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. KESUMEN

El frijol almacenado en condiciones de alta humedad v
temperatura se deteriora, este deterioro se conoce como endu”
recimiento y se manifiesta por la dificultad del grane para
suavizarse durante el proceso de la cocciodn.

Los procesos bioquimicos responsables del endurecimienta del

frijol no han sido dilucidados, sin embargo, por técnicas
microscdépicas se ha observado que el grado de granulacion del
citoplasma en las ceélulas del cotiledon de frijol, duro, es

menor ,que el observado en las del control (34).Se encontrd que
la granulacidn en el citoplasma de estas ecélulas se debe a su
gran. contenido de cuerpos proteices, los resultadeos antes
mencionados sugieren que durante el fendmeno 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 utilizd frijol Phaseolus
vulgaris de la variedad Ojo de Cabra, almacenado en 75 4 de
humedad relativa y 41 °C, por diferentes periodos de tiempo.
El gradae de endurecimiento se valoréd mediante pruebas de
coccidén, se encontrd que a medida que aumentd el tiempo de
almacenamiento, el tiempo requerido para la coccidn del grano
también se incrementa. Este aumento no se debe a
diferencias en la capacidad de captacidn de agua ya que esta
fue similar en todas las muestras estudiadas. t.a cantidad de
cuaerpos proteicos aislados de cotileddn 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 encontrd gque el contenido de
fitinma disminuye a medida que el frijol se endurece mientras
que el de la proteina permanece constante. 8Sin embargo las
prnpiedades de solubilidad de estas varia en forma tal que a
medida que el frijnl se endurece la fraccidn . de globulinas
disminuye. Estos resultados muestran que & 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 proteico se modifican participando en el cambio de
textura del frijol que ocurre durante la Coccidn.
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lLos vegetales son el recurso alimenticio mas importante . del
mundo y constituyen el 81.8 % del total de alimentos
consumidos por el hombre, mientras que los productos animales
Y marinos contribuyen solamente 2n el 146.8 % (FAD 1977).Se
estima que el promedio de produccidn de los recursos proteicos
de vegetales consumidos anuwalmente por 21 hombre es de 196.8
milleones de . toneladas comparados con 1os 4%9.1 millones de
toneladas de la proteina animal. Entre los recursos vegetales
ricos en proteinas se encuentra la familia de las
leguminosas, la cual comprende una amplia variedad de especies
que incluyen desde Arboles grandes como son el tamarindo y la
acacia, hasta plantas pequefras como el trebol.

La caracteristica principal de las leguminosas es que su fruto
se presenta en forma de vaina o legumbre la cual es membranasa
Yy en sus margenes van adheridas las semillas.

En la actualidad y desde hace aproximadamente 800 afifos se ha
cultivado un gran numero de leguminosas tales como: alfal+a,
soya, chicharo, frijol soya y frijol ejotero. De las
anteriormente mencionadas las mas importantes para el consumo
humano en América Latina son: el frijol y el chicharo.

El frijol Phaseolus vulgaris se cultiva principalmente con el
ftin de cosechar semilla seca, ésta provee del 20 al S0 % de la
proteina de las -poblaciones rurales. La proteina del frijol
presenta un alto contenideo de lisina que junteo con la proteina
de los cereales constituye un buen complemento alimenticio.
Segun datos de la Organizacidn Mundial de la Salud, el consumo
en ca&lorias de las poblaciones rurales es de solo el 43.3 % de
los requerimientos normales es decir que solo ingieren 1,529
calorias de las cuales un S6.6 % provienen del maiz . y el 17.1
% del frijol y selo el 10.3 % de grasas y aceites. El frijol y
cel maflz en conjunto aportan el 73.6% de 1las calorias
consumidas.



En los grupos uwrbanos marginados el g4.5% de

las calorias
consumidas proviene exclusivamente del maiz

y el frijol.

Las principales estadoes productores de frijol de la Republica
mexicana son los siguientes: Zacatecas, Dur ango N Jalisco,
NMayarit, Sinaloa, Chihuahua, Veracruz, Buanajuato, San Luis

Potosi y Chiapas.

Una wvez gue 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 Fost-cosecha (Fig.
1.1). El manejo inadecuado del grano durante cada uno de estos
estadios puede provocar pérdidas en cantidad y calidad del
producto agricola. lLa cuantia de las pérdidas en cada fase es
variable, siendo 1la de almacenamiento 1la fase donde se
realizan las pérdidas mas importantes.

Dadas i1a condiciones climatolégicas de nuestro pais durante el
almacenamiento el grano estd expuesto a Ffacteres Fisicos
adversps 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
$rijol.

Este fendmeno se caracteriza per la dificultad gque presenta el
grano a la suavizacién durante su  coccion ademds de que  en
algunas condiciones adguiere sabor y olor desagradables. Estas
caracteristicas del frijol endurecido hacen que sea rechazado
:tanto por el consumidor, como por el industrial.:



PRODUCTORES

PROCESA~

MIENTO. )
AUTOCONSUMO Y MERCADO
%O TRANSPORTE ALMACEN ) EMPACADO -
7~ d Iniel
e G-V SH-F e B
Grano roto Lluvia Insectos Ineficiente Eerdigi - —j -
Fuga Hongos dedca = S ;
Calorx Bacterias ad. : |
Roedores .
Germinacidn AT

Rancidez ‘)
Pudrimiento ol

CONSU‘MIDORES)

Fig. 1.1 MANEJO POSTCOSECHA DEL GRANO DESDE EL PRODUCTOR AL CONSUMIDOR
(Tomado de Pos:--Harvest Biothecnology of Fruits Vol. I-C.R.C.
Press 1984).
/‘;-’\ Causas que producen pérdidas en cada fase.




La pérdida de la calidad del frijol durante el almacenamiento
pOor un lado disminuye la cantidad de grano disponible para la
alimentacién y- por otro representa pérdidas econédmicas
para el productor, para el industrial y para el ama de casa
que requiere de mas consumo de energia para la coccidn del
grano.
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1.2.1 ESTRUCTURA DEL GRANO DE FRIJOL

La legumbre , es el fruto caracteristico de las leguminosas el
cual se abre por la sutura ventral y por el nervio doarsal.
La semilla es el dvulo maduro, contiene al embridn, que

constituye ‘la parte esencial de la semilla y el rudimento de
la planta futura, esta integrado por un pequeflon eje con los
apices radicular, plumul ar u hojas embrionarias. Los
cotiledones almacenan los nutrientes los cuales mantienen el
desarrolleo del embridn hasta que adquiersa capacidad para
efectuar fotosintesis.

El embridon vy los cotiledénes se encuentran cubiertos por un
intertegumento o testa que esta destinado a proteger a 1la
semilla.

Al observar el grano de frente se localizan unas estructuras
en la porcidn superior como sutura que recibe el nombre- de
rafe cuya funcidn es unir el ovulo o frijol a la legumbre.

