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RESUMEN

Las semillas son seres vivos que se encuentran en estado seco. La

preservacion de su viabilidad y vigor en almacén depende de los mecanismos de

. proteccién que eviten 6 disminuyan los eventos deletéreos que pueden ocurrir,
tales como: destruccién de la integridad celular, disminucion de actividad
enzimatica, reacciones de oscurecimiento, lipoperoxidaciones, etc.

El embrion de la semilla seca se encuentra en estado vitreo. Este es un
liquido de alta viscosidad en el que la movilidad molecular esta disminuida, con
lo cual se podrian evitar las reacciones deletéreas. Dadas estas caracteristicas
el estado vitreo podria constituir un mecanismo de proteccién contra el deterioro
de fas semillas. En este trabajo se analizé6 esta posibilidad a través de
determinar las caracteristicas del estado vitreo por los carbohidratos solubles,
principales agentes vitrificantes, de embriones de semillas de malz contro! y
deteriorados, cuya composicién es diferente. Se encontrd que a temperatura
ambiente y con contenidos de humedad menores ¢ iguales al 8%, los
carbohidratos solubles del embrién de malz forman estado vitreo, mientras que
en los carbohidratos presentes en semillas detericradas, el estado vitreo se
presenté a temperaturas por abajo de la ambiental. Lo anterior sugiere que la
disminucién en germinabilidad y vigor de las semillas durante el aimacenamiento
esta asociada a la pérdida de la capacidad de la semilla para formar un estado

vitreo a temperatura ambiente.



1. INTRODUCCION.

Los granos de cereales constituyen la fuente de energla alimentaria mas
econémica del mundo, y proporcionan las dos terceras partes o mas de la
energia humana (1). Los mds importantes son el trigo, centeno, cebada, maiz,
avena y arroz (1). La preponderancia de los cereales como plantas alimenticias,
se debe a su capacidad de adaptacion a una extensa variedad de suelos y
condiciones climaticas, su relativa facilidad de cuitivo y su alta rentabilidad (1).

Meéxico ocupa el quinto lugar entre los paises productores de maiz, a pesar de
esto, se ve en la necesidad de importar para satisfacer sus necesidades de
consumo (2). El malz, dependiendo de sus caracteristicas morfoldgicas y
composicion quimica presenta una amplia variedad de usos (3):

El Zea mays saccharata o malz azucarado posee granos dulces debido a que el
almidén se ha transformado parcialmente en dexirina y azlcares; por esta
caracteristica se cosecha en estado tierno para consumirse como verdura ya
sea en forma directa o enlatado, también se utiliza para preparar pinole, harinas
dulces para hacer galletas y para la obtencién de mieles, jarabes y bebidas
alcohdlicas (3).

El Zea mays everta o maiz perlado, al cocerse a altas temperaturas, se dilata en
pequefias masas de grato sabor conocidas como palomitas de maiz (3).

El Zea mays amilacea o malz cacahuacintle, por tener un cariopside blando se
utiliza para hacer harinas y pozole (3).

El Zea mays indurata o malz cristalino, por tener consistencia vitrea y cristalina
del endospermo al ser molido, conserva su consistencia en diminutos granos'y
no se pulveriza, es la variedad mas utilizada para hacer tottillas, tamales, atoles y

otros alimentos tipicos de la cocina mexicana (3).



Otras aplicaciones del maiz en la industria alimentaria lo constituyen su
utilizacién en obtencién de aceites comestibles y como forraje para ganado (3).
Como se puede observar el maiz presenta una amplia variedad de usos en la
industria alimentaria, a pesar de que su valor nutritivo es bajo por ser un alimento
deficiente de niacina y con un contenido relativamente bajo de proteinas,siendo
éstas, pobres en los aminodcidos lisina y triptofana (1).

Los almidones de maiz sirven para blanquear el papel, lubricar, separar los
metales, diluir los tintes de las telas o fijar el color y como adhesivos en cajas y
empaques de cartén corrugado (3). Las féculas y glucosas se aprovechan para
la fabricacién de caramelo y chicles y en la formacion de las capsulas utilizadas
para algunos medicamentos (3).

Por las caracteristicas anteriormente mencionadas en cuanto a el uso del
maiz, es importante evitar al maximo las pérdidas de este cereal; para lo cual es
necesario conocer los factores que influyen en su preservacion y las causas de
su deterioro.

Las pérdidas mas reconocidas que ocurren durante el manejo y conservacién
de los granos y semillas son ocasiocnadas por factores fisicos y de operacidn
(humedad, temperatura, manejo deficiente durante el transporte, almacenamiento
e industrializacién) y por factores bioldgicos (insectos, hongos, aves y roedores)
que no solamente reducen la cantidad sino también la calidad al contaminarlos
con sus desechaos organicos (4).

El malz se debe almacenar con un control adecuado de HUMEDAD
RELATIVA Y TEMPERATURA para evitar su deterioro. Contenidos de humedad
altos en el grano favorecen las reacciones bioquimicas destructivas y su
contaminacién, por el contrario, contenidos de humedad excesivamente bajos y

sin un control adecuados del grado de madurez de la semilla pueden ocasionar



la pérdida de. la capacidad de germinacién lo cual implicarla pérdidas en su
productividad (5).

