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El frijol almacenado en condiciones de alta humedad y 
temperatura se deteriora, este deterioro se conoce como endLl­
rec:imiento y se mani~iesta por la dificultad del grano para 
suavizarse durante el proceso de la cocción. 
Les procesos bioquimicos responsables del endurecimiento del 
frijol no han sido dilucidados, sin embargo, por técnicas 
microscópicas se ha observado que el grado de granulación del 
citoplasma en las células del cotiledón de frijol, duro, es 
menor, que el observado en las del control C34 >.Se encontró que 
la granulación en el citoplasma de estas células se debe a su 
gran contenido de cuerpos proteicos, los resultados antes 
mencionados sugieren que durante el ~enómeno de 
endurecimiento, los cuerpos proteicos se modifican en la 
calidad o en cantidad. 
Este trabajo tiene como objetivos determinar los cambios 
cualitativos y cuantitativos de los cuerpos proteicos durante 
el endurecimiento del -frijol. Se utilizó -frijol ~!:H!~~Ql~§ 

~y~gª~i§ de la variedad Ojo de Cabra, almacenado en 75 'l. de 
humedad relativa y 41 ºC, por di-ferentes períodos de tiempo. 
El grado de endurecimientó se valoró mediante pruebas de 
cocción, se encontró que a medida que aumentó el tiempo de 
almacenamiento, el tiempo requerido para la cocción del grano 
también se incrementa. Este aumento no se debe· a 
diTerencias en la capacidad de captación de agua ya que esta 
fue similar en todas las muestras estudiadas. La cantidad de 
cuerpos proteicos aislados de cotiledón de frijol, mediante un 
gradiente de sacarosa, disminuye a medida que aumenta el grado 
de endurecimiento. En cuanto a los componentes de estos 
cuerpos proteicos aislados se encontró que el contenido de 
fitina disminuye a medida que el frijol se endurece mientras 
que el de la proteína permanece constante. Sin embargo las 
propiedades de solubilidad de estas varía en +orma tal que a 
medida que el +rijol se endurece la +racción de globulinas 
disminuye. Estos resultados muestran que a medida que el 
-frijol se endurece el contenido de cuerpos proteicos se 
modifica cuantitativamente y cualitativamente, lo que nos 
sugiere que durante el almacenamiento los componentes del 
cuerpo proteica se modi~ican participando en el cambio de 
textura del frijol que ocurre durante la Cocción. 



l ~ I B Q Q ~ g g l Q ~ 

Las vegetales son el recurso alimenticio más importante del 
mundo y constituyen el 81.B X del total de alimentos 
consumidos por el hombre, mientras que los productos animales 
y marinos contribuyen solamente en el 16.S X CFAO 1977>.Se 
estima que el promedio de producción de los recursos proteicos 
de vegetales consumidos anualmente por el hombre es de 196.8 
millones de tonelad~s comparados con los 49.1 millones de 
toneladas de la proteína animal. Entre los recursos vegetales 
ricos en proteínas se encuentra la familia de las 
leguminosas, la cual comprende una amplia variedad de especies 
que incluyen desde árboles grandes como son el tamarindo y la 
acacia, hasta plantas pequeNas como el trébol. 
La caracter!stica principal de las leguminosas es que su fruto 
se presenta en forma de vaina o legumbre la cual es membranosa 
y en sus márgenes van adheridas las semillas. 
En la actualidad y desde hace aproximadamente 800 a~os se ha 
cultivado un gran número de leguminosas tales como: alfalfa, 
soya, chícharo, frijol soya y frijol ejotero. De las 
anteriormente mencionadas las más importantes para el consumo 
humano en América Latina son: el frijol y el chich2ro. 
El frijol Ehª~~el~~ ~~lgª~l~ se cultiva principalmente can el 
~in de cosechar semilla seca, ésta provee del 20 al 50 'l. de la 
proteína de las-poblaciones rurales. La proteína del frijol 
presenta un alto contenido de lisina que Junto con la proteína 
de los cereales constituye un buen complemento alimenticio. 
Segdn datos de la Organización Mundial de la Salud, el consumo 
en calorías de las poblaciones rurales es de solo el 43.3 % de 
los requerimientos normales es decir que solo ingieren 1,529 
calorías de las cuales un 56.6 X provienen del maíz y el 17.1 
X del frijol y solo el 10.3 X de grasas y aceites. El frijol y 
el ma!z en conjunto aportan el 73.6% de las calorías 
consumidas. 
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En las grupos urbanos marginados el 84~ 5% de lai.s calorías 
consumidas proviene exclusivamente del mai= y el frijol. 
Los principales estados productores de frijol de la República 
mexicana son los siguientes: Zacatecas, Durango , Jalisco, 
Nayarit, Sinaloa, Chihuahua, Veracru=, Guanajuato, San Luis 
Potosi y Chiapas. 

Una vez que la cosecha se ha realizado el grano pasa atraves 
de una serie de procesos antes de llegar al consumidor, esta 
cadena de eventos se conoce como manejo Post-cosecha (Fig. 
1.1>. El manejo inadecuado del grano durante cada uno de estos 
estadios puede provocar pérdidas en cantidad y calidad del 
producto agrícola. La cuantía de las pérdidas en cada fase es 
variable, siendo la de almacenamiento la fase donde se 
realizan las pérdidas más importantes. 

Dadas i.a condiciones climatológicas de! nuestro pais durante el 
almacenamiento el grano está enpuesto a factores físicos 
adversos como son la humedad y temperatura altas lo que 
provoca la pérdida de calidad del grano que en el caso 
particular del frijol se conoce como el endurecimiento del 
frijol. 

Este fenómeno se caracteriza por !B dificultad que presenta el 
grano a la suavización durante su cocción además de que en 
algunas condiciones adquiere sabor y olor desagradables. Estas 
caracteristicas del frijol endurecido hacen que sea rechazado 
tanto por el consumidor, como por el industrial.· 
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PROCESA- ----~--
MIENTO. ~ 

O TRANSPORTE ALMACEN 

,..X,:¡-.____....,___ o ·º 
Grano roto ----- ·~t·· ---r¡-

Lluvia Insectos 
Fuga Hongos 
Calor Bacterias 

Roedores 
Germinación 
Rancidez 
Pudrimiento 

Ineficiente 

Fig. 1.1 MANEJO POSTCOSECHA DEL GRANO DESDE EL PRODUCTOR AL CONSUMIDOR 
(Tomado de Pos e ··Harvest: Biothecnology of Fruits Vol. 1-C. R. C. 
Press 198!1). 
/~ ... \. Causas que producen pérdidas en cada fase. 



La pérdida de la calidad del frijol durante·e1 almacenamiento 
por un lado disminuye la cantidad de grano disponible para la 
alimentación y por otro representa pérdidas económicas 
para el productor, para el industrial y para el ama de casa 
que requiere de más consumo de energía ~ara la cocción del 
grano. 

5 



l. 2. 1 ESTRUCTURA DEL GRANO DE FRIJOL 

La legumbre , es el -fruto característico de las leguminosas el 
cual se abre por la sutura ventral y por el nervio dorsal. 
La semilla es el óvulo maduro, contiene al embrión, que 
constituye la parte esencial de la semilla y el rudimento de 
la planta ~utura, está integrado por un pequeNo eje con los 
ápices radicular, plumular u hojas embrionarias. Los 
cotiledones almacenan los nutrientes los cuales mantienen el 
desarrollo del embrión hasta que adquiera capacidad para 
efectuar fotosíntesis. 

El embrión y los cotiledónes se encuentran cubiertos por un 
intertegumento o testa que esta destinado a proteger a la 
semilla. 