En la porciédn inferior se encuentra el micrdpilo, esta
estructura es una abertura o poro que tiene como funcidn unir
la testa con los tegumentos de los cotiledones. (Fig. 1.2}
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CORTE LONGITUDINAL DE GRANO DE FRIJOL EN DONDE SF MUESTRAN

ALGUNAS PARTES DE SU ANATOMIA.

FIG. 1.2

'



.2 EL. ALMACENAMIENTO DEL GRANO 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 manifiesto al ser sometido
al proceso de coccion . El frijol se clasifica como frijol
duro cuando el tiempo de coccidn Que requiere para su suaviza-
cidn es significativamente mayor que el de un frijol normal.
El fendmeno del endurecimiento del frijol comprende dos
categorias que son = Semillas duras (Hard shell) (&) vy granos
dificiles de cocer (Hard to cook) (14). - -

Las semillas duras son aquellas que presentan problemas
imbibir agua, este problema se ha relacionado con l1a
impermeabilidad de 1l1la testa. Por otra parte los granos
dificiles de cocer son aquellos que no presentan problemas de
imbibicidn pero que requieren de un mayor tiempo para 1la
coccidn.

Los factores que se han relacionado con en el endurecimiento
.del frijol durante el almacenamiento son: Humedad, temperatura
y. - tiempo de almacenamientoj; estos tres parametros
interdependientes sEgun las condiciones del grano v
regul armente de la variedad a utilizar. (2,8,14,16,221,28,33 )
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 °C. (2.

para

san



Sin embargo , el frijol expuesto a 100 % de humedad relativa y

41 ° C solo requiere de 14 dias de almacenamiento para aumentar
su tiempo de ceoccion. ( 14 )

La velocidad Y el grado de endurecimiento se deben
principalmente a las condiciones de temperatura y humedad bajo
las cuales se almacena el grano.

Tambieén se han hecho estudios con la finalidad de definir
condiciones de almacenamiento que minimizen el fendmeno 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 ' € aun cuando haya sido almacenado por 2 afios.
Experimentos similares muestran que en atmdsfera de didiido de
carbono la temperatura requerida para evitar el endurecimiento

es de 4 Y C, aun cuando el grano presente contenidos de humedad
comp 10 Z. (8 )

1.1.3 ASPECTOS CITOLOGICOS DEL FRIJOL DURANTE LA COCCION Y
ENDURECIMIENTO :

Durante 1a cocciédn del frijol las caracteristicas que conducen
al reblandecimiento y la adquisicidn de sabor agradable
su  conswno com alimento va acompaftada de
textura del grano.

Estos cambios en textura son
estructurales en las células del cotiledon durante el proceso
de coccidn (34). Micrografias electronicas de barrido muestran
que cuando el cotileddn de frijol fresco ( no hdamedo) se

para
cambios en ia

consecuencia de camhbios



fractura; las paredes celulares estan fragmentadas, a
diferencia del frijol cocido donde las célul as del cotiledon
se separan rapidamente a lo largo de las superficies
individuales (?,26,34). Las micrografias tambi&n muestran que
la matriz intercelular de la lamela media ha disminuideo (16 ).
Estos resultados demuestran que durante el proceso de coccidn
las células del cotileddn pierden rigidez lo que resulta esn la
suwavizacién del grano.

Dado que el proceso de coccidan del frijol involucra cambios
estructuwales de sus componentes celulares los estudiosos del
campo han sugerido gue durante el proceso de endurecimiento el
gr ano sufre modificaciones que le impiden o retardan el
establecimiento de los cambios estructurales responsables de
la coccidn del grano, lo que trae como consecuencia un aumento
en el tiempo de coccidn para su suavizacidn. Una farma de
camprobar esta hipdtesis es comparando la estructura del grano
de frijol con la que presenta después de haber sido sometido
al’ proceso de endurecimiento.

Para comprobar esta sugerencia se han estudiado los cambios
ultraestructurales inducidos en el cotileddn del frijol
después de haber sido sometido al proceso de endurecimiento .
En estos trabajos se ha demostrado que en las células del
cotileddn de frijol almacenado en condiciones adversas el
citoplasma y el plasmalema se encuentran retraidas de la pared
celul ar (26,38 mientras que en el no endurecido las dos
primeras se encuentran en iIintimo contacto con la pared
celul ar. También se ha demostrado que la estructura granular
observada. en frijol fresco disminuye notablemente durante 1
almacenamiento. (14,26,34)

10,



1.2.4 ASPECTOS INTERCELULARES DE LA coccion Y €1
‘ENDURECIMIENTO DEL GRANO DE FRIJOL.

Ademas de 1los cambios estructurales observados en la célula
del cotileddn descritos en la seccidn anterior la coccidn y el
fendmeno del endurecimiento del frijol también involucran
cambios cualitativos vy cuantitativos de su componentes (9.
Por ejemplo se ha descrito gque el contenido de pectinas v de
iones divalentes de la pared eslular del cotileddn 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 pres=nta

mayor contenido de pectinas insolubles y de iones divalentes
en la pared celular que el frijol controlj; otra pardmetro que
sufre alteraciones durante el proceso de endurecimiento es el
grado de metilacidn de las pectinas siendo menor para el
frijol endurecido que para el control, (16)

HIPOTESIS:

De 1la evidencia experimental descrita en la seccidn anterior
se concluye que el cambio en la textura del grano de frijol
durante la coccion se debe a la solubilizacidon del cemento
intercelular.

El cemento intercelular o lamela media esta constituida por
polisacaridos de los cuales £1 mas abundante es la pectina gue
se encuentra asociada a iones divalentes ( Ca ++ y Mg +-+ Y.
esta interaccién hace insoluble a la lamela meadia (16,34}
sugeriendo que durante el proceso de caocecidon los iones

11



abandonan la estructura permitiendo su salubilizacion
(16, 26, 34).

El tiempo que requiere el grano para suavirarse durante el
proceso de coccidn se ha interpretado en este trabajo como
indice de 1la facilidad con que la movilizacidn idnica antes
planteada se realiza indicando que en frijol endurecido
la velocidad de movilizacidn es menor que en el control. Esta
disminucion podria deberse a gue los componentes que en ella
participan se han dafMado.

El cotileddn es un drgano de almacenamiento sus celulas son

ricas en proteinas de reserva Y fitina, dadas las
caracteristicas de estas uUltimas es posible que sean ellas las
responsables de quelar dichos iones y que durante el

endurecimiento estas sean las que sufran alteraciones.

FPara ello se postuld la siguiente hipdtesis:

Si la proteina de reserva y la fitina se modifican durante el
proceso de endurecimiento entonces la capacidad para efectuar
la movilidad idnica que acompafia al proceso de coccion estara
disminuida y por tanto requerird de mayor tiempo para su
suavizacion.

OBJETIVOS
i. ’ AISLAMIENTO , CARACTERIZACION Y PURIFICACION DE CUERFDS
PROTEICOS DE FRIJOL DE DIFERENTE BRADO DE DUREZA.