Durante el almacenamiento, especialmente a humedad relativa (H R) mayor
del 50% y temperatura de 20°C, las semillas se deterioran y aGn cuando la
semilla esté viva y mantenga su capacidad para germinar, el deterioro da lugar a
individuos de menor talla que la normal y, con poca adecuacién para sobrevivir
los rigores del campo (5). A este tipo de semillas se les llama de bajo vigor (6).
Biologicamente, el vigor de la semilla se basa en su constitucion genética, pues
establece el potencial fisioldgico maximo. La susceptibilidad ai deterioro y la
pérdida de vigor se determinan tanto por las caracteristicas genéticas de la
especie, como por todos aquellos eventos que ocurren durante el desarrollo de la
semilla: cosecha, secado y almacenamiento (6).

El deterioro de las semillas durante e! almacenamiento involucra cambios
fisicos y quimicos de los componentes de las semillas, tales como destruccion
de integridad celular, disminucion de actividades enzimaticas, peroxidacion de
lipidos y reacciones no enzimaticas (7, 8, 9, 10 ). La velocidad de estos cambios
varia en diferentes especies y en diferentes cultivares de la misma especie (11,
12), fo que sugiere la existencia de un mecanismo de proteccion contra el
deterioro. El embridn de la semilla en estado seco se encuentra en estado vitreo
{13,14). El estado vitreo es un liquido de alta viscosidad en el que la movilidad
molecular esta disminuida y su estabilidad depende de la composicién quimica,
humedad y temperatura. Dado estas caracteristicas, el estado vitreo podria
constituir un mecanismo de proteccién contra el deterioro. Si esto es asl, ia
disminucién en germinabilidad y vigor de las semillas durante el almacenamiento
estaria asociada a la pérdida del estado vitreado. En el presente trabajo se
analizd la relacién entre deterioro de la semilla de maiz en almacén y fa

transicion del estado vitreado.



Il. ANTECEDENTES

Las semillas presentan su maximo potencial de germinacién al momento de la
cosecha, a medida que el tiempo de almacenamiento se incrementa, pierden
vigor gradualmente y finalmente mueren (15). El envejecimiento o la pérdida de
vigor se manifiesta por un retraso en la germinacién (tiempo en que surge la
radlcula) o bien por una reduccién en el porcentaje de germinacién (viabilidad) y
un incremento en la susceptibilidad al estrés ambiental (16, 17, 18, 19). Este
envejecimiento de las semillas involucra muchos cambios fisicos y quimicos en
los componentes de la semilla, tales como destruccion de ia integridad celular,
reduccién en actividades enzimaticas, peroxidacion de lipidos (7, 8, 8, 20),
disminucion en la cantidad de proteina extraible (8), y un aumento en las lesiones
del DNA como rompimiento de cromosomas (8).

El metabolismo celular aparentemente no contribuye en forma importante al
deterioro de la semilla en almacén, debido a que este ultimo se realiza cuando el
contenido de humedad de la semilla es menor a 20 % (expresado en base seca)

y el metabolismo se inicia a contenidos de humedad por arriba del 20 %.

1. CONTRIBUCION DE REACCIONES NO ENZIMATICAS AL DETERIORO
DE SEMILLAS.

a) Peroxidacion de lipidos.

En presencia de oxigeno, las cadenas hidrocarbonadas de los &cidos grasos
espontaneamente se oxidan produciendo radicales libres y/o hidroperéxidos. La
velocidad de esta reaccion es acelerada por un tipo de enzimas llamadas lipo-

oxigenasas, las cuales se encuentran presentes en las semillas. Una vez que un
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radical libre es formado, generaimente por el ataque del oxigeno, una cadena de
reacciones se inicia, la cual produce a su vez ciclos de reacciones y mas
radicales libres.

Las biomembranas representan el sitio clave para la formacién y accion de los
radicales libres. Las membranas poseen una mayor area superficial y
generalmente son mas insaturadas que los lipidos de almacenamiento (21).
Existe evidencia experimental que demuestra que la peroxidacién de lipidos
conduce a una reduccion de la integridad membranal, la cual se detecta por un
aumento en fa conductividad del medio en el que las semillas se germinan. En
general, se ha demostrado que las semillas deterioradas (cuando son
germinadas) pierden por escurrimiento mayor cantidad de sustratos, que las
semilla control.

Los dafios causados por radicales iibres se realizan en regiones cercanas a su
lugar de formacién, ya que su vida media es muy corta, sin embargo durante la
lipoperoxidacién también se forman especies quimicas estables, tal es el caso de
los 4-hidroxialquenales. Estos aldehidos reaccionan con grupos sulfihidrilos lo
cuat conduce a una inactivacion de las protelnas. Estos compuestos proveen un
mecanisino para efectos deletorios a larga distancia causada por radicales libres
(22).

Algunos componentes celufares asociados a! sitio de formacién de radicales
pueden ser Co-oxidados por transferencia de radicales libres resultantes de la
oxidacién de lipidos, y esto constituye otro mecanismo de formacion de radicales
libres en los sistemas celulares. Por ejemplo, se ha comprobado que la
peroxidacion de lipidos causa que las protelnas se polimerizen (23) y ademas
causa mutaciones en bacterias (24). Por tanto la lipoperoxidacién es capaz de

dafiar a un organismo vivo por lo menos en tres formas:



a) Destruccidn de lipidos de membrana.
b) Co-oxidacién de componentes celulares.

¢) Formacién de aldehidos citotéxicos.

b) Oscurecimiento no enzimético.

La reaccion de Maillard y su precursor la reaccidn de Amadori, son reacciones
que ocurren entre los azucares reductores y los grupos amino. Estas reacciones
no enzimaticas proceden lentamente en solucion (25), pero se aceleran en
condiciones de baja disponibilidad de agua (estado seco), debido a efectos de
concentracion de solutos. En sistemas secos, la reaccién de Maillard procede
optimamente a actividades acuosas entre 0.30 y 0.90 (10, 26). El deterioro de
algunas semillas esta asociado con una disminucién gradual del contenido de
rafinosa (27), y un aumento en los contenidos de monosacaridos (28), io cual
incrementa la disponibilidad de azucares reductores para la reaccién de Maillard.