Al observar el grano de -frente se localizan unas estructuras 
en la porción superior como sutura que recibe el nombre de 
rafe cuya función es unir el óvulo o Trijol a la legumbre. 

En la porción in~erior se encuentra el micrópilo, esta 
estructura es una abertura o poro que tiene como -función unir 
la testa con los tegumentos de los cotiledones. (Fig. 1.2) 
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FIG. l. 2 

, ... 
I ' 

I ~ 
t -.---1-

1 
I ,,. 

CORTE LONGITUDINAL DE GRANO DE FRIJOL EN DONDE SE MUESTRAN 
.~GUNAS PARTES DE SU ANATOMIA. 



1~2. 2 EL ALMACENAMIENTO DEL GRAND DE FRIJOL Y SU RELACION 
CON EL ENDURECIMIENTO 

Durante su almacenamiento el frijol se endurece, este cambio 
en la calidad del grano se pone de maniTiesto al ser sometido 
al proceso de cocción . El frijol se clasifica como frijol 
duro cuando el tiempo de cocción que requiere para su suaviza­
ción· es significativamente mayor que el de un frijol normal. 
El ·fenómeno del endurecimiento del frijol comprende dos 
categori as que son : Semi 11 as duras CHard shel l > (6 > y granos 
di-fici les de cocer <Hard to cook) < 14). 
Las semillas duras son aquellas 
imbibir agua, este problema 
impermeabilidad de la testa. 
dif!ciles de cocer son aquellos 
imbibición pero que requieren 
cocción. 

que presentan problemas para 
se ha relacionado con la 
Por otra parte los granos 
que no presentan problemas de 
de un mayor tiempo para la 

Los -factores que se han relacionado con en el endurecimiento 
_del frijol durante el al macen ami en to son: Humedad 1 temperatLtra 
y tiempo de almacenamiento; estos tres parámetros son 
interdependientes según las condiciones del grano y 
regularmente de la variedad a utilizar. (2,8 1 14,16 1 21,28,33 > 
El frijol con un contenido de humedad entre 13 y 18 % requiere 
de tiempos de almacenamiento mayores de 6 meses para 
endurecerse siempre y cuando la temperatura del almacen sea 
menor de 30 ºC. <2l •. 
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Sin embargo , el frijol expuesto a 100 'l. de humedad relativa y 
4·1 ° C solo requiere de 14 días de almacenamiento para aumentar 
su tiempo de cocciOn. < 14 ) 
La velbcidad y el grado de endurecimiento se deben 
principalmente a las condiciones de temperatura y humedad bajo 
las cuales se almacena el grano. 
También se han hecho estudios con la finalidad de definir 
condiciones de almacenamiento que minimizen el fenómeno de 
endurecimiento del frijol durante el almacenamiento. 
Recientemente se ha reportado <2> que el frijol con 13 % de 
contenido de humedad no se endurece si la temperatura es de -
-12 C aún cuando haya sido almacenado por 2 aNos. 
Experimentos similares muestran que en atmósfer-a de dió:-~ido de 
carbono la temperatura requerida para evitar el endurecimiento 
es de 4 u C, aún cuando el grano presente contenidos de humedad 
como lC> %. <B ) 

1.1.3 ASPECTOS CITOLOGICOS DEL FRIJOL DURANTE LA COCCION Y 
ENDURECIMIENTO 

Durante la cocción del frijol las c:aracter!sticas que c:onducen 
al reblandecimiento y la adquisición de sabor agradable para 
su consumo como alimento va acompaNada de cambios en la 
teHtura del grano. 
Estos cambios en textura 
estructurales en las células 
de cocciOn (34). Micrografías 
que cuando el cotiledOn de 

q 

sen consecuencia de cambios 
del cotiledón durante el proceso 
electrónicas de barrido muestran 
frijol fresco ( no húmedo) se 



fractura; las paredes celulares están fragmentadas, a 
diTerencia del frijol cocido donde las células del cotiledón 
se separan rapidamente a lo largo de las superficies 
individuales C9,26,34). Las micrografias también muestran que 
l~ matriz intercelular de la lamela media ha disminuido C16 >. 
Estos resultados demuestran que durante el proceso de cocción 
las células del cotiledón pierden rigidez lo que resulta en la 
suavización del grano. 
Dado que el proceso de cocción del frijol involucra cambias 
estructurales de sus componentes celulares los estudiosos del 
campo han sugerido que durante el proceso de endurecimiento el 
grano sufre modificaciones que le impiden o retardan el 
establecimiento de los cambios estructurales responsables de 
la cocción del grano, lo que trae como consecuencia un aumento 
en el tiempo de ·cocción para su suavización. Una forma de 
comprobar esta hipótesis es comparando la estructura del grano 
de frijol con la que presenta después de haber sido sometido 
al· proceso de endurec:i miento .. 
Para comprobar esta sugerencia se han estudiado los cambios 
ul"traestructural es inducidos en el coti 1 edén del frijol 
después de haber sido sometido al proceso de endurecimiento • 
En estos trabajos se ha demostrado que en las células del 
cotiledón de frijol almacenado en condiciones adversas el 
citoplasma y el plasmalema se encuentran retraidas de la pareQ 
celular <26,34> mientras que en el no endurecido las doZ 
primeras se encuentran en íntimo contacto con la parad 
celular. También se ha demostrado que la estructura granular 
observada. en •-frijol -fresco disminuye notablemente durante et 
al~ac:enamiento. (14,26,34) 
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1.2.4 ASPECTOS INTERCELULARES DE LA COCCION y EL 
ENDURECIMIENTO DEL GRANO DE FRIJOL. 

Además de los cambios estructurales observados en la célula 
del cotiledón descritos en la sección anterior la coccjón y el 
fenómeno del endurecimiento del frijol también involucran 
cambios cualitativos y cuantitativos de su componentes (9). 
Por ejemplo se ha descrito que el contenido de pectinas y d~ 

iones divalentes de la pared celular del cotiledón de un grano 
de frijol cocido es menor que el que presenta antes de ser 
sometido a este proceso ( 9,16 >~ 
También se ha descrito que el frijol endurecido presenta 
mayor contenido de pectinas insolubles y de iones divalentes 
en la pared celular que el frijol control; otro parámetro que 
sufre alteraciones durante el proceso de endurecimiento es el 
grado de metilación de las pectinas siendo menor para el 
frijol endurecido que para el control. <16) 

HIPOTESIS: 

De la evidencia experimental 
se c:cncluye que el cambio en 
durante la cocción se debe 
intercelular. 

descrita en la sección anterior 
la textura del grano de frijol 
a la solubilización del cemento 

El cemento intercelular o lamela media esta constituida pcr 
polisacáridos de los cuales el mas abundante es la pectina que 
se encuentra asociada a iones divalentes < Ca ++ y Mg +·t- >, 
esta interacción hace insoluble a la lamela media (16,34) 
sugeriendo que durante el Proceso de cocción los iones 
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abandonan la estructura permitiendo su solubil.ización 
(16, 26, 34). 
El tiempo que requiere el grano para suavizarse durante el 
proceso de cocción se ha interpretado en este trabajo como 
índice de la +acilidad con que la movilización iónica antes 
planteada se realiza indicando que en frijol endurecido 
la velocidad de movilización es menor que en el control. Esta 
disminución podría deberse a que los componentes que en ella 
participan se han daNada~ 
El cotiledón es un órgano de almacenamiento sus células son 
ricas en proteínas de reserva y fitina, dadas las 
características de estas últimas es pasible que sean ellas las 
responsables de quelar dichos iones y que durante el 
endurecimiento estas sean las que su-fran alteraciones. 
Para ello se postuló la siguiente hipótesis: 
Si la proteína de reserva y la +itina se modi+ican durante el 
proceso de endurecimiento entonces la capacidad para efectuar 
la movilidad iónica que acompaNa al proceso de cocción estará 
disminuida y por tanto requerirá de mayor tiempo para su 
suavización .. 