 2. DETERMINAR LOS CONTENIDO DE PROTEINA Y FITINA EN FRIJDL
DE DIFERENTE BRQDD DE DUREZA.

12
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2.1 MATERIAL BIOLOGICO:

Para el estudio del endurecimiento del +rijol Phaseoalus

la-Compafia Nacional de Subsistencias Fopulares (CONASUFO) .

=2 REACTIVOS:

V]

Fara 1la realizacion de este trabajo se utilizaron 1los
reactivos de las siguientes casas comerciales:

BAKER~-ANALYZED:

Acido clorhidrico,; Acido aceéetico, Acido . fosforico,:. Acido
tioglilcdlico & Acido mercaptoacético, Acido tricloroacetico,
Cleoruro de sodio, Etanol, Glicerol, Metanol, Sulfato de sodio.

MERCK:
Acrilamida, Azul de bromofencol, Azul de :dnmasie, 227
Bipiridina, Bisacrilamida, Carbonato de sodio, Cloruro

13



Feérrico, Folin—Ciocalteus, Glicina, Lauril sulfato de sodia,
2-mercaptoetanol, Persul fato de amonio, Sacarnsa, Sulfato de
cobre pentahidratado, Sulfato de fierro amonio, NyN,N N =
Tetrametilendiamina o TEMED , Tris (hidroximetil).

OUIMICA—-JVC:

Citrato de sodio, Hidrdxido de sodio, Tartrato de sodio-
potasio.

SIGMA:

Acido fitico o inositol hexafosfdrico de sodio, Suero albumina
de  hovino, Albumina de huevo, Glicel adehido S-faosfato
deshidrogenasa, Anhidrasa carbonica, Lactoalbuamina.

2.3 MATERIAL INSTRUMENTAL:

Centrifuga Beckman modelo ji2-21. Rotor jA-20.

Ultracentrifuga Beckman modelo LL—-50. Rotor 3W-27
Espectrofotdmetro UV/Vis. Pye Unicam modelo SP~-850.
Homogenizador Politron Kinametica GMEH.

Equipo de Electroforesis BID-RAD modelo 220, Fuente de poader
para la electroforesis ISCO modelo 4%90.

Microscopio de Luz ZEISS. ’ .

14



2.4. METOROLOGIA

2.4.1. DETERIORDO DE FRIJOLa

La semilla se selecciond segun el andlisis de calidad de
CONASUPD - consistente en agrupar semillas sin  dabos  fisicos
aparentes , de un tamafio semejante y de la misma coloracién.

Se coleocaron 1,000 semillas para cada tiempo de
charolas de plastice con perforaciones
en

muestreo en

sy estas gse introdujeron
una cdmara de deterioro (caja de plastico 35 x 25.5 x 13.5

cms.) conteniendo una solucién saturada de cloruro de sodio

(comercial) , para mantener una humedad relativa de 75 %4, (3&)

la camara se colacd en un horno de circulacidn forzada a 41

c. Las muestras se almacenaron durante 7, 14, 21 y 30 dias. A
los tiempos indicados una caja se retird del horne y se tomd

una:muestra para determinar el contenido de humedad y el resto

del lote se seca durante S5 hrs. a 60 °C.

2.4.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD:

Para determinar el contenido de humedad de la semilla se
utilizd el método de secado en estufa, segun el Departamento
de Agricultura de EUA (USDA 1979}, el cual consistid en pesar
S gr. de grano que se colocan en cajas de metal las cuales
s meten a una estufa con circularcitn forzada de aire a 103
°C. por 72 horas.

El contenido de humedad se calculd por diferencia de peso y se

- expressd con base al peso himedo de la semilla. Utilizando 1la
siguiente fdrmula:

% Contenido de humedad = X 100

wiD

* donde: A= peso seco de la muestra
B= peso hdmedo de la muestra.

t.os contenidos de hamedad de los granos se expresan‘ come el
promedic de 4 repeticiones.

15



201,32 DETERMINACION DEL TIEMFO DE COCCION.

Para la determinacidn del tiempo de coccion se colocan 450
semillas en una olla de peltre con 2 litros de

2 agua
bidestilada hirviendo; durante el tiempo que dura la prueba el
volumen se mantiene constante aftadiendo agua hirviendo. Cada

media hora se sacan 50 granos y ae presionan entre los  dedos

indice y pulgar se considera qgque la muestra estd cocida si
45 de ellos o sea el F07 ceden a la presidon de los dedos y no
presentan grumos. Este procedimiento se efectaa cada media
hora hasta que se ha cocido la muestra o hasta sacar el dltimo
lote de granos lo gue equivale a 5 horas y media, después de
este tienpo se considera a la muestra como no cocida. Este
métode se usa en el Laboratorio de Control de Calidad de

la
Compa®ia Nacional de Subsistencias Populares (CONASUFD) .

2.4.4 DETERMINACION DE MICOFLORA

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 desinfectaron
superficialemente con hipoclorito de sadio al 2% duwrante 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 comno
porcentaje del namero total de granos contaminados. Cada
determinacidn se hizo con 4 repeticiones.

16



2.4.5 Cinética de Imbibicidn de la Semilla

l,Las semillas de frijol se colocaron en un matraz Erlenmeyer de
125 ml. con SO ml. de solucidn cloralex al 20 %, se agito

durante S5 min. y se enjuagd por 3 ocasiones con  agua
bidestilada estéril para eliminar los residuos del
blanqueador, 25 semillas superficialmente esterilizadas se

colocaron en cajas de FPetri estériles, que contenian dos
discos de papel filtro Wathman # 1 con S ml. de agua
bidestilada esteéril, las cajas de Petri se pusieron a incubar
a 2&°C durante diferentes periodos.

A los tiempos indicados en las figuras correspondientes, los
frijoles se secan superficialmente con papel filtro v se
calcula su grado de hidrataciédn con la siguiente ecuacidn:

Ganancia de agua = A - B

donde: A = peso inicial.

B = peso humedo.
Los datos obtenidos se espresan como el promedio de 3 repeticiones.’
independientes.