Las consecuencias deleterias de tal reaccién serian pérdida de actividad

enzimatica (10) y pérdida de funcionabilidad de 4cidos nucleicos.

2. IMPORTANCIA DEL AGUA EN 1.0S SERES VIVOS,

La vida depende en gran parte del agua. Aproximadamente 70 % del peso de
la mayoria de las células vivas se encuentra constituido por agua (27).

El agua posee una serie de propiedades importantes que la hacen dnica y
singularmente adecuada como medio para las actividades celulares (28). Dentro
de estas propiedades, se encuentran, su polaridad y su capacidad de formar
puentes de hidrogeno, esto la convierte en un disolvente excelente para muchos

compuestos ibnicos y polares. Ademas, participa en la estabilizacion de
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macromoléculas biolégicas y organelos celulares de naturaleza anfipdtica,
mediante la formacién de micelas o bicapas, originadas por el caracter polar de}
agua, que provoca que los grupos cargados se orienten hacia la superficie
externa, mientras que los grupos hidrofébicos se encuentran ocultos y no quedan
expuestos al contacto con la misma. Tal es e! caso de los fosfolipidos, las
proteinas, y los acidos nucleicos, entre otros muchos componentes celulares (25,
26). E! ordenamiento micelar ocasicnado por !a presencia del agua, es de gran
importancia en las membranas biolégicas que se encuentran constituldas por
fosfolipidos y proteinas y cuya funcion depende del arreglo estructural de estos
(27, 28).

El agua es el medioc en el que se llevan a cabo el transporte de elementos
nutritivos, las reacciones bioquimicas y la transferencia de energia quimica (27,
28). Las estrucluras tridimensionales de las proteinas, que determinan su
actividad biolégica, se maﬁtienen por las propiedades del agua y sus
interacciones con ésta (27, 28).

€l elevado calor especifico del agua es util para la céluta ya que pemmite que el
agua actie como regulador calorifico manteniendo asi constantefa temperatura

de el organismo (28).
3. TOLERANCIA A LA DESECACION Y SUS MECANISMOS.

Dada esta clara interdependencia entre hidratacién y vida resulta paradéjico
que algunos organismos puedan sobrevivir a la deshidratacién extrema; tal es el
caso de algunas semillas, polen, levaduras, liquenes, esporas de hongos y
bacterias, algas y musgos; se dice que estos organismos que se encuentran en
estado de anhidrobiosis (29). Dado que e} agua es un componente de

importancia trascendental en los seres vivos, la capacidad de estos organismos
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para resistir la eliminacién de agua debe descansar en la habilidad que posean
' para estabilizar todos los componentes vitales potencialmente labiles a la
deshidratacién, es decir estos organismos deben contar con mecanismos
especificos de tolerancia a la desecaciéon. Se ha propuesto que estos
mecanismos descansan en el efecto protector de los aziicares a las membranas
y en la capacidad de estos polioles para formar un estado vitreado (13, 14, 30,

31).
a) Proteccién de las membranas por los azlcares.

La presencia del estado de tolerancia a la desecacién requiere de un perfodo
de acondicionamiento durante el desarrolio del organismo. Lo cual hace
razonable creer que la adquisicién de dicha tolerancia comprenda algunas
transformaciones metabdlicas y la sintesis de nuevos productos, entre fos que
pueden encontrarse a los azticares (32).

Se ha observado que en los embriones de las semillas angiospermas
tolerantes a la desecacién, los azlicares constituyen el 20% en peso seco y
conforme se va perdiendo dicha tolerancia se observa una disminucién en la
reserva de los oligosacaridos, rafinosa y estaquiosa (33). También se ha
reportado pérdida de rafinosa y sacarosa durante el almacenamiento prolongado
de semillas de malz, al mismo tiempo que disminuye la viabilidad de dichas
semillas, lo cual hace concluir, que en estos organismos, el estado de tolerancia
a la desecacidn se encuentra asociado con la acumulacién de sacarosa
usualmente acompariada por grandes oligosacaridos como la rafinosa y la
estaquiosa (34 ,35).

La importancia de los azlcares en la desecacién se ha corraborado al liofilizar

microsomas transportadores de Ca2* sin un azicar estabilizante y
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posteriormente rehidratarlos, bajo estas condiciones se observa una reduccién
en el transporte de Ca?* y un desacoplamiento en la actividad ATPasa (36, 37).
En cambio, cuando se liofilizan los mismos microsomas en presencia de
cantidades tan pequefias como 0.3 g trehalosalg de membrana al rehidratarlos,
no se distinguen morfolégicamente de las vesiculas frescas siendo similares
tanto su actividad de ATPasa como el transporte de calcio (36, 37). La funcion
de estas vesiculas también se puede preservar cuando se secan en presencia de
otros azticares como sacarosa, (comunmente encontrada en organismos
tolerantes a la desecacion), celobiosa, glucosa y rafinosa (39). requiriéndose por
lo menos el triple de éstos para alcanzar el mismo grado de proteccion de la
trehalosa. La desventaja de la sacarosa en relacién a la trehalosa es la gran
tendencia de la primera a cristalizar en presencia de bajos contenidos de
humedad. con lo que sus grupos polares no quedan expuestos para facilitar la
estabilizacion de las membranas (42); sin embargo este efecto se puede eliminar
por la presencia de olfigosacéridos como la rafinosa y la estaquiosa, los cuales
se ha demostrado que evitan dicha cristalizacion (43).