OBJETIVOS 

1. AISLAMIENTO , CARACTERIZACION Y PURIFICACION DE CUERPOS 
PROTEICOS DE FRIJOL DE DIFERENTE GRADO DE DUREZA. 

2. DETERMINAR LOS CONTENIDO DE PROTEINA Y FITINA EN FRIJOL 
DE DIFERENTE GRADO DE DUREZA. 
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2.1 MATERIAL BIOLOGICO: 

Para el estudio del endurecimiento del frijol PhaSeolus 
~y~gª~i§ se utilizó la variedad Ojo de Cabra proporci~~;d~-por 
la ·Compal'Ua Nacional de Subsistencias Populares <CONASUPO> 

2.2 REACTIVOS: 

F'ara la realización de este trabajo se Lttilizaron lns 
reactivos de las siguientes casas comerciales: 

BAKER-ANALYZED: 

Acido clorh!drico, Acido acético, Acido fosfórico,, Acido 
tioglilcólico ó Acido mercaptoacético, Acido tricloroacético, 
Cloruro de sodio, Etanol, Glicerol, Metanol, Sul~ato de sodio. 

MERCK: 

Acrilamida, 
Bipiridina, 

Azul de bromofenol, Az1..ll de coomasie, 2"2 
Bisacrilamida, Carbonato de sodio, Cloruro 
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Férrico, Folin-Ciocalteus, Glicina, Lauril sulfato de sodio, 
2-mercaptoetancl, Persul fato· de amonio, Sacarosa 1 SL'l fato de 
cobre pentahidratado, Sulfato de fierro ~monio, N,N,N~ ,N"­
Tetrametilendiamina o TEMED , Tris Chidroximetill. 

QUIMICA-JVC: 

Citrato de sodio, 
potasio. 

SIGMA: 

Hidróxido de sodio, Tartrato de sodio-

Acido ~!tico o inositol hexafosfórico de sodio, Suero alb~mina 
de_ bovino, Albúmina de huevo, Gliceladehido 3-fosfato 
deshidrogenasa, Anhidrasa carbónica, Lactoalbúmina. 

2.3 MATERIAL INSTRUMENTAL: 

Centrífuga Bec:kman modelo j2-21. Rotor jA-20. 
Ultrac:entrifuga Bec:l<man modelo L-50. Rotor· SW-27 
Espec:trofotómetro UV/Vis. Pye Unicam modelo SP~-550. 
Homogenizador Politron Kinametic:a GMBH. 
Equipo de Electroforesis BIO-RAD modelo 220. Fuente de poder 
para la electroforesis ISCO modelo 490. 
Microscopio de Luz ZEISS. 
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2.4. METDDOLDGIA 

2.4.1. DETERIORO DE FRIJOL. 

La semilla se seleccionó según el análisis de calidad de 
CONASUPO consistente en agrupar semillas sin da~os físicos 
aparentes , de un tamaNo semejante y de la misma coloración. 
Se colocaron 1,000 semillas para cada tiempo de muestreo en 
charolas de plástico con perforaciones , estas se introdLljeron 
en una cámara de deterioro (caja de plástico 35 x 25.5 x 13.5 
cms. > , conteniendo una solución saturada de c::lorurO de sodio 
<comercial), para mantener una humedad relativa de 75 % 1 (36> 
la cámara se colocó en un horno de circulación ~orzada a 41 
C. Las muestras se almacenaron durante 7, 14, 21 y 30 dias. A 
los tiempos indicados una caja se retiró del horno y se tomó 
una1muestra para determinar el contenido de humedad y el resto 
del lote se seca durante 5 hrs .. a 60 ° C. 

2.4.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD: 

Para determinar el contenido de humedad de la semilla se 
utilizó el método de secado en estufa, según el Departamento 
de Agricultura de EUA <USDA 1979), el cual consistio en pesar 
5 gr. de grano que se colocan en cajas de metal las cuales 
se meten a una estufa con circularción forzada de aire a 103 
° C. por 72 horas. 

El contenido de humedad se calculo por diferencia de peso y se 
expresó con base al peso húmedo de la semilla. Utilizando la 
siguiente fórmula: 

· donde: 

% Contenido de humedad 

A= peso sec:o de 1 a muestra 
B= peso húmedo de la muestra. 

A 
X 100 

B 

Los contenidos de húmedad de los granos se expres~n como el 
promedio de 4 repeticiones. 
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2 .. 1.3 DETERMINACIDN DEL TJEMPO DE COCCION. 

Para la determinación del tiempo de cocción se colocan 450 
semillas en una olla de peltre con 2 litros de agua 
bidestilada hirviendo; durante el tiempo que dura la prueba el 
volumen se mantiene constante aMadiendo agua hirviendo. Cada 
media hora se sacan 50 granos y se presionan entre los dedos 
indice y pulgar ; se considera que la muestra está cocida si 
45 de ellos o sea el 90% ceden a la presión de los dedos y no 
presentan grumos. Este procedimiento se efectúa cada media 
hora hasta que se ha cocido la muestra o hasta sacar el último 
lote de granos lo que ~quivale a 5 horas y media, después de 
este tiempo se considera a la muestra como no cocida. Este 
método se usa en el Laboratorio de Control de Calidad de la 
Compa~ía Nacional de Subsistencias Populares <CDNASUPO>. 

2.4.4 DETERMINACION DE MICDFLORA 

Para determinar el porcentaje de semillas invadidas por 
hongos se utilizaron lotes de 100 semillas en cada uno de los 
tiempos de muestreo, las cuales se desinfectaran 
superficialemente con hipoclorito de sodio al 2% durante un 
minuto y se sembraron en un medio selectivo para hongos de 
almacen MSA < 2% de Malta, 6% de Sal y 2% de Agar>, se 
incubaron a 26°C durante 7 dias hasta que los hongos pudieron 
ser identificados. 

El contenido de hongos de una variedad fue expresada como 2 

porcentaje del número total de granos contaminados. Cada 
determinación se hizo con 4 repeticiones. 
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2.4.5 Cinética de Imbibición de la Semilla 

Las semillas de frijol se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 
125 ml. con 50 ml. de solución clorale}: al 20 X, se agitó 
durante 5 min. y se enjuago por 3 ocasiones con agua 
bidestilada estéril para eliminar los residuos del 
blanqueador, 25 semillas superficialmente esterilizadas se 
colocaron en cajas de Petri estériles, que contenían dos 
discos de papel filtro Wathman # 1 con 5 ml. de agua 
bidestilada estéril, las cajas de Petri se pusieron a incubar 
a 26ºC durante diferentes períodos. 
A los tiempos indicados en las figura.s correspondientes, los 
frijoles se secan superficialmente con papel filtro y se 
calcula su grado de hidratación con la siguiente ecuación: 

Ganancia c;:te agua A - B 

donde: A peso inicial. 

B peso húmedo. 

Los datos obtenidos se expresan como el promedio de 3 repeticiones.' 
independientes. 