2.4.46 AISLAMIENTO DE CUERPOS PROTEICOS

Los frijoles ce cortaron en forma transversal separandose el
embrién de los cotiledones estos se molieron hasta barina fina.
Un gramo de la harina se homogenizs a 4 °C. en glicerol al 80%
(v/v)en amortiguador de citrato fostato 25mM pH S. Se

.17



centrifugd a baja velocidad, 200 g.. El sobrenadante se colocd
en tubos que contenian glicerol 204 (v/v) en amortiguador  de
citrato—fosfato 25 mM pH S ¢y se centrifugd a 24 000 g. durante
45 min. (12). o

La pastilla que se obtuvo fue resuspendida en sacarosa al 20 %
en amortiguador de citrato SO mM pH 5. La solucidn obtenida se
colocod en la parte superior de un gradiente discontinuo de
sacarosa 90 Z (p/v)s 70% (p/v)ys SO% (p/v)y en amortiguador
de citrato SO mM pH S en la proporcion de 1:1:1;se centrifugo
a 23 000 g. durante 40 min. (302,

Una vez centrifugado se fracciond en alicuotas de 1 ml. a cada
una se le determind su densidad en un refractémetro de Abbe y
su absorcion a 280 am. (Fig. 2.1 , Fig. 2.2)

2.4.7 IDENTIFICACION DE LOS CUERPOS FROTEICOS..

Para valorar 1a eficiencia del método de aislamjento. vy
purificacidén de los cuerpos proteicos se observa al
microscopip . Las fracciones generadas durante la chtencién de
la pastilla que contiene los cuerpos proteicos (Fig. 2.1); asi
como las bandas del gradiente discontinuo donde se acumula el
material que absorbe a 280 nm. (Fig. 2.2).

Las muestras para la observacidn microscédpica se prepararon de
la siguiesnte manera: se colocd una pequefla gota de la banda
del gradiente en un portaoblietos, se hizo un frotis y se tiffd
con eosina al 15% durante 10 min. (15).

Las micrografias se muestran en la Fig. 2.3.

2.4.8 FRACCIONAMIENTO DE LA PROTEINA DE COTILEDON DE FRIJOL

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

18



1 gr. DE HARINA DE COTILE
DON SF HOMOGEMNIZO EN 25mM
DE CITRATO-FOSFATO pH 5,
EN GLICEROL AL 90 %.

cfg. 10' a 2, 000 g.

PASTILLA SOBRENADANTE
{descartar] :

Cfg. 45' a 24 000g.

PASTILLA SOBRENADANTE
( CUERPQ PROTEICO) ( descartar)

esuspender 20% sac.

GRADIENTE DISCONTINUQ
SACAROSA 9a, 70, 50 %
Cfg. 40" a 23 000 g.

Fig. 2.1 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 harina de cotiledsn fué homogenizado en glicerol al 90%
en 25 mM de cltrato-fosfato pH 5.0, E1 homogenado se centrifuysd -
a 2,000 g; el sobrenadante se centrifugs a 24,000 9. por 45 minu-
tos. -

La pastilla constituys la fraccién cruda de cuerpos proteicos. Pa
ra purificarios esta pastilla se fracclon6 en un gradiente discon
tinuo de sacarosa y se centrifugs a 23,000 g. por 40 minutos. EI
gradiente se fraccion6 en alicuotas de 1 ml,. A cada fraccién se
le determinG la absorcién o 280 nm. y la densidad.



Fig.

2.3

Micrografias del material presente en las diversas
fracciones generadas durante la obtencién y purifi
cacifn de los cuerpos proteicos.

A}
)

cl

D)

Amitloplastos pastilla de 2,000 g.

Cuerpos proteicos (frijol control) material acu
mulado en l1a banda de 1.29-1.30 g/c.c. en el =
gradiente discontinuo de sacarosa.

Pared celular e impurezas.- material acumulado -
en 1a banda de 1.25-1.29 g/c.c. en el gradiente
discontinuo de sacarosa.

Cuerpos proteicos (frijol duro). Material acu--
mulado en la banda de 1.29-1.30 g/<.c. en el --
gradiente discontinuo de sacarosa.



Se fraccionaron de acuerdo a su solubilidad en soluciones
salinas de diferente fuerza idnica (Oshorne 1924) mezclas de
solventes e hidroxido de sodio. Utilizando esta metodologia se
obtienen cuatro grupos de proteinas que a continuacisn se
mencionan: . .
Globulinas: proteinas solubles en soluciones salinas.
Albuminas: proteinas solubles en etanol.

Frolaminas: proteinas solubles en =tanol.

Proteinas solubles en hidrdxido de saodio.

Se ha reportado que 1la eficiencia de extraccion de
globulinas y albuminas es variable dependiendo del pH
ignica del amortiguador wtilizando en la extraccidén, por 1o
que se determinaron las condiciones en las cuales se obtenia
un . mejor rendimiento de estas proteinas. Se utilizaron
amortiguadores de diferente pH y fuerza idnica variableg la
fuerza iénica se ajustd con cloruro de sodio a diferentes
concentraciones. En la tabla 2.1 se muestran los resultados de
estos experimentos. El amortiguador con =21 que se extrajg una
mayor cantidad de proteina fue Tris-HCI SO aM pH 8.0
conteniendo 0.3 M de NaCl.

El fraccionamiento de proteinas se efectud de la siguiente
manera: un  gramo de harina del cotiledén de frijol se
homogenizd en 15 ml. de amortiguador de extraccién durante 3
horas mediante agitaciéon a 4a°C.

La muestra después . de la homogenizacidn se centrifugd a Zn Q00
g. durante 30 minutos. :

El sobrenadante que se obhtuvo de esta centrifuacidn se dializo
durante . T haras 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  albdminas.

las
v fuerza
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Tabla-2.1

EFECTO DEL pH Y LA CONCENTRACION IONICA EN LA CANTIDAD

DE PROTEINA EXTRAIDA DEL COTILEDON DE FRIJOL

Proteina extrafda (mg. / g. de cotiledén )
pH

NacC1 3.5 (a) 8.0 (b)
(M) - :
0.1 24 65,
0.3 .28 72
0.5 32 ‘60
a) Glicina 50 mM p H 3.5
b) 8.0

Tris-HC1 50 mM -pH




La primeras se resuspenden en una solui:‘g:.cbn de NaCl 0.1 M. L.a
pastilla inicial se resuspendid en una solucidn de etancl SO%
medi ante agitacion a 4° C durante 3I0 minutos, luego se

centrifugd a 77 000 g. durante 30 minutos.
La pastilla nuevamente se extrae de la manera antes mencionada
Y se centrifuga, los sabrenadantes se juntan y guardan en

refrigeracidn. En esta fraccidn sa extraen las prolaminas.

lLa pastilla se extrae con hidréxido de sodio Q.5 M durante 15
horas mediante agitacién a 4 C se centrifuga a 77 000 g.
durante I0 minutos. La pastilla se descarta y el sobrenadante
se guarda donde quedan las proteinas solubles en hidroxido

de sodio. ( Fig. 2.4).

A cada una de las muestras se les cuantificd proteina por el
método de Lowry o el de Peterson.

2.4.9 CUANTIFICACION DE LA PROTEINA DE COTILEDON DE FRIJOL

Para determinar la cantidad de proteina extraida del cotiledén
se wutilizd el método de Lowry y col ((18). Mientras que la de
los cuerpos proteicos se cuantificd utilizando la metodologia
descrita por Petersaon (24).

Metodo de Lowry:
Se prepararan los siguientes reactivos:
A) 2 % de Carbonato de Sodio en 0.1 N de Hidréxido de sodio.