La preservacion de la integridad funcionat de los microsomas por fos azicares
durante el secado puede ser atribuida al hecho de que el azucar previene el
rompimiento de la bicapa y por consiguiente el desplazamiento de las proteinas
transportadoras.

Sin embargo es posible que exista una interaccion directa del azicar con fa
proteina, lo cual contribuye a la estabilidad de esta ultima. La idea de esta
interaccidn surgié a! examinar ef espectro infrarojo (IR) de microsomas (39), ya
que se encontrd que la banda vibracional de los grupos C=0, que podrian ser
grupos carbonilo de las proteinas o de los lipidos es desplazada por la
deshidratacién de 1733 a 1750 cm atribuyéndose este efecto a la pérdida de los

puentes de hidrégeno entre el agua y el grupo C=0 (39). En cambio al adicionar

10



trehalosa antes de la deshidratacién, se evita el desplazamiento de la frecusncia
vibracional de los grupos carbonilos. Esto sugiere que la trehalosa forma
puentes de hidrégeno con las proteinas deshidratadas, sustituyendo asi los

puentes de hidrégeno del agua con las protefnas (39) y con los fosfolipidos (40).
b) Proteccién del citoplasma y el estado vitreado.

Ha sido propuesto que los aziicares que ayudan a mantener la preservacion
de la viabilidad en el estado seco, se encuentran en estado vitreado, logrando
asl interaccionar con las membranas, como se menciond anteriormente y al
mismo tiempo brindar proteccién a el citoplasma (41).

La formacién de un estado vitreado es la creacién de una solucién liquida con
la viscosidad de un solido, donde la solucién asume propiedades mecanicas de
un solido plastico, cuando la viscosidad llega al punto en que la difusién de agua
es precluida (Velocidades de difusion = 10 nm s-1. (33).

De tal manera que, el estado vitreado presentaria una serie de beneficios para
los organismos con bajo contenido de agua, entre los que sa encuentran: una
disminucién considerable en las reacciones que reguieren difusion; se evita el
colapsamiento por llenado del espacio intracelular y permitir las interacciones
entre las interfaces para estabilizar los componentes celulares (41).

En general los estados vitreados son reportados en base a su temperatura de
transicién vitrea, la cual, en témminos termoanaliticos se define como la
temperatura a la que la capacidad calorifica es la mitad entre los estados liquido-
liquido y liquido-vitreo, carrespondiendo usualmente a un punto cercano al punto
de inflexidn en la capacidad calorifica.

A la temperatura de transicién vitrea, hay una disminucién en la viscosidad, el

volimen libre y la movilidad de las moléculas de la matriz amorfa se incrementa
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causando un cambio endotérmico y un cambio en la capacidad calerifica (Cp)
esto puede ser detectado por Calorimetrfa Diferencial de Barrido (DSC), como un
cambio en la pendiente, seguido de una recuperacién de la misma pendiente en
la grafica de flujo de calor contra temperatura (o tiempo) (42).

Se ha demostrado que moléculas biolégicas como los carbohidratos y las
proteinas son capaces de formar estado vitreado a bajos contenidos de
humedad, siendo la temperatura de formacién de este estado, extremadamente
sensible al contenido de agua, ya que ésta actiia como plastificante y al
aumentar su porcentaje disminuye dicha temperatura (42, 43, 44),

Las semillas se encuentran en estado vitreado como lo muestra el hecho de que
los embriones de maiz analizados por Calorimetria Diferencial de Barrido,
muestran dos tipos de trancisiones vitreas, asignandose la primera a la fraccién
lipidica, y la segunda a los carbohidratos presentes en el embribn. En este
mismo estudio se corrobord ta importancia del contenido de humedad
observando que al aumentar el contenido de humedad de la semilla se reduce la
temperatura de la transicion vitrea (13). Posteriormente se reporté que mezclas
de azucares similares a aquellas encontradas en embriones tolerantes a la

desecacién, forman estado vitreado (43).



. HIPOTESIS

Un corolario al mecanismo de tolerancia a la desecacidn descrito en la
seccion anterior es el suponer que es este mismo mecanismo ef que proteje a la
semilla contra el deterioro. Esta hipdtesis se basa en el hecho de que la
transicion entre el estado vitreo de la semilla y el estado devitrificado descrito por
un diagrama de fase, es dependiente del contenido de agua y temperatura
(30,31). La pérdida de este estado fisica permitiria el estableciemiento de
reacciones deletereas como el oscurecimiento no enzimatico y la formacién de
radicales libres.

Las condiciones de humedad relativa y temperatura a las cuales se almacenan
las semillas producen un ligero incremento en el contenido de humedad de las
mismas. Esto facilitaria la pérdida del estado vitreo. Otra evidencia experimental
que apoya la propuesta de que el estado vitreo protege a los lipidos y proteinas
de reacciones deletereas es el hecho de que durante el almacenamiento de
ciertos productos alimenticios el estado vitreo efectivamente limita la reaccién de
Maillard (44) y la reaccién entre los radicales libres y lipidos {(45).

Si el estado vitreo protege a la semilla contra el deterioro en almacén,
entonces el estado vitreo debera perderse o disminuir durante el deterioro, este
evento debera preceder o coincidir con la disminucion en vigor o viabilidad de la
semilla. Ademds cultivares que muestren diferente sensibilidad al deterioro
deberan presentar estados vitreos cualitativa o cuantitativamente diferentes.