2.4.6 AISLAMIENTO DE CUERPOS PROTEICOS 

Los frijoles se cortaron en Terma 
embrión· de los cotiledones estos se 
Un gramo de la harina se homogenizó 
(v/vlen amortiguador de citrato 

1 7 

transversal separándose el 
molieron hasta harina fina. 
a 4 ° C. en glicerol al 80% 
+ostato 25mM pH 5. Se 



centrifLlgó a baja velocidad, 200 g •• El sobrenadante se colocó 
en tubos que contenían glicerol 90% (v/v) en amortiguador' de 
citrato-fosfato 25 mM pH 5 y se centrifugó a 24 001) g. durante 
45min. C12l. 
La pastilla que se obtuvo fue resuspendida en sacarosa al 20 % 
en amortiguador de citrato 50 mM pH 5 .. La solución obtenida se 
colocó en la parte superior de un gradiente discontinuo de 
saca.rosa 90 t.. Cp/v); 70% Cp/v); 50% (p/v) , en amortiguador 
de citrato 50 mM pH 5 en la proporción de 1:1:1;se centrif~gó 
a 23 000 g. durante 40 min .. <30>. 
Una vez centrifugado se fraccionó en alícuotas de 1 ml. a cada 
una se le determinó su densidad en un refractómetro de Abbe y 
su absorción a 280 nm. <Fig.. 2.1 , Fig. 2.2) 

2.4.7 IDENTIFICAClON DE LOS CUERPOS PROTEICOS.·,-
.. \~·, ... ::• 

Para valorar la eficiencia del método de aisla~~ento y 
purificación de los cuerpos proteicos se observó al 
microscopio • Las Tracciones generadas durante la obtención de 
la pastilla que contiene las cuerpos proteicos CFig. 2.1>; asi 
como las bandas del gradiente discontinuo donde se acumula el 
material que absorbe a 280 nm. CFig. 2.2>. 
Las muestras para la observación microscópica se prepararon de 
la siguiente manera: se colocó una pequeNa gota de la banda 
d~l gradiente en un portaobjetos, se hizo un Trotis y se tiNó 
con eosina al 15% durante 10 min. (15>. 
Las micrografías se muestran en la Fig. 2.3. 

2.4.8 FRACCIONAMIENTO DE LA PROTEINA DE COTILEDON DE FRIJOL 

La proteina tanto del cotiledón como la presente en los 
cuerpos proteicos aislados. 

• ..... 1 .. •' 
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.l gr. DE HARINA DE COTILE 
DON 5F HOMOGENIZO EN 25mf1. 
DE CITRATO-FOSFATO pH 5, 
EN GLICEROL AL 90 %. 

Cfg. 10' a 2, 000 g. 

1 

PASTILLA SOBRENADANTE 
(desea rta r [ 

Cfg. 45' a 24 00 Og. 

1 
PASTILLA SOBRENADANTE 

(_ C.UERPO PROTEICO) ( descartar) 
Re.suspender 20% !i'ac. 

GRADIENTE DISCONTINUO 
SACAROSA 9.0, 70, 50 % 
Cfg. 40' a 23 000 g. 

Fig. 2.l DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA EMPLEADA EN EL AISLAMIENTO 
DE LOS CUERPOS PROTEICOS DEL COTILEDON DE FRIJOL. 
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FIG. 2.2 DISTRIBUCION DE LOS CUERPOS PROTEICOS EN UN GRADIENTE DE SACAROSA 

1. gr. de hadna de cotlled6n fu6 homogenfzado en gl lcerol al g<JX, 
en 25 n'i1 de el trato-fosfato pH 5 .O. El homogenado se centrl fug6 -
a 2 1 000 g; el sobrenadante se centrt fugó a 24 ,000 g. por 45 mi nu­
tos. 
La pastllla constituy6 la fracc16n cruda de cuerpos proteicos. Pa 
ra purlflcarlos esta pastilla se fraccionó en un gradiente disco!! 
tlnuo de sacarosa y se centrifugó a 23 1 000 g. por 40 minutos. El 
gradiente se fraccionó en al (cuotas de 1 mi •. A c.ada fracción se 
le "determtn6 la absorción a 280 nm. y la densidad. 

\00 .,, 

70 % 

30 % 

10 % 



Fig. 2.3 M1crograflas del material presente en las diversas 
fracciones generadas durante la obtención y purifi 
cación de los cuerpos proteicos. 
Al Amiloplastos pastilla de 2,000 g. 
Bl Cuerpos proteicos Lfrijol control) material acu 

mulada en la banda de 1.29-1.30 g/c.c. en el ~ 
gradiente discontinuo de sacarosa. 

Cl Pared celular e impurezas.- material acumulado -
en la banda de 1.25-1.29 g/c.c. en el gradiente 
discontinuo de sacarosa. 

Dl Cuerpos proteicos (frijo~ duro). Material acu-­
mulado en la bandñ de 1.29-1.30 g/~.c. en el 
gradiente.discontinuo de ~acarosa. 
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Se Tracciont:\ron de eicuerdo ··a su solubilidad en soluciones 
salinas de diferente Tuerza iónica CDsborne 1924> mezclas de 
solventes e hidróxido de sodio. Utilizando esta metodolog1a se 
obtienen cuatro grupos de proteinas que a contin1iación se 
mencionan: 
Globulinas: proteir•as solubles en soluciones salinas. 
AlbLiminas: proteínas solubles en etanol .. 
Prolaminas: proteinas solubles en etanol. 
Proteínas solubles en hidróxido de sodio. 

Se ha reportado que la eficiencia de extracción de las 
globulinas y albúminas es variable dependiendo del pH y fuerza 
ión·ica del amortiguador utilizando en la extracción, por lo 
que se determinaron las condiciones en las cuales se obtenía 
un mejor rendimiento de estas pr-oteinas.. Se uti liz~ron 
amortiguadores de diferente pH y fuerza iónica variable; la 
fuerza iónica se ajustó can cloruro de sodio a diferentes 
concentraciones. En la tabla 2.1 se muestran los resultados de 
estos experimentas. El amortiguador can el que se e:<trajq una 
mayor cantidad de proteína fué Tris-HCl 50 mM pH 8.0 
conteniendo 0.3 M de NaCl. 
El fraccionamiento de proteínas se e-fec:tuó de la 
ma.ner-a: un grame de har-in~. del cotiledón de 
homogenizó en 15 ml. de amortiguador de extracción 
horas mediante agitación a 4°C. 

siguie.nte 
f_rijol se 
dLtrante 3 

La muestra después de la homogenización se centrifugó a :::;.~; 000 
g. durante 30 mi.nutos. 
El sobrenadante que se obtuvo de esta centrifuación se dializó 
durante 3 horas con agua bidestilada., las muestras se 
centrifugaron a 35 000 g. durante 30 minutos , en la pastilla 
se obtienen las globulinas en el sobrenadante las albúminas. 
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Tabla 2.1 

NaCl 
(M) 

D.l 
D.3 
0.5 

a) Glicina 

EFECTO DEL pH Y LA CDNCENTRACION IONICA EN LA CANTIDAD 
DE PROTEINA EXTRAIDA DEL COTILEDON DE FRIJOL 

24 

28 

32 

50 mM p H 3.5 

Proteina P.Xtraíaa (mg. / g. ae cotiledón J 

pH 

3.5 la) B.O (b) 

.65 

.72 
60 

b} Tris-HCl 50 mM pH B.O 



La primeras se resuspenden en una soluCJón de NaCl 0.1 M. La 
pastilla inicial se resuspendió en una~solución de etanol 50% 
mediante agitación a 4º C durante 30 minutos, luego se 
centrifugó a 77 000 g. durante 30 minutos. 
La pastilla n~evamente se extrae de la manera antes mencionada 
y se centrifuga, los sobrenadantes se Juntan. y guardan en 
refrigeración~ En esta ~racción se e:{traen las prolaminas. 
La pastilla se extrae con hidróxido de sodio 0.5 M durante 15 
horas mediante agitación a 4 C se centri~uga a 77 000 g. 
durante 30 minutos. La pastilla se descarta y el sobrenadante 
se guarda donde quedan las proteínas solubles en hidróxido 
de sodio. < Fig. 2.4>. 
A cada una de las muestras se les cuantificó proteína por el 
método de Lowry o el de Peterson. 