B) 0.5 4 de sulfato de cobre pentahidratado en 1 % de
tartrato de sodio potasio.
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HOMOGENIZAR 3 gr. DE NARLNA DE COTL
LEDON EN 10 ml. DE TRIS HACL .3m
NaCl pH 3 POR 3 HRS. A 4C

Cfg. 35 000g. x 30°

SOBRENADANTE c t?ASTtLLAzo 1
xtraer
DIALLZAR : sax d:‘_‘:‘:_ “ etanol
Ajustar pH 5.6 con ac. acEtico Cfg. 77 000g. x 30°'

Cfg. 35 000g x 30! N

sofu‘\nig;‘al?tﬂ SOBRENADANTE SOBRENADANTE PASTILLA
0,3 M NaCl GLOBULINAS ALBUMINA ETANOL T :
Cig. 77 000g x 30"
JUNTA Y CONCENTRAR
PROLAMINAS
\ SOBRENADANTE PASTILLA
NaOH
ETANOL ]AS )!Hﬁsn
Cfp. 77 000g x 30"
SCRRELADANTE
FIG. 2.4 REPRESENTACION DIAGRAMATICA DE LA METODOLOGIA UT1LIZADA i PASTILLA
EN EL FRACCIONAMIENTO DE LAY PROTEINAS DEL COTILEDON DE FRIJOL. I?G‘l;\\‘-lll\" EN IoinsoLunny
' 1




(9] SO ml. de la solucidn A y 1 ml.
solucidn se prepara al momento. )

D) Reactivo de Folin Ciocalteus y agua bidestilada en partes
iguales (1:1).

Para la realizacidn de la curva patrén se tomaron alicuotas de
la solucidn patrdn de suero albumina de O a S00 microgramos
y se llevaron a un volumen final de 1 ml. se les agregaron S
ml . de la solucién C se dejaron reposar durante 10 min. Y se
le adicionaron 0.5 ml. de la solucidén D se deja reposar
minutos Yy se leen en el espectrofotdmetro a 750 nm (Fig.
2 .9. Para determinar la proteina del frijol , se tomé una
alicuota de la fraccion correspondiente y se tratéd de la misma
forma que para la curva patron.

de la solucién B, esta

3

Método de Peterson:
Se utilizaron los siguientes reactivos:

A) Partes iguales de hidrdsido de sodio ©.8 N , SDS 10 %4, agua
bidestilada vy solucidon de cobre-tartrato—carhonato (24 de
tartrato de sodio potasio, 10 % de carhonato de cobre, o.1 %
da sulfato de cobre pentahidratado).

B) Folin Ciocalteus 1 parte del

1 reactivo por O de
agua {(1:é&).

Para 1la curva patrdn se tomaron alicuotas de 1la solucidn
patran. de suero albdmina de bovino conteniendo de O a 100
microgramos y se llevan a un volumen final 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 vy se leen a 730 nm en el
espetrofotdmetro. Para 1la determinaciéan de la proteina de
£rijol se hizo de forma similar. (Fig. 2.6) '
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2.4-10 CARACTERIZACION DE LA PROTEINA DE FRIJOL

Las’  proteinas  contenidas en 1la fraccidn de globulinas '

albuminas vy, cuerpos proteicos aislados se reportaron en geles
de poliacrilamida (17 ). Se prepararon geles planos en placas

de 1S mm. de espesor. l.a concentraciones finales 'de 1los

componentes de 1los geles fueron: Para el gel concentrador

acrilamida al § %, Bisacrilamida 9.26 M, Tris 0.125 M pH 4.8 ,

8PS 0.1 %. Para el gel separador la mezcla consistid de
acrilamida al 10 % & al 1§ %, Bisacrilamida al 0.26 M, Tris
0.375 M pH 8.8, 6DS 0O.1%. Se adiciond ademas 100 microlitros
de persulfato de amonio al 12.5 7 y SO microlitros de TEMED al
10%4 por cada 10 ml. de mezcla, para catalizar la
polimerizacidn del gel. Los geles se corrieron a temperatura
ambiente en una solucidn amortiguadora electrolitica de Tris
0.025 M pH 8.3 , glicina 0.192 M, SDS 0.1 % a 3 mA por carril
por 12 horas.

La muestra de proteina para la electroforésis se preparo
tomando  una alicuota ' de cada una de las fracciones (20-30
microgramos Yy se les adiciond un volumen igual de una
solucidn 2% que contenfa 6 M de urea, 1% de SDS, 0.425 M de
Tris pH &6.8, 1 mM de mercaptoetanol, 0.001% de bromofenol vy
0.4 N de hidroxido de sodio. FPosteriormente la muestra se
‘calentd a i00°C por un minuto v se aplicdéd al gel. €l peso
molecular ‘de las bandas en los patrones electroforéticos se
determin® por comparacion con proteinas de peso molecular
conocido. (Fig. 2.7 y Fig. 2.8)

2.4.11  AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE FITINA.

Un gramo de la harina de frijol deslipidirzado se homogeniza en
acido clorhidrico 2 N mediante agitacian a 4° € durante 1

hora. La pastilla se desecha y en el sobrenadante se encuentra
el acido fitico.
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Fig. 2.7

'Calibracian de geles de acrilamida al 10 % con proteinas
de .peso molecular conocido.

‘Los geles se prepararon como se describid en mecodologia
En cada carril se corrieron 10 microgramos de una de las
siguientes proteInas: AlbGmina de Bovino 66,000 ; Alblmi
na de huevo 45,000; Gliceraldehido 3-fosfato 36,000; An~ .
hidrasa carbdnica 29,000 y Lactoalbiimina 14,200. La posi
cidén de las proteinas en el gel se hicieron visibles por
tincidn con azul de coomassee . Se calculd el factor de
corrimiento (Rf) para cada proteIna y se graficd contra
el logaritmo de su peso molecular.



log PM g J-
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Fig. 2,8 Calibracidn de geles de acrilamida al 15 X con ‘protafnas
sl de peso molecular conocido .. Los datos para la grdfica -
se obtuvieron de la forma descrita em la fig. 2.7 !



La fitina del extracto anterior se cuantificéd de acuerdo al
método de Haug y tLantzch (13). Se prepararon las siguientes
soluciones:

Solucion férrica 0.02 g. de sulfato de amonio férrico en 100
ml. de Acido clorhidrico 0.2 M.

Solucidn 2,2° Bipiridina disuelta en 1 ml. de acido
tioglichlico aforar a 100 ml. con agua bidestilada.