Los carbohidratos solubles presentes en el embrién son los principales
responsables del estado vitrificado del citoplasma (42, 46, 47).

El objetivo de este trabajo es demostrar que el deterioro de semillas esta
asociado a la pérdida del estado vitreo de la semilla. Para lo cual se determiné el

efecto del almacenamiento en el estado vitreo del embrion y la capacidad de los
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carbohidratos solubles, presentes en el embrisn de semillas control 'y

deterioradas de maiz para formar estado vitreo.



IV. METODOLOGIA
1. MATERIALES Y REACTIVOS.

En este estudio se utilizaron embriones de semillas de maiz control y
deteriorados (Zea mays) de tres diversos cultivares: Tepecintle 100 (T100),
Pepitilla 1346 (P13ss) y As, (Cultivar; semillas de un lote con variabilidad
genética). Los dos primeros donados por el Dr. S. Taba del Banco de
Germoplasma de maiz (CIMYT) y el dltimo donado por el Dr. A. Carballo (Centro
de Genética, Colegio de Posgraduados, Montecillo, México). El comportamiento
de estos materiales en almacen es constrastante y la composicién de
carbohidratos solubles en los embriones de semilla control y deteriorados ha
sido determinado por el grupo de la Dra. ). Bernal-Lugo (fabla2y 3)

Las semillas deterioradas se obtuvieron por envejecimiento acelerado
almacenando las semillas a 75% Humedad Relativa y 30 °C (34).

En el caso de los experimentos realizados con mezclas representativas de
azucares, los utilizados fueron; sacarosa, rafinosa, glucosa y fructuosa todos de

grado analitico y obtenidos de Sigma, (U.S.A).
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2. METODOS.

SEMILLA
75%HR
30°%
EMBRION ENDOSPERMO
HARINA HARINA DESECHO
DESLIPIDIZADA HOMOGENEA

Equilibrio a Humedad Relativa Constante
NH4NO3
MgClz

DETERMINACION CALORIMETRICA
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a. Equilibrio de las semillas a contonidos de humedad constante. Las
semillas de cada lote se colocaron en cdmaras de HUMEDAD que consistian en
frascos de vidrio con una malia para retener las semillas. Los frascos contenian
una solucién de NaCl para obtener as! una humedad relativa de 75%. Las

semillas se mantuvierdn en las cdmaras durante 21 dias a 4 °C

b. Aislamiento del embrién. Para aislar el embrion de las semillas, con una
navaja se hicieron dos cortes en V en la region del embrién. Posteriormente con
fa misma navaja se eliminaron del embritn los residuos de almidén provenientes

del endospermo.
¢. Preparacién de la harina. Los embriones extraides se molieron en un
mortero con nitrégeno liquido para facilitar el proceso, ia harina asi obtenida se

hizé pasar por una malla No. 25 para obtener un tamafio de particula homogenea

Estas harinas se guardaron en frascos de vidrio con tapa de rosca

sellados con papel plastico adherente (parafilm), a 4 °C para su uso posterior .
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d. Preparaclén y cuantificacién de soluciones patrén de carbohidratos.

Se pesaron por separado en balanza analitica marca Sartorius diversas
cantidades de los azucares mencionados en la labla 1. A cada muestra de
carbohidratos se le adicionaron tres mililitros de agua desionizada, se disolvieron
y aforaron a cinco mililitros con la misma agua. La concentracién final de los
azucares en la solucién se determiné por un método enzimatico empleando un kit
de la compania Boheringer (N° de catélogo, 428167 y 716260)

Las soluciones se guardaron a -20°C en frascos viales de vidrio con tapa de
rosca, sellados con parafilm.

TABLA1
SOLUCIONES PATRON DE CARBOHIDRATOS.

AZUCAR PESO (mg) [FINAL} 1
mg/ml
FRUCTUOSA 472 60.54
GLUCOSA 707 65.33
SACAROSA 3033 392.90
RAFINOSA 700 106.00

[FINAL11= Concentraclén final determinada por método enzimatico empleando un kit de la

compafia Boheringer.
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e. Prop

ién de las las repr tivas.

MEZCLA DE AZUCARES

T100 P134s As

Equilibrio a Humedad Relativa Constante

DETERMINACION CALORIMETRICA
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Las composiciones de carbohidratos reportadas para harina de embriones de

semillas de malz de los cultivares T1o00, P1348, y As , se muestran en las tablas 2

y 3).

TABLA 2

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS EN EMBRIONES DE SEMILLAS DE
MAIZ CONTROL 1

AZUCAR(mg/g harina deslipidizada)

FRACCION

CULTIVAR |FRUC |GLUC |SAC RAF | TOTAL SAC | RAF {MS

T100 1.64 4.20 162.00 | 36.63 | 194.47 0.78 }0.18 10.03
P134s 0.55 4.56 146.50 § 24.60 | 176.26 0.83 }0.13 {0.03
As 1.18 3.73 187.60 | 15.05 |207.03 090 {0.07 {0.02

1= Caro meses de almacenamienta.
fFRUC=Fructuosa
GLUC=GlucosaRAF=Rafinosa
MS=Monosacaridos

SAC=Sacarosa
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TABLA 3
CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS EN EMBRIONES DE SEMILLAS DE
MAIZ ALMACENADAS 2

AZUCAR(mg/g harina deslipidizada) FRACCION
CULTIVAR |FRUC |GLUC |SsAC RAF | TOTAL SAC | RAF IMS
T100 0.81 2.90 201.90 }45.90 }251.50 0.80 0.18 } 0.01
P1346 1.88 6.04 201.80 | 33.40 |243.12 083 10.13{0.33
As 3.98 12.96 169.70 {12.28 {198.93 0.085 | 0.06 | 0.08

2= Almacenamiento en 75% de HR y 30°C,durante tres meses para As y durante 4 meses para

las semillas del cultivar P1348 y T100.