2.4.9 CUANTIFICACIDN DE LA PROTEINA DE COTILEDON DE FRIJOL 

Para determinar la cantidad de proteína extraída del cotiledón 
se utilizó el método de Lowry y col (18). Mientras que la de 
los cuerpos proteicos se cuanti~icó utilizando la metodología 
descrita por Peterson (24>. 

Método de Lowry: 

Se prepararon los siguientes reactivos: 

Al 2 Y. de Carbonato de Sodio en C>.1 N de Hidróxido de sodio. 
Bl C>.S Y. de sulfato de cobre pentahidratado en 1 Y. de 
tartrato de so~io potasio. 



HOHOGENIZAR 3 gr. UE HARINA DE COTI 
LEDON EN 10 ml. UE TRIS HACL • Jm -
NoCl pH 'a POR 3 HRS. A lt.C 

Cfg. 35 OOOg. x 30' 

S OBRENADANTE 

PASTILLA 
SOLUBILIZAR EN 
O. 3 H NaCl GLOBULJlNAS 

Ajuar.ar pH 5.6 con ac. acEcico 
Cfg. 35 000 x 30 1 

SOBRENADANTE 

ALBUMINA 
SOBRENADANTE 

ETANOL 

et.anal 

77 OOOg. X 30' 

ET 

~ ~G~i"-'-.-'-7~7-=0~0~0"'-~~-'-'""-"""-~ 
JUNTA Y GONCEllTRAR 
PROLAMINAS 

---------- SOBRENADANTE 
ET/\NOL 

FIG. 2. 4 R&PRESENTACION DlAGRAMATlC,\ DE LA METODOLDCIA UTlLIZADA 
EN EL° FRACCIONAMIENTO DE LA:' PROTEINAS DEL COTlLEDOS DE FRIJOL. 

Cfg. 77 000 

SCHRE?;ADA~TE 

OlAl.lZAR EN 
AGUA 

PASTILLA 

1 HOSOl.Ul\1.1~ 



C> 50 ml. de la solución A y 1 ml. de la solución B, esta 
solución se prepara al momento. 
0) Reactivo de Folin Ciocalteus y agua bidestilada. en partes 
igual es ( 1: 1) • 
Para la realización de la curva patrón se toma.ron alícuotas de 
la solución patrón de suero albl.'.~mina de O a 500 microgramos 
y se llevaron a un volumen final de 1 ml. se les agregaron S 
ml. de la solución C se dejaron reposar durante 10 min. y se 
le adicionaron 0 .. 5 ml. de la solución D se deja reposar -~ 

minutos y se leen en el espectrofot6metro a 750 nm <Fig. 
2 .5>. Para determinar la proteína del frijol , se tomó una 
alicuota de la fracción correspondiente y se trato de la misma 
forma que para la curva patrón. 

Método de Peterson: 

Se utilizaron los siguientes reactivos: 

Al Partes iguales de hidróxido de sodio 0.8 N , SOS 10 %, agua 
bidestilada y solución de cobre-tartrato-carbonato (2% de 
tartrato de sodio potasio, 10 'l. de carbonato de cobre, 0.1 'l. 
de sulfato de cobre pentahidratadol. 
B) Folin Ciocalteus 1 parte del reactivo por 5 de 
agua (1:6>. 

Para la curva patrón se tomaron alícuotas de la solución 
patrón de suero albúmina de bovino conteniendo de O .:i 100 
microgramos y se llevan a un volumen Tina.l de 1 ml. • A estas 
muestras se. le agrega 1 ml. del reactivo A y se deja reposar 
durante 10 minutos luego se le adiciona 1 ml. del reactivo B, 
se deja reposar durante 30 minutos y se leen a 750 nm en el 
espetrofotómetro. Para la determinación de la proteína de 
frijol se hizo de forma similar. (Fig. 2.6) 
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FIG. 2.5 

200 400 

CURVA PATRON CON SUERO-ALBUMINA DE BOVINO FOR EL 

METODO DE LOWRY. 



AltS 

4 

so 100 

F~G. 2.a CURVA PATRON DE SUERO-ALBUMINA DE BOVINO POR EL 
M~TODO DE PE~ERSON. 



2.4~10 CARACTERIZACION DE LA PRDTEINA DE FRIJOL 

Las: protetnas contenidas en la fracción de globulinas , 
albúminas ~ cuerpos proteicos aislados se reportaron en geles 
de poliacrilamida (17 >- Se prepararon geles planos en placas 
de 15 mm. de espesor. La concentraciones finales ·de ios 
componentes de los geles fueron: Para el gel concentrador 
acrilamida al 5 'l., Bisacrilamida 0.26 M~ Tris 0.125 M pH 6.B , 
SDS 0.1 ~. Para el gel separador la mezcla consistió de 
acrilamida al 10 % 6 al 15 %, Bisacrilamida al 0.26 M, Tris 
0.375 M pH a.a, 606 0.1%. Se adicionó ademas 100 microlitros 
de persulfato de amonio al 12.5 % y 50 microlitros de TEMED al 
10% por cada 10 ml. de mezcla, para catalizar la 
polimerización del gel. Los geles se corrieron a temperatura 
ambiente en una solución amortiguadora electrolítica de Tris 
0.025 M pH a.3 , glicina 0.192 M, SOS 0.1 % a 3 mA por carril 
por 12 horas. 
La muestra de proteína para la electroforésis se preparó 
tomando una alicuota de cada una de las fracciones <20-30 
microgramos >, se les adicionó un volumen igual de una 
solución 2x que contenia 6 M de urea, 1% de SOS, 0.625 M de 
Tris pH 6.a, 1 mM de mercaptoetanol, 0.001% de bromofenol y 
0.4 N de hidróxido de sodio. Posteriormente la muestra se 
calentó a iOOºC por un minuto y se aplicó al gel. El peso 
molecular de las bandas en les patrones electroforéticos se 
determino por comparación can proteínas de peso molecular 
conocido. <Fig. 2.7 y Fig. 2.a> 

2.4.11 AISLAMIENTO Y DETERMINAC!ON DE FITINA. 

Un gramo de la harina de frijol deslipidizado se homogeniza en 
ácido clorhídrico 2 N mediante agitación a 4° e durante 1 
hora. La pastilla se desecha y en el sobrenadante se encuentra 
el ácido fitico. 
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Fig. 2.7 Calibración de geles de acrilamida al 10 %·con proteínas 
de.peso molecular conoc1do. 
Los geles se prepararon como se describió en metodolog1a 
En cada carril se corrieron 10 microgramos de una de 1as 
siguientes proceinas: Ai.bGmina de Bovino 66,000 ¡ AlbGmi 
na de huevo 45,000; Gliceraldehido 3-fosfato 36,000; An= 
hidrasa carbónica 29,000 y Lactoalbúmina 14,200. La posi 
ción de las proteínas en el gel se hicieron visibles por 
tinci6n con azul de coomaSsee • Se calculó el factor de 
corrimiento (Rf) para cada proteína y se graf icó contra 
el logaritmo de su peso molecular. 



