% para evitar interferencias por
ionizacién, KCl y NacCl para evitar interferencias quimicas.

En las soluciones de las muestras se utilizé la solucién de
La 1% pero no se incluyé la ad: :ién de KCl ni de NaCl ya gque
las muestras de frijol contienen los cationes de Na y K que
entre si ayudan a evitar 1la presencia de posibles
interferencias quimicas. Si fuesen adicionados a las
muestras, se distorcionaria 1la determinacién de 1las
cantidades finales contenidas de Na y K, y éstas no serian
las reales.

* Hahn y col. (1977), recomiendan preparar las soluciones que
se van a analizar dGnicamente ese dia, para minimizar los
cambios en la concentracién de la solucidén.

* Para la determinacién de la cantidad de iones en cada una
de las estructuras anatémicas del grano de frijol CRC, las
muestras calcinadas se disolvieron con HC1l al 20% V/V y se
calentaron en bafio maria para su mayor disolucién. :

* Con el uso de una curva patrén en las determinaciones
realizadas por Aa se ayuda a permanecer dentro de un rango de
linearidad; por esto fué necesario diluir las disoluciones de
las muestras (Tabla 2), para que la determinacidn quedara
dentro del margen de concentraciones que se manejaba en 1la
curva patrén y para no perder la linearidad de 1la recta
(Figuras 6, 7, 8 y 9). Las concentraciones en ppm para los
estidndares de Na, K, Ca y Mg se determinaron de acuerdo a.
Manual de operacién del equipo de Aa, Perkin-Elmer; quedando
para Sodio: 0.2, 0.4, 0.8, 1.0; para Potasio: 2.5, 5.0, 7.5,
10.0; para Calcio: 1.0, 2.0, 3.0, 4.0; y para Magnesio: 1.0.
2.0, 3.0, 4.0. ’

* En los resultados del contenido de cationes monovalentes y
divalentes, se debe tomar en cuenta que los resultados

reportados para paredes celulares de los cotiledones, estan
sujetos a cambios debidos a los posibles moviéientos
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ocurridos de los iones durante el proceso de extraccién de
las paredes celulares.

* Después de que se realizd un andlisis de varianza (ANOVA)
para k-nuestras independientes, si se presentaban diferencias
estadisticas, se realizaba un analisis de intervalo miltiple
por el método grafico-estadistico Tukey para determinar si
las diferencias existentes eran estadisticamente
significativas a un valor de a=0.05. .

Ademas si las diferencias eran estadisticamente
significativas a un valor de probabilidad de 95%, se realizé
un anadlisis extra de intervalo miltiple por el mismo método
grafico~estadistico Tukey con un valor de a=0.001, pero con
este andlisis en ninguno de los casos se encontraron
diferencias significativas estadisticamente.
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