NOTA:Las tablas 2 y 3 fueron obtenidas de la referencia (34)

Las mezclas representativas de los azicares de cada cultivar se

obtuvieron adicionando las cantidades requeridas de las soluciones estandares,

con pipeta Gilson de 20, 200 y 1000 microlitros,para cada muestra, los

volumenes utilizados en cada caso se muestran en fa Tabla 4.
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TABLA 4
PREPARACION DE MEZCLAS REPRESENTATIVAS.

MICROLITROS DE SOLUCION ESTANDAR.

MUESTRA FRUCTUOSA | GLUCOSA SACARQSA | RAFINOSA
T C 27.00 38.30 387.00 371.00
T 10D 13.40 32.00 514.00 433.00
P 1346 C 9.10 61.40 373.00 232.00
P 1346 D 155.90 184.30 41530 199.00
AsC 19.49 38.00 478.00 142.00
AsD 65.74 137.50 432.00 116.00

NOTA: En cada mezcia se completo un volumen de 1100 micre!itros con agua bidestilada.
C= semillas contro! D= semillas deterioradas
Una vez preparadas las muestras se guardaban en tubos eppendorf a una

temperatura de -20°C.

f. Proparacion de las muestras para calorimetria,

De las mezclas de azicares se tomaron 30 microlitros y se colocaron en
paneles de aluminio herméticos (Du Pont 050390) previamente pesados. Los
paneles se colocaron en cajas de plastico que contenian soluciéon saturada de
nitrato de amonio, y cloruro de magnesio con fa finalidad de tener humedades
relativas de 66% y 33% respectivamente. La caja se cerro herméticamente y
sello con parafim y se mantuvo dentro de una estufa a 29°C durante 72 horas

para lograr asl |a estabilizacién de humedad en las muestras.
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g. Calorimetria Diferencial de Barrido.

El estado vitreado presenta variaciones en funcion de la temperatura, debido a
esta propiedad se decidi estudiarlo mediante el uso de equipos termoanaliticos.
De entre estos se eligid el Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC) por ser un
sistema adiabatico que presenta una alta sensibilidad a las variaciones del calor
requerido para aumentar la temperatura y con esto a las diferencias en la
capacidad calorifica permitiendo asi, observar las transiciones vitreas con un
grado de presicion y exactitud bastante aceptables. En este caso, la
sensibilidad, presicién y exactitud del equipo se consideraron parametros
importantes por lo complejo de los sistemas a estudiar. Otro factor importante en
la eleccion del equipo analitico fué la cantidad de muestra requerida y el tiempo
de andlisis de la misma y en el DSC se requieren muestras pequenas (5 a 10
mg) y tiempos cortos (30 a 40 min / muestra ), en relacion a otras técnicas. Las
determinaciones calorimétricas se realizaron en un DSC marca DuPont modelo
2000 empleando termopares de cromel/alumel y utilizando como referencia un
vpanel vacio con las mismas caracteristicas de los paneles de muestra.
Previamente a las corridas se realizé la calibracion del equipo con materiales
puros reportados en la literatura tales como: In, Sn, Zn, Ac Benzoico, sacarosa,
etc. Las corridas se hicieron en un intervalo de temperaturas de -120°C a 80°C,
manteniendo una isoterma de 3 minutos antes y después del calentamiento. En
todas las corridas se utilizaron paneles herméticos de aluminio, sellados. La
celda se enfrié con nitrégeno liquido utilizando un accesorio de enfriamiento

manual.

Caracterizacion de las transiciones vitreas. Las transiciones vitreas de la

muestras se identificaron por el cambio de pendiente en la curva de flujo de calor
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contra temperatura y posterior recuperacién de la pendiente inicial. Ademas,
para corroborar las mismas se obtuvierén las curvas de Capacidad calorifica
contra temperatura.

Las temperaturas con las cuales se caracterizé cada transiclon son las

siguientes (48):

Temperatura Inicial. (Ti). Se considerd como temperatura de formacion del
estado vitreo (Ti), la temperatura a la cuai la pendiente dei termograma de flujo

de calor contra temperatura empezaba a disminuir.

Temperatura final. (Tf). Se consideré como temperatura de fusién del estado
vitreo (Tf) la temperatura a la cual la gréfica recobraba su pendiente inicial (la

pendiente volvia a ser la misma que antes de la transicién).

Temperatura media. (Tg). Se consideré como temperatura del estado vitreado
(Tg) a la temperatura de la curva que correspondia a la mitad de la variacion del

fiujo de calor de la transicion vitrea.

La variacibn en la capacidad calorifica durante la transicion vitrea se
determino calculando la diferencia del flujo de calor (cal/g) y dividiéndolo entre la

diferencia de las temperaturas inicial y final de ta transicién

h. Determinacién de Humedad de las Muastras. La determinacion de
humedad de ias muestras se hizo por dos métodos diferentes:
a) Terminada cada corrida, se hicieron tres perforaciones de igual tamafio en las

tapas de los paneles y estos se colocaban en una estufa de vacio a 90 °C hasta
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peso constante y la humedad se calculaba por la perdida de peso en relacién al
peso de 1a muestra.

b) Se prepararon muestras iguales a las empleadas para hacer ias corridas, los
paneles sin tapar se colocaron en una estufa de vacio a 90°C hasta peso
constante y de la misma forma que en el inciso anterior se calculo la humedad de

las muestras.
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V. RESULTADOS.

1. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL ESTADO VITREADO EN
EMBRIONES DE MAIZ.

Para estudiar las caracteristicas del estado vitreado en diferentes cultivares de
maijz, se determinaron por Calorimetria Diferencial de Barrido, las caracteristicas
calorimétricas de la harina de embridén de maiz control.

Un termograma caracteristico se muestra en la figura 1, donde se distinguen
tres regiones. La region | entre -85°C a -50°C, la region |l de -50°C a -5°C y la
region 1§l de 10°C a 30°C. En la regidn | se distinguen dos exolermas continuas.
En ia regidn It se observa un pico endotérmico muitiple que abarca un intervalo
de temperatura muy ampfio (-50°C a 10°C), con una temperatura de pico maximo
entre -10°C y -20°C y dentro de su area incluye un pico endotérmico de menor
tamafo centrado a 0°C. &n la regién !}l se observa una pequena transicion vitrea
(10°C a 15°C) y un pico endotérmico con una temperatura de pico maximo en
20°C.

En estudios previos (27 y 28) se ha reportado que las transiciones calorimétricas
que presentan los embriones de maiz a temperaturas menores de 0°C se deben
a la fusion de los lipidos (region I, figura 1).

Para corroborar esto, se corrierén muestras de harina de embrién
deslipidizada bajo las mismas condiciones. E&n estas graficas las seilales a
temperaturas menores de (°C no se presentaron en el termograma,
comprobando asf que estos se debian a los fipidos dei embrién, (figura 2). La

transicion vitrea de la regidn Ilf, aun se observa, pero como una sefial muy debil.
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-. " FIGURA 1.CURVA CALORIMETRICA DE HARINA DE EMBRION DE MAIZ.

Curva =alorimétrica de narina de embrién de maiz cultivar T1C2 cantrol con 18% de humedad. En
@i term=grama se distinguan tres regiones: Region | de -85 a -59°C, Regidn |l de -5C a 10°Cy
Regi¢n lil de 10 a 30°C. Las varizccnes del flu,> ce ca'ar en funcion de ta temperatura

encant-adas en las Regicnas | y I son asignadas basicamente a !a porcitn tipidica del embrién.
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FIGURA 2. CURVA CALORIMETRICA DE HARINA DE EMBRION DE MAIZ
DESLIPIDIZADA.
Rapresenta las variacicnes del flupp de cafer al aumantar ia lemperatura de una mueslra de
harina de embridn de malz deslipidzada del cultivar T100 control con 18 % de humedad.

Observancose en 0°C la fusién del agua
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E.n general los resultados obtenidos en estos experimentos concuerdan con
los feportado en la literatura (38), sin embargo, lo complejo del sistema bioldgico
y las miitiples transicidnes originados por los diversos componentes del sistema,
hace que las transicidnes vitreas de los carbohidratos gue son el objetivo de este
estudio, sean dificiles de observar, ya que la cantidad de estos en la semilla en
relacion a la cantidad de los lipidos es sumamente baja, por lo que se decidié
eliminar las influencias de los demas componentes de! sistema y trabajar con
muestras in vitro de acuerdo a las cantidades de azicares encontrados en los
diferentes lotes de semillas, logrando asi evitar las limitaciones en la cantidad de
carbohidratos, aumentar la sefal del estado vitreado y eliminar las transiciones

no deseadas.

2. EL ESTADO VITREADO EN LOS CARBOHIDRATOS DEL EMBRION DE
MAIZ.

La composicién quimica de los carbohidratos solubles presentes en los
diferentes cultivares de maiz se muestra en la tabla 2 {metodologia). En fos lotes
control, el contenido de rafinosa es menor en As, que en P34 0 T100. Este
ultimo es el cultivar que tiene mayor contenide de rafinosa. Inicialmente todos
los cultivares tienen bajo contenido de monosacéridos y alto de sacarosa el cual
expresado en mg/g es practicamente el mismo en los cuatro cuitivares. Al
deteriorarse las semillas (tabla 3, metodologia), hay un aumento en la cantidad
de monosacaridos en P1ass y As, un aumento notario en contenido de rafinosa y
sacarosa en P134s y aumento de sacarosa en T100.

En todos los casos el aumento con respecto al control es significativo a

(p=0.05, ANOVA),
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Cuando se deshidratan los azucares en solucién forman un estado vitreo (45).
El estado vitreado es un estado inestable que puede existir como un liquido-
sélido de alta viscosidad o como un liquido de alta viscosidad. La temperatura a
la cual ocurre la transicion se denomina temperatura de transicion del estado
vitreo (Tg) y depende de la composicién quimica y cantidad de humedad (45).

Para inducir {a formacién del estado vitreado en las mezclas de carbohidratos
y controlar el contenido de humedad en el mismo, las soluciones representativas
de los diversos cultivares se equilibraron a dos humedades relativas, 33% y 66%.
En ambas atmdsferas los sistemas modelo perdierén agua, la fraccién retenida
dependié del porcentaje de humedad relativa en que se equilibré y de la
composicion quimica (tabla 5). En muestras equilibradas a HR de 33% el
Contenido de Humedad {CH) varié entre 5-11% (base seca) mientras que en las
muestras equilibradas a 66% de HR, el CH fué entre 13-23% (tabla 5).