109 PM' 

4 

·' • 

Fig. 2.8 caiibración de geies de acrilamida ai 15 % con proteinas 
de peso molecular conoCido • Los- datos para la gráfica 
se obtuvieron de· la forma descrita en la fig. 2.7 



La fitina del extracto anterior se cuantificó de acuerdo al 
método de Haug y Lantzch <13>. Se prepararon las siguientes 
soluc:iones: 
Solución férrica 0.02 g. de sulfato de amonio férrico en 100 
ml. de ácido clorhídrico 0.2 N. 
Solución 2,2'" Bipiridina disuelta en ml. de ác:ido 
tioglicólico aforar a 100 ml. con agua bidesti.lada. 
A 0.5 ml. del extracto conteniendo a la fitina se le agregó 1 
ml. de la solución férrica se calentó por 30 minutas en baNo 
de agua hirviendo. Los tubos se dejaron enfriar a temperatura. 
ambiente y se centrifugaron a 2 000 g. por 15 min .• Se tomó 1 
ml. del sobrenadante y se le agregó 1.5 ml. de la solución de 
2,2· bipiridina. El color desarrollado se lee a 519 nm. en el 
espec:troTómetro, la cantidad de ~itina en cada muestra se 
calcula en una curva patrón prªeparada con la sal de sodio del 
ácido fitico. CFig. 2.9> 
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CURVA PATRON DE FITINA CON ACIDO FITICO. 



3.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO. 

Para determinar las causas bioquimicas que conducen al 
endurecimiento del frijol se requiere contar con material 
biológico homogeneo en cuanto a carga genética e historial 
agronómico y que además presente diferente grado de dureza lo 
que permitirá en forma clara establecer una relación causa.....: 
efecto Esto es, entre más duro es el frijol <mayor será el 
tiempo de cocción) y por tanto se encontrará más afectado el 
evento bioquímico responsable del fenómeno. 
Una forma de obtener el frijol con las características antes 
mencionadas es almacenando el grano de una misma variedad, en 
condiciones de envejecimiento acelerado (alta humedad relativa 
y alta temperatura> es ). Esta metodología se utilizó en el 
desarrollo de este trabajo como estrategia para obtener ~riJol 
con diferente grado de dureza. 

3.2 VALORACION DEL GRADO DE DUREZA 

Para valorar el grado de dureza del -frijol almacenado en 75% 
de humedad relativa y 41 ºe lo que se hizo fué determinar el 
tiempo de c:occ:ión que presentaba el grano después de haber 
sido almacenado por diversos periodos de tiempo. Se encontró 
que a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento 
aumen·ta el tiempo que el grano requiere para cocerse <Tabla 
3.1>. De los resultados anteriores se concluye que el grado de 
dureza del frijol variedad Ojo de Cabra aumenta al aumentar el 
tiempo de almacenamient~ en las condiciones aqui descritas. 
En este trabajo el grado de dureza se expresó como la 
diferencia entre el tiempo de cocción Ch> que requiere el 
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Tabla 3.1 EFECTO DEL PERIODO DE ALMACENAMIENTO EN EL TIEMPO DE COCCION 
Y EL GRADO DE DUREZA DEL GRANO DE FRIJOL 

Periodo de Contenido de Tiempo de Grado de 
Almacenamiento Humedad de Cocción ( h) Dureza 

(a) la semilla ( b) (c) (d) 

o 10.5 3:00 o 
7 13. 5 4:00 
14 14.5 6:00 III 
21 14.6 7:00 IV 
30 14.9 7:00 IV 

+ 

a) 4lºC y 75 % de humedad relativa. 

b) Promedio de cuatro repeticiones cada una. 
c) Efectuada en la forma descrita en metodología. 
d) Unidades arbitrarias expresadas_como la diferencia entre el tiempo de cocción 

(h) del grano después de almacenado y-el control. 



frijol almacenado por diversos períodos de tiempo y el 
requerido por el frijol control, por ejemplo, el frijol 
almacenado por 7 días a 41° C y 75 X de humedad relativa 
requiere de 4 horas para su cocción mientras que el control 
requiere de 3 horas ,por lo que el fríjol almacenado por 7 
días en las c:ondic:iones aqu:! descritas tiene grado de dureza I 
<Tabla 3.1>. Algunos autores han reportado que la invasión 
por hongos contribuye a la pérdida de calidad de la semilla 
(8), por lo que se decidió investigar- si la mic:oflora del 
grano contribuía en el ~enómeno de endurecimiento del frijol, 
se encontró que el ~rijo! almacenado en las condiciones antes 
descritas no presenta ataque de hong~s a pesar de que el 
contenido de humedad del grano en estas condiciones es 
relativamente alto. 

3.1.3 CINETICA DE IMBIBICION 

El endurecimiento del frijol resulta de un aumento del tiempo 
requerido para su suavización (21>, esto podría deberse a 
una disminución· en su capacidad de hidratación. Para demostrar 
si este ~actor participaba en el proceso de endurecimiento se 
determinó la cinética de imbibición para el grano a 26 ºC. 
<Fig.3 .1> , puede observarse que la capacidad de hidratación 
del grano duro es la misma que la del control y que además la 
capacidad de captación de agua es independiente del tiempo que 
estuve almacen.,;;..do .. 
A las 72 horaS de imbibición la diferec:ias en peso fresco que 
presenta el control con respecto al endurecido se deben 
unicamente a que este último ha perdido su capacidad de 
germinación • 
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FIG. 3.l CINETICA DE IMBIBICION DE FRIJOL ALMACENADO POR DIFERENTES 

PERIODOS DE TIEMPO. CONTROL (l); 7 DIAS (2); 14 DIAS (3) ; 

21 DIAS (4) ; 30 DIAS (5), LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIE~ 

TO FUERON 4lºC y 75 % DE HUMEDAD RELATIVA. LA IMBIBICION 

SE REALIZO A 28º C EN LA FORMA DESCRITA EN LA ~!ETODOLOGIA. 
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3.4 AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DE CUERPOS F'ROTEICOS 

Las células del cotiledón del frijol son ricas en cuerpos 
proteicos por lo qLte su c:itoplasma mLlestra una a..pariencia 
granulosa cuando se observa al microscopio electrónico <33). 
Se ha reportado que en frijol dt.,ro esta granul ac: i ón disminuye 
<33), lo cual sugier~ que los cuerpos proteicos se destruyen. 
En este trabajo se exploró la posibilidad de que durante el 
fenómeno de endurecimiento del grano los cuerpos proteicos se 
liaen, con lo c:ual se disminuiré. la gr.::".nulación 
c.itoplasmátic:a. Estos organelos se oi;\islaron por 
ultra.centrifugación en gradientes discontinuos de sacarosa SLt 

identi+icacién se realizó por microscopía <ver metodología> y 
por sus ca.rac::teristic:as de densidad, la. c:ual es de 1.29-1 .. 3<) 
(37). En los gradientes de sacarosa discontinua se puede 
observar que el material sedimenta en dos bandas muy bien 
definidas y que independientemente del tiempo de 
ra.lmac:enamiento la densidad a. la que aparecen las bc:\ndas e:os 
similar <Tabla 3 .. 2> La densidad de una de las bandas 
<segunda> coincide con la reportada para cuerpos proteicos y 
se c:cncluyó qu.e en esta banda sedimentaban los cuerpos 
proteicos. 
La cantidad de c1..1erpos proteicos "islados de los cotiledones 
de frijol almacenado por diversos periodos de tiempo se eval1..16 
cuantificando la protein" presente en la banda de densidad 
1.29-1.30 del gradiente de sacarosa. En la tabla 3.3 se 
muestran los resultados. La cantidad de cuerpos proteic:os 
disminuye a medida que el tiempo de almacena.miento aumenta., lo 
cual sugiere que las condiciones de alma.c:ena.rniento en las que 
se produce el -Fenómeno de endurecimiento del frijol, inducen 
la lisis de los cuerpos proteicos. 
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Tabla 3.2 DENSIDAD Y PORCENTAJE DE SACAROSA DE LAS BANDAS OBTENIDAS 
DURANTE LA PURIF!CACIDN DE LOS CUE~POS PROTEICOS AISLADOS 
DE FRIJOL ALMACENADO POR DIFERENTE PERIODO DE TIEMPO. 