A 0.5 ml. del extracto conteniendo a la fitina se le agregd 1
ml. de la solucidon férrica se calentd por 30 minutos en bafro
de agua hirviendo. Los tubos se dejaron enfriar a temperaturs
ambiente y se centrifugaron a 2 000 g. par 1S min.. Se taomd t
ml. del sobrenadante y se le agregd 1.5 ml. de la solucién de
2,2° bipiridina. El color desarrollado se lee a 519 nm. en el
espectrofometro, 1a cantidad de fitina en cada muestra se
calcula en una curva patrdn preparada con la sal de sodio del
4cido fitico. (Fig. 2.9)
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FIG. 2,9 "~ CURVA PATRON DE FITINA CON ACIDO FITICO.
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3.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

Para determinar las causas bioguimicas que conducen al
endurecimiento del frijol se requiere contar con material
bioldgico homogeneo en cuanto a carga geneética e historial
agrondmico y que ademas presente diferente grado de durera lo
que permitira en farma clara establecer una relacidn causa-—
efecto . Este es, entre mas duro es el friijol (mayor serd el
tiempo de cocecidn) y por tanto se encontrard mds afectado el
evento bioquimice responsable del fendmeno.

Una forma de obtener el frijol con las caracteristicas antes
mencionadas es almacenando el grano de una misma variedad, en
condiciones de envejecimiento acelerado (alta humedad relativa
y alta temperatura) (8 ). Esta metodologia se utilizé en el
desarrollo de este trabajo como estrategia para obtener frijol
con diferente grado de dureza.

3.2 VALORACION DEL GRADO DE DUREZA

FPara wvalorar el grado de dureza del frijol almacenado en 75%
de humedad relativa y 41 °C lo que se hizeo fué determinar el
tiempo de coccidn que presentaba el grano después de haber
sido almacenado por diversos periodos de tiempo. Se encontré
que a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento
aumenta el tiempo gGue el gramo requiere para cocerse (Tabla
3e1). De los resultados anteriores se concluye gque el grado de
dureza del frijol variedad 0Ojo de Cabra aumenta al aumentar el
tiempo de almacenamiento en las condiciones aqui descritas.

En este trabajo el grado de dureza se expresd como. la
diferencia entre el tiempo de coccidn (h) 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 Coccidn (h) Dureza
(a) la semilla (b) (c) (d)
0 10.5 3:00 0
7 13.5 4:00 1 )
14 14.5 6:00 - B 9 0
21 14.6 7:00 oIy
30 14.9 7:00 5 ) :1v
+ ) ’ :

a) 41°C y 75 % de humedad relativa.

b) Promedio de cuatro repeticiones cada una.

c) Efectuada en la forma descrita en metodologia.

d) Unidades arbitrarias expresadas._como la diferencia entre el tiempo de coccién
(h) del grano después de almacenado y.el control.



frijol almacenado por diversos periodos de tiempo y el
requerido por el frijol control, por ejemplo, el frijol
almacenado por 7 dias a 41° C y 75 % de humedad relativa
requiere de 4 horas para su coccidn mientras que el control
requiere de 3 horas ,por lo que el frijol almacenado  por 7
dias en las condiciones aqui descritas tiene grado de dureza I
{(Tabla 3.1). Algunos autores han reportado que la invasidn
‘por - hongos contribuye a la pérdida de calidad de la semilla
(8), por 1lo que se decidid investigar si la micoflora del
grane contribuia en el fendmeno de endurecimiento del frijol,
se encontrd que el frijol almacenado en las condiciones antes
descritas no presenta ataque de hongos a pesar de que el
contenido de humedad del grano en eaestas condiciones es
relativamente alto.

3.1.3 CINETICA DE IMBIBICION

£l endurecimiento del frijol resulta de un aumento del tiempo
requerido para su suavizacion (21), esto podria deberse a
una disminucidnr en su capacidad de hidrataciéon. Para demostrar
si- ‘este factor participaba en el proceso de endurecimiento se
determind la cinética de imbibicidén para el grano a 26 °C.
(Fig.3 .1) , puede observarse que la capacidad de hidratacidn
‘del grano duro es la misma gue la del control y que ademas la
capacidad. de captaciodn de agua es independiente del tiempo que
estuvo almacenado. ’
A las 72 horas de imbibicidén la diferecias en peso fresco que
presenta el control con respecto al endurecido se deben
unicamente a que este Gltimo ha perdido su capacidad de
germinacidn . n o
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Peso fresco (g) / grano

FIG. 3.1

- * t

24 a8 77

Tiempo de Imbibicion (h)

CINETICA DE IMBIBICION DE FRIJOL ALMACENADO POR DIFERENTES
PERIODOS DE TIEMPO. CONTROL (1); 7 DIAS (2); 14 DIAS (3) ;
21 DIAS (4) ; 30 DIAS (5). LAS CONDICIONES DE ALMACENAMIEN
TO FUERON 41°C y 75 % DE HUMEDAD RELATIVA. LA IMBIBICION
SE REALIZ_O A 28° C EN LA FORMA DESCRITA EN LA METODOLOGIA.



3.4

AISLAMIENTO ¥ CUANTIFICACION DE CUERFOS FROTEICOS

Las células del cotileddn del frijol
proteicos par lo

sSon ricas en cuerpos
granulosa

que su citoplasma muestra wuna apariencia
cuando se observa al microscopio electronico (T3> .
Se ha reportado que en frijol duro esta granulacidn disminuye
{33), 1o cual sugiere que los cuerpos proteicos se destruyen.
En este +trabajo se explord la posibilidad de que durante

el
fendmeno de endurecimiento del grano los cuwerpos proteicos
lisen, con

se

io cual se disminuira la granul acian

citoplasmatica. Estos organalos se aislaron por
nltracentrifugacion

en gradientes discontinuos de sacarosa su
identiticacidn se realizd por micraoscopia (ver metodologia)
por sus caracteristicas de densidad,

Y
(37). En los gradientes de sacarcosa

la cual es de 1.29-~1.30
discaontinua se

pueda
observar que el material sedimenta en dos bandas muy bien
daefinidas v que indepaendientemente del tiempa de
almacenamiento 1la

densidad a la que aparecen las

bandas es
similar (Tabla 3.2)

- La densidad de wna de 1las bandas
{segunda) coincide con la reportada para cuerpos proteicos vy
se coancluyd que en esta banda sedimentaban los cuerpos
proteicos.

La cantidad de cuerpos proteicos aislados de los cotiledones
de frijol almacenado por diversos periodos de tiempo se evalusd
cuantificanda 1la proteina presente en la banda de

1.29-1.30 del gradiente de sacarosa. En l1la tabla 3.3 se
muastran los resultados. La cantidad de cuarpas

proteicos
disminuye 2 medida gue el tiempo de almacenamiento aumenta, lo
cual  sugiere que las condiciones de almacenamiento en las gue
se produce el fendmenc de endurecimiento del frijol, inducen
la lisis de los cuerpos proteicos.

densidad
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Tabla 3.2

———

~

41°C y 75 % de humedad relativa.

DENSIDAD Y PORCENTAJE DE SACAROSA DE LAS BANDAS OBTENIDAS
DURANTE LA PURIFICACION DE LOS CUERPOS PROTEICOS AISLADOS

DE FRIJOL ALMACENADO POR DIFERENTE PERIQODO DE TIEMPO.