Tiempo de la. Banda 2a. Banda 
almacenamiento % Sacarosa Densidad % Sacarosa 

(a) ( b) (e) 

Control so. 5 l. 232322 63.0 

7 53.0 1.246234 62.5 

14 54.5 l. 254697 62.6 

21 52.5 1. 24.3433 61. o 

30 51. o 1.230585 60.0 

~~ 4lºC y 75 % de humedad relativa. 
Porcen:taje en peso. 

el g/c.c. a 25ºC. 

Densidad 

1.304267 

1.301274 

1.301871 

1.292354 

1.286456 



Tabla 3.3 

Tiempo de al­
macenamiento 

EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO EN LA CANTIDAD 
DE CUERPOS PROTEICOS AISLADOS DE COTILEDON DE FRI­
JOL. 

( dí as ) a. 

Proteina total en 
la banda 1.29-1.30 
mg/g de cotiledón.b 

control 

~4 

21 

30 

a) 75 % de humedad relativa y 4l"C. 

1083 

800 

648 

540 

b) Proteina extraídas con NaOH 0.5 M de los cuerpos proteicos aislados de 
cotiledón de frijol, en gradiente discontinuo de sacarosa. 



3. 5 FRACCION~\MIENTO Y CARACTERI ZACION DE LA PROTE lNA LIE 
COTILEDON Y DE LOS CUERPOS PROTEICOS. 

Como se mencionó en la introducción , los estudios de 
microscopia electrónica han demostrado que cuando el +rijol 
se cuece la pared celular pierde su rigidez y las células se 
separan unas de otras. (16>. Sin embargo , la pared t:elular­
aislada del -frijol remojado no se separa aún CL1ando se hier·vc-n 
en condiciones en las que se cuece el grano completo ( 26 > 
esto sugiere que durante el proceso de la cocción también 
participan componentes del protoplasto. De los componentes 
intracelulares se ha sugerido que la estructura de los cuerpos 
proteicos se modifica durante el proceso de endurecimiento ( 
33,34>.Esto podría deberse a que el almacenamiento del grano 
en condiciones adversas induce un cambio cuantitativo o 
cualitativo de sus componentes. Para estudiar la 
participación de los componentes del cuerpo proteico 
<7,12,19,23,37>en el proceso de endurecimiento, lo que se hi~o 
fue aislar cuerpos proteicos del cotiledón de frijol con 
diferente grado de dureza y analizar su contenido proteico 
mayoritario <albúminas y globulinas>. En la Tabla 3.4 se 
muestra el efecto que el tiempo de almacenamiento del frijol 
en condiciones adversas tiene sobre el contenido de globulinas 
y :.lbt.:\min~s de estos organelos.. Puede observarse que a medida 
que aumenta el tiempo 'de almacenamiento (aumento en el grado 
de dureza>, disminuye el contenido de globulinas .. A su vez la 
cantidad de albúminas permancen casi constantes o con una 
ligera tendencia a disminuir a medida que el proceso de 
endurecimiento progresa. En la fig. 3.2 se muestra el 
patrón de péptidos resultante 1 de la electro+oresis de los 
cuerpos proteicos aislados de cotiledón de +rijol almacenado 
por diversos periodos de tiempo. 
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Tabla 3.4 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO EN EL CONTENIDO DE 
ALBUMINAS Y GLOBULINAS DE LOS CUERPOS PROTEICOS AISLA­
DOS DE CDTILEDON DE FRIJOL. 

de proteina/g. de cotiledón c 
Tiempo de Grado de 

!' g. 

al macenami en to dureza 
a b Globulinas Albúminas G/A 

Control o 679.12 287.79 2.35 

d) 

14 II I 

21 IV 

30 IV 

75 % de humedad relativa y 41ºC. 
Igual que en Tabla 3.1 

171.42 229.32 o. 7 4 7 

162.12 259.39 o. 625 

104.23 199. 74 o. 521 

Cuerpos Proteicos aislados se extrageron con Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y 0.3 M de 
NaCl. La proteína solubilizada se dializó contra agua y se centrifugó a 35 000 
g. x 30 min .. Las albúminas presentes en la fracción soluble y las globulinas 
colectadas en la pastilla fueron cuantificadas por Peterson. 
Resultado de dividir el contenido de globulinas de los cuerpos proteicos entre 
el de albúminas para cada tratamiento. 
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calidad en gel de Acrilamida-SDS al 15 % 
en el ·esquema se indiean lds .pesos mole­
culares a los que corresponde cada banda 
y los nGmeros en la parte inferior indi­
can el tiempo de almacenamiento a 41°C y 
75 % de humedad relativa. 



El número, proporción y peso molecular de cada uno de los 
pépt1dos del control es simil~r a los de los cuerpos proteicos 
aislados de granos con diversos g~ados de dureza. Este 
resultado no coincide con el patrón electro-forético que se 
esperarla de un sistema donde la solubilidad de sus proteínas 
es diferente. Para resolver la aparente contradic~ión de 
estos resultados , se decidió +raccionar las proteinas totales 
del cotiledón y examinar el patrón electroforético de la 
+racción de albúminas y globulinas. La estrategia detrás de 
este experimento fué suponer que los cambios fisicoqutmicos de 
las proteínas del cuerpo proteico inducidos por el 
almacenamiento deberían re+lejarse en la proteína lotal del 
cotiledón. 
Los patrones electroforéticos Fig.3. 3 para la~ 

albúminas extraídas del cotiledón de frijol con diferente 
grado de dureza es similar en todos los casos analizados, sin 
embargo, el patrón obtenido del frijol endurecido muestra una 
mayor cantidad de proteína en la banda de 76 000 daltons la 
cual probablemente se forma por la unión de tipo covalente 
entre algunos de los péptidos ya que apesar de aplicarle SOS 
esta banda persiste. ( Fig.3.3 l 
Durante el almacenamiento el contenido proteico total del 
cotiledón no varia en forma signi+icativa <Fig. 3.4) aún 
cuando la proporción de las di+erentes clases de proteína 
varia en forma importante. ( Tabla 3.5 ) 
Por ejemplo en el cotiledón del frijol control aproximadamente 
72 % de la proteina total son globulinas y 19 % albúminas 
mientras que a los 7 dias de almacenamiento en condiciones 
adveri:;~s solo el 39 /.. son globulinas y han aumentado en forma 
considerable las albLlminas y las proteínas solubles en 
hidróxido de sodio. El máximo cambio se presenta a los 14 dias 
de endurecimiento, tiempos más largos de almacenamiento no 
modifican estos componentes en forma importante <Tabla 3.5 > 
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FIG. 3.4 PORCENTAJE DE LA PROTEINA EN COTILEDON DE FRIJOL DE DIFERENTE 
CAL 1 DAD. 

En el ple de figura se indican: (C) Control; (7) 7 dtas; (14) 
14 dlas; (21) 21 dlas; (30) 30 dlas en 75 % de humedad relati 
va y 41 ºC •• Al Interior de cada figura: ( G) Globulinas; (A) 
Albúminas; (P) Prolamlnas; (N) Protelnas solubles en Hldr6xl 
do de sodio. 



Tabla 3.5 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO EN LA PROPORCION DE LOS 
COMPONENTES PROTEICOS DEL COTILEDON. 

Tiempo de (a J 
almacenamiento o 7 14 21 

Componentes 
Protei ces (c mg. de Proteinas / gr. de cotiledón 

(b) 

Globulinas 42.14 72.40% 21. 36 39.22% 12.34 23.36% 118. 02 28. 79,'. 

,Albumina 11. 25 19. 32% 16.89 31.01% 21. 99 41.63% 23. 18 37.03% 

Prolamina 2.17 3. 72% 5.43 9.97% 3.99 7. 5 5:; 1 7. 11 11. 35;; 

Soln. Na OH 2.64 4. 53% 10.78 19.79% 14.50 27. 45'.'. 114.28 22. 81' 

TOTAL mg. 58.20 54.46 52.82 6~.59 

a) Condiciones de almacenamiento 4lºC y 75 % de Humedad relativa. 

30 

11. 31 

20.43 

1 
5.45 

:15.60 
\52.61 

b) Determinada por Lowry. 
e) 1 gr. de harina de cotiledón fue sometido al fraccionamiento proteico descrito 

en la metodología. 

21.15% 

38. 83'.;'. 

10. 35" 

29.65% 



3.6 DETERMINACION DE FlTINA 

La participación de la fit1na en el proceso del endurecimiento 
del ~rijol también fue estudiada erl este tr?b~jo, se encuentra 
localizada en los cuerpos proteicos <4,10,23,27>, sin embargo 
la cuatificación de este metabolito se realizó en el cotiledón 
debido a que el rendimien~o ~e los cuerpos proteicos er·a muy 
bajo Los resultados mue~tran que a medida que el Frijol se 
endurece el contenido de fitina del grana también disminuye. 
<Tabla 3.6 >. 
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Tabla 3.6 

Grado de dureza 
(a) 

Control 

I I I 

IV 

CUANTIFICACION DE FITINA EN CUTILEDUN DE FRIJOL 
DE DIFERENTE GRADO DE DUREZA. 

- mgs. de fitina / gr. de cotiledón 
{b) 

7.45 

3.51 

2.05 

0.87 

a) lgua1 que tabla III.1 

b) Promedio de 2 determinaciones independientes realizadas por duplicado cada 
una. 



Micrografías electrónicas de las células del cotiledón de 
-frijol muestran que el citoplasma posee t-tna apariencia 
granulada <16,26>. debida muy probablemente a la gran cantidad 
de cuerpos proteicos que posee este teji.da de reserva C14,16l. 
En e"l -frijol endL~recido se ha observa.do que esta apariencia 
granulada del citoplasma desaparece <26>. Probablemente porque 
los cuerpos proteicos han perdido su integridad. En este 
trabajo se demuestra que ha medida que el frijol se endurece 
disminuye la cantidad de material recuperado del cotiledón con 
características de cuerpo proteico <densidad 1.29-1.30> (Tabla 
3.2). 
La observación de este material al microscopio de luz muestra 
que la integridad de estas organelos se preserva a~n cuando ya 
han perdido su forma redondeada y se encuentran formando 
a.cúmulos <Fig.2 .3). Esta tendencia a asociarse va acompaf'1ade. 
de cambios en la proporción de la clase mayoritaria de ~ 

proteinas <albóminas y globulinas> que los constituyen <Tabla ' 
3.3 ) 
Sin embargo, el número y tipo de polipéptidos presentes en el 
cuerpo proteico no ha variado <Fig.3 • 2> ya que se obtiene 
un patrón similar cuando estos arganelos se someten a 
electroforesis desnaturalizante independientemente del grado 
de dureza que presente el frijol, utilizado para su 
ai sl ami en to. 
Se ha reporta.de; que el ceil~ntamiento de las globulinas del 
frijol soya en solución induce la formación de gr·and2s 
agregados moleculares por interacción ionica y de puentes 
disul~uro entre la subunidad de la c:onglicina <7s) y las 
subunidades básicas de la glicilina (11s) l10,29,32>Las 
condiciones ambientales ( Humedad relativa y temperatura 
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alta) en las cuales se establece el fenómeno del 
endurecimiento del frijol tenderían a favorecer la disociación 
de las globulinas en subunidades con lo cual se favorecerta 
la interacción entre ellas para la formación de agregadas 
similares a los descritos para el frijol soya (30,32). Una 
interacción de este tipo cambiaría la solubilidad de los 
péptidos involucrados sin ~lterar su identidad electroforética 
en un sistema desnatL\ral izante. Otra evidencie que apoya. esta 
interpretación es la presencia de una nueva banda proteica l 
76 000 daltons) en el patrón electroforético de la fracción de 
albdminas cuar1do estas se aislan de frijol duro, pero que no 
está presente en el control ( Fig. 3.3 ) . 
El peso molecular de este nuevo polipéptido es similar· al que 
resultaría de la interacción entre algunas subunidades de la 
-fracción Gl con las de la 62 aL,nque en este caso la unión 
parece ser covalente. Una posibilidad es que la interacción 
entre las subunidades de las globulinas sea de tipo no 
covalente mientras se encuentran dentro del cuerpo proteico y 
una vez que este se destruye, factores presentes en el 
citoplasma induzcan el entrecruzamiento covalente entre ellos. 
El fenómeno del endurecimiento induce cambias cualitativos en 
la proteína del cotiledón del frijol <Tabla 3 . 5 ) y 
cuantitativos en la reserva de ~osfato <7,11,20,35) <Tabla 
3.6 ). El contenido de fitina disminuye a medida que aumenta 
el tiempo de cocción requerido por el grano para su 
suavi zac:i ón. 
Integrando estos resultados a los ya existentes en la 
literatura, el fenómeno del endurecimiento del frijol se puede 
explicar a traves del siguiente modelo. El tiempo requerido 
por el grano de frijol para suavizarse durante el proceso ~e 
la cocción depende de la velocidad de movilización de los 
iones divalentes, calcio y magnesio principalmente, presentes 
en la lamela media lo que permite que esta se solubilice y las 
células del cotiledón se separen. Durante la movilización los 
iones viajan hacia el interior de las célu.la.s del cotiledón 
dende son quelados por las proteinas de reserva y fitina. 
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En el fenómeno de endurecimiento la capacidad de quelación del 
protoplasto disminuye <menar contenido de ~itina y cambios 
fisicoquimicos de las proteínas>, con lo cual la 
redistribución iónica necesaria para que el grano se suavize 
durante la cocción , se realiza más lentamente, lo que se 
refleja en un aumento de los tiempos de cocción requeridos 
para que se complete el proceso. 
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1.- El frijol de la variedad Ojo de Cabra se endurece 
cuando se almacena en 75 % de humedad relativa y 41 ºC. El 
grado de endurecimiento es medido coma tiempo de cocción el 
cual es proporcional al tiempo de almacenamiento hasta llegar 
a un máximo a partir de aquí el tiempo de cocción permanece 
constante .. 

2.. El endurecimiento del frijol Ojo de Cabra durante el 
almacenamiento no es causado por hongos ni por diferencias en 
la capacidad de imbibición del grano <Fig. 3.ll. 

~-- La cantidad de cuerpos proteicos del cotiledón 
disminuye a medida que aumenta el grado de endurecimiento del 
grano <Tabla 3.3 ). 

4.- Las proteinas del frijol se modifican en forma 
cualitativa durante el fenómeno del endurecimiento. 

El contenido de fitina del grano disminuye a medida 
que el frijol se endurece. 
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