Tiempo de
aimacenamiento
(a)
Control
7
14
21

30

Porcentaje en peso.

g/c.c.

a 25°C.

la. Banda
% Sacarosa
(b)

50.5

53.0

54.5

52.5

51.0

Densidad
(c)

1.232322
1.246234
1.254697
1.243433
1.230585

2a.

Banda
Sacarosa

63.0

62.5

62.6
61.0
60.0

Densidad

1.304267
1.301274
1.301871
1.292354
1.286456



Tabla 3.3 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO EN LA CANTIDAD
DE CUERPOS PROTEICOS AISLADOS DE COTILEDON DE FRI-

JoL. !
!
|
I
Tiempo de al- . Proteina total en
.macenamiento . oo la banda 1.29-1.30
(.dias ) ’ e : ‘mg/g de cotileddn.,
Comtrol oo T T e : 1083
W | . 800
21 ' : ‘ 648
30 540

a) 75 % de humedad relativa y 41°C.

b) Proteina extraidas con NaOH 0.5 M de 1os cuerpos proteicos aislados de
cotiledén de frijol, en gradiente discontinuo de sacarosa.



k] FRACCIONAMIENTO VY CARACTERIZACION DE LA FPROTEINA DE
T

.
COTILEDON Y DE LOS CUERFPOS FROTEICOS.

Como se menciond en la introduccioén 3 los estudios de
microscopia electrdnica han demostrado que cuando el friiol

se cuece la pared celular pierde su rigidez y las células se
separan unas de otras. (16). Sin embargo , la pared celular
aislada del frijol remojado no se separa adn cuando se hierwvan

en condiciones en las que se cuece el grano completo ¢ 26 )
esto sugiere que durante el proceso de la coccidn tambieén
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 ¢
23,34) .Esto podria deberse a que el almacenamiento del grano
en condiciones adversas induce un cambio cuantitativo o
cualitativo de sus componentes. Rara estudiar la
participacion de los componentes  del cuerpo proteicao
(7,12,19,23,37)en el proceso de endurecimiento, lo gue se hizo
fue aislar cuerpos proteicos del cotiledéon de frijol con
diferente grado de dureza y analizar su contenido proteico
mayoritario ( albdminas 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 21buminas de estos organelos. FPuede observarse que a medida
que aumenta el tiempo de almacenamiento (aumento en el gradoa
de dureza), disminuye e! contenido de globulinas. A su vez la
cantidad de albuminas 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
patrdn de péptidos resultante , de la electroforesis de 1los
cuerpos proteicos aislados de cotiledon de frijol almacenado
por diversos periodos de tiempo.

a1



Tabla 3.4 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO EN EL CONTENIDO DE

ALBUMINAS Y GLOBULINAS DE LOS CUERPOS PROTEICOS AISLA-
DOS DE COTILEDON DE FRIJOL.

/R g. de proteina/g. de cotiledén <c

Tiempo de Grado de
almacenamiento dureza
a . - b Globulinas Albiminas G/A

Control 0 679.12 287.79 2.35

14 111 171.42 229.32 0.747

21 1V 162.12 259.39 0.625

30 v 104.23 199.74 0.521
a; 75 % de humedad relativa y 41°C.
b l1gual que en Tabla 3.1
c) Cuerpos Proteicos aislados se extrageron con Tris-HC1 50 mM pH 8.0 y 0.3 M de

NaCl. La proteina solubilizada se dializé contra agua y se centrifugd a 35 000
g. x 30 min.. Las albGminas presentes en la fracci6n soluble y las globulinas
colectadas en la pastilla fueron cuantificadas por Peterson.

Resultado de dividir el contenido de giobulinas de 1os cuerpos proteicos entre
el de albiminas para cada tratamiento.

d)
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Fig. 3.2 Cuerpos Proteicos de frijol de diferente

. calidad en gel de Acrilamida-SDS al 15 %
en el -esquema se indican 10s .pesos mole~
culares a 10s que corresponde cada banda
y los nimeros en la parte inferior indi-
can el tiempo de almacenamiento a 41°C y
75 % de humedad relativa.



£l numero, proporcidn vy peso molecular de cada uno de los
péptidos del control es similar a los de los cuerpos proteicos
aislados de granos con diversos grados de dureza. Este
resultado no coincide con el patrén electroforético que se
esperaria de un sistema donde la solubilidad de sus proteinas
es diferente. Para resolver la aparente contradiccién de
estos resultados , se decidid fraccionar las proteinas totales
del cotileddn y examinar el patron electroforético de 1la
fraccidn de albuminas y gleobulinas. La estrategia detras de
este experimento fué suponer que los cambios fisicoquimicos de
las proteinas del cuerpo proteico inducidos por el
almacenamiento deberian reflejarse en la proteina Lotal del
cotileddn.

Los patrones electroforéticos { Fig.3. 3 ) para las
albuminas extraidas del cotileddn de frijol con diferente
grado de dureza es similar en todos los casos analizados, s1n
embargo, 1 patron obtenido del frijol endurecido muestra una
mayor cantidad de proteina en la banda de 76 O00 daltons 1la
cual probablemente se forma por la unidn de tipo covalente
entre algunos de los péptidos va que apesar de aplicarle SDS
esta banda persiste. ( Fig.3.3 )

Durante el almacenamiento el contenido proteico total del
cotiledoén no varia en forma significativa (Fig. 3.4) adn
cuando la proporciédn de las diferentes clases de proteina
varia en forma importante. (¢ Tabla 3.5 )

FPor ejemplo en el cotileddn del frijol control aproxtimadamente
72 7 de la proteina total son globulinas y 19 % albdminas
mientras que a los 7 dias de almacenamiento en condiciones
adversas solo el 392 % son globulinas y han aumentado en forma
considerable ‘las albuminas y las proteinas solubles en
hidroxido de sodio. El maximo camhio se presenta a los 14 dias
de endurecimiento, tiempos mads largos de almacenamiento no
modifican estos componentes en forma importante (Tabla 3.5 )

a4
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Patréon de Albiminas de cotileddn de frijol,
en gel de Acrilamida-SDS al 10 %, en donde
se muestran los pesos moleculares de cada -
péptido. Los niimeros en la.parte inferior -

indican el tiempo de almacenamiento a 41°C
Y 75 ¥ de humedad relativa.



FI1G. 3.4 PORCENTAJE DE LA PROTEINA EN COTILEDON DE FRIJOL DE DIFERENTE
CALIDAD.

En el pie de figura se indican: (C) Control; (7) 7 dfas; (14)
14 dfas; (21) 21 dfas; (30) 30 dfas en 75 % de humedad relati
vay 41 °C. . Al interior de cada figura: ( G) Globulinas; (A)
AlbGminas; -(P) Prolaminas; (N) Protefnas solubles en Hidréxi
do de sodio.



Tabla 3.5 EFECTO DEL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO EN LA PROPORCION DE

en la metodologia.

LOS
COMPONENTES PROTEICOS DEL COTILEDON.
Tiempo de (a)
almacenamiento 21 30
Componentes AR TR T )
Proteicos(c’ mg. de ?rote1nas / gr. de cotiledén
B b)
Globulinas 42.14 72,40%. 21.36 39.22% 12.34 23.36% |18.02 28.79% |11.31 21.15%
Albumina 11.25 19.32% |16.89 31.01% 21.99 41.63% [23.18 37.03% (20.43 38.83%
Prolamina 2.17 3.72% 5.43 9.97% 3.99 7.55% 7.11 11.35% i 5.45 10.35"
Soln. NaOH 2.64 4.53% |10.78 19.79% 14.50 27.45% |14.28 22.81* '15.60 29.65%
TOTAL mg. 58.20 54.46 52.82 6z.59 i52.61
a) Condiciones de almacenamiento 41°C y 75 % de Humedad relativa.
b Determinada por Lowry.
c 1 gr. de harina de cotileddén fue sometido al fraccionamiento proteico descrito



3.6 DETERMINACION DE FITINA

La participacion de la fitina en el
del rijol también fue estudyiada en
localizada en los cuerpos proteicos
la cuatificacidn de este metabolito
debido a que el rendimiento fde los
bajo - Los resultados
endureces
(Tabla 3.6 ).

procesn del enduwrecimiento
este trabajo, se encuentra
(4,10,2%5,27), sin embargo
se realizd en =1 cotiledébn
cuerpos proteicos era  muay

muestran gue a medida que el frijol se
el contenido de fitina del grano también

disminuye.




Tabla 3.6 CUANTIFICACION DE FITINA EN COTILEDON DE FRIJOL
DE DIFERENTE GRADO DE DUREZA.

Grado de dureza

. mgs.. de -fitina / gr. de cotiledén
(a) B (b)
Cdntrélg,," 7.45
L ‘3,51
111 : 2.05
v 0.87

a)
b)

Igual que tabla III.1

promedio de 2 determinaciones
una.

independientes realizadas por duplicado cada




P
o
(L]
I
0
c
0
-
o
iz

Micrografias electrénicas de las células del
frijol muestran que el citoplasma posee una apariencia
granulada (16,26). debida muy probablemente a la gran cantidad
de cuerpos proteicos que posee este tejido de reserva (14,14).
En el frijol enduwrecido se ha observado que esta apariencia

granulada del citoplasma desaparece (26). Frobablemente 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 cotileddn con
caracteristicas de cuerpo proteico {(densidad 1.29-1.30) (Tabla

cotiledon de

B.2).

La observacidn de este material al microscopio de luz muestra
que la integridad de estos organelos se preserva adn cuando ya
han perdido suw forma redondeada y se encuentran formando
acumulos (Fig.2 .3). Esta tendencia a asociarse va acompafiada
de cambios en 1la proporcion de 1la clase mayoritaria de .
proteinas (albuminas y gilebulinas) gque los constituyen (Tabla
3.3 ) .

8in embargo, el numero y tipo de polipéptidos presentes en el
cuerpo proteiceo no ha variado (Fig.3 . 2) ya que se obtiene
un patron similar cuando estos organelos se someten a
electroforesis desnaturalizante independientemente del grado

de dureza gue presente el frijol, utilizadao para su
aislamiento.
S2 ha

reportado gque el calentamiento de las globulinas del
frijol soya en soalucion induce la formacion de

grandess
agregados moleculares por interaccidn ionica Yy de puentes
disulfuro entre la subunidad de la conglicina (7s) v las

subunidades badsicas de la glicilina (11s) (10,29,32)L.as
condiciones ambientales ( Humedad relativa vy temperatura
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alta) en las cuales scse establece el fenomeno del
endurecimiento del frijol tenderian a favorecer la disociacion
de 1las globulinas en subunidades con lo cual se
la interaccidén entre ellas para la formacién de ‘agregados
similares a los descritos para el frijol soya Z0,32). Una
interaccidon de este tipo cambiaria la solubilidad de los
péptidos involucrados sin 2lterar su identidad electroforética
en un sistema desnaturalizante. Otra evidencia que apoya esta
interpretacidn es la presencia de una nueva banda proteica ¢
76 OO0 daltons) en el patrdén electroforético de la fraccidn de
albuminas cuando estas se aislan de frijol duro, pero que no
estd presente en el control ( Fig. 3.3 ).
El peso molecular de este nuevo polipéptido es similar al que
resultaria de la interaccién entre algunas subunidades de la
fraccion G1 con las de la G2 aunque en este caso la wnion
parece ser covalente. Una posibilidad es que la interaccién
entre 1las subunidades de 1as globulinas sea de tipo no
cavalente mientras se encuentran dentro del cuerpo proteico vy
una ves que este se destruye, factores presentes en el
citoplesma induzcan el entrecruzamiento covalente entre ellos
El fendmeno del endurecimiento induce cambios cualitativos
la proteina  del cotileddn del frijol (Tabla
cuantitativos en la reserva de

favoreceria

en
I .8
fosfato (7,11,20,35) (Tabla

F.6 ). El contenido de fitina disminuye a medida qgue aumenta
el tiempo de coccidn requerido por el aQranc para su
suavizacion.

Integrando estos resultados a los vya existentes en 1la

literatura, el fendmenc del endurecimiento del frijol se puede

explicar a traves del siguiente meodelo. El tiempo requerido
por el grano de frijol para suavizarse durante el proceso de
la coccidon depende de la velocidad de movilizacion de los
iones divalentes, calcio y magnesio principalmente, presentes
en la lamela media lo que permite que esta se solubilice y las
células del cotileddn se separen. Durante la movilizacidn los
iones viajan hacia el interior de las células del cotileddn
donde son quelados por las proteinas de reserva y fitina.
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En el fendmeno de endwecimiento la capacidad de quelacidn del

protoplasto disminuye (menor contenido de fitina
fisicoquimicos de las proteinas), con lo
redistribucidn idnica necesaria para que el grano
durante la coccidn , se realiza mas lentamente,
refleja: en un aumento de los tiempos de coccion
para que se complete el proceso.

52
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1.— El fri jol de la variedad 0jo de Cabra se endurece
cuando se almacena en 75 % de humedad relativa y 41 °C. El
grado de endurecimiento es medido como tiempo de coccién el
cual es proporcional al tiempo de almacenamiento hasta llegar
a un maximo & partir de aqui el tiempo de coccidn permanece
constante.

2.— El endurecimiento del frijol 0Ojo de Cabra durante el
almacenamiento no es causado por hongos ni por diferencias en
la .capacidad de imbibicidn del granmo (Fig. 3.1).

3.— t.a cantidad de cuerpos proteicos del cotileddn
disminuye a medida que aumenta el grado de endurecimiento del
grano (Tabla 3.3 ).

4, —~ Llas proteinas del frijol se modifican en forma
cualitativa durante el fendmeno del endurecimiento.

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