En la tabla 5 también se muestra el CH de los diversos carbohidratos que
componen {a mezcla. Rafinosa resulto ser el azicar mas afin por agua seguido
de los monosacaridos. Sacarosa fué el carbohidrato con menor afinidad por
agua y la mezcla de rafinosa-sacarosa (4:1) presenté afinidad intermedia entre
sacarosa-rafinosa. La mezcla de azlicares que presentd mayor retencién de
humedad fué la correspondiente a As deteriorado y la de menor retencion de
humedad la de As control (tabla 5). A HR de 33 % el contenido de humedad de
la muestra depende de la composicion quimica, por ejemplo T1ioocontrol y P134s
cantrol contienen cantidades de sacarosa similares, expresada como fraccién del
total (tabla 2) y sus contenidos de humedad son similares (tabla 5), As control
presenta mayor contenido de sacarosa que los dos anteriores y su contenido de

humedad fué menor.
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TABLA S
CONTENIDO DE HUMEDAD' DE AZUCARES EQUILIBRADOS A
DIFERENTES HUMEDADES RELATIVASZ,

HUMEDAD RELATIVA
CULTIVAR
66 % 33 %

Tio0 CONTROL 17.94£0.2 7.66 £0.2-
T100 DETERIORADO 15.5540.1 6.60+0.1
P134s CONTROL 13.3410.1 7.70£0.1
P1346 DETERIORADO 15.31£0.2 8.4710.4
As CONTROL 20.90£0.3 5.05+0.6
As DETERIORADO 23.300.2 8.23+0.3
SAC + RAF (4: 1) 17.40£0.2 7.06+0.4
RAFINOSA 25.5210.3 10.85%1.04
SACAROSA 11.621£0.4 4.70£0.25
GLUCOSA 17.11+£0.3 5.900.3
FRUCTUOSA 18.02+0.3 6.10£0.1

1 9 en base seca 2 Las HR de 66% y 33% se obtuviersn con soluciones saturadas de nitrato de
amonio y cloruro de magnesio respectivamente. .-Los datos son el promedio de tres

determinaciones & Desviacion estandar.
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En las mezclas representativas de semillas deterioradas los contenidos de
sacarosa son similares, sin embargo su contenide de humedad no lo es. Este
resultado parece estar asociado a la presencia de monosacaridos los cuales son
més afines por agua que la sacarosa pero un poco menos que la rafinosa.

En P134s D y As D la fraccidon de monosacarides mas rafinosa es similar y mayor
que en Tioo D.

En atmosfera de 66% de HR el contenido de humedad de las mezclas es
mayor que en 33% y diferente para cada muestra, y con excepcion de T1o0D la
madificacién en la composicién de la mezcla de. azlucares incrementa el
conienido de humedad. Aparentemente en el caso de As D y P134s D el aumento
en CH respecto a los controles respectivos estd asociado a un aumento en el
contenido de monosacaridos.

Con el fin de determinar el Tg, una vez equilibrados a cierto contenido de
humedad los carbohidratos presentes en las mezclas representativas de los
diferentes cultivares de maiz, se analizarén por DSC. En todos los termogramas
se observd la sefal tipica de una transicidn vitrea (figura 3). Para corroborar que
dicha transicion era debido a la presencia de un estado amorfo o vitreado se
obtuvieron las graficas de Cp (calor especifico) contra temperatura, en las cuales
se observd que el Cp aumentaba a! subir la temperatura de manera
practicamente imperceptible, sin embargo, al llegar a la temperatura de la
transicion hay un aumentoc mayor en los valores de Cp al aumentar la
temperatura, para posteriormente recuperar los aumentos iniciales (figura 4). En
la misma grafica se obtuvo el calor total en funcion de la temperatura mostrando
este un aumento uniforme hasta la temperatura de la transicion donde se

observa una pendiente mayor.

32



-FLUJO DE CALOR " 2EXO .

L ENDO&

,(mW)‘

TEMPERATURA °C

FIGURA 3. CURVA CALORIMETRICA DE CARBOHIDRATOS
" REPRESENTATIVOS DEL EMBRION DE MAIZ,
Transicién vivrea mezda pof Calcr meiria Diferencial de Barndo de una mustra representativa del

cuitihvar T

€3 contre; 23n un conlerido ©e humedad de 33°:. En e lrazo se muestra 'a temperatura
cal inisio 2 fa fus.2n {Ti), la temperatura de 13 transicion vitrea {Tg) y 1a temperalura finat o

tempe-atura de lusién del estado vireo (Tf).
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FIGURA 4. GRAFICA DE CAPACIDAD CALORIFICA CONTRA
TEMPERATURA DE AZUCARES REPRESENTATIVOS DE EMBRION DE '
MAIZ,

stvar AS detericrado con un H R=33%

En ia grafica se observa la m=223'a representel.a ael
tresttando la vatiacion e 3 capasidad caletifza ai aumantar '3 lamperalura durante un

calentariento que trae COMSigo uNa transician vivea.
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TABLA 6
TEMPERATURAS DE TRANSICION VITREA DE LAS MEZCLAS DE
CARBOHIDRATOS EQUILIBRADAS CONHR =66 %

TEMPERATURA °C
MUESTRA Ti T Tg
Ti00 C -40.204£0.70 | -16.05£0.32 | -25.40+£0.40
Ti0 D -43.80+£0.40 | -12.33£0.28 | -26.71+0.52
P1346 C -45,78+0.06 -13.431.13 | -27.2240.15
P134s D -42.40£0.03 | -14.40£1.08 | -25.80+0.20
As C -49.05+0.06 -17.87+0.88 | -290.2140.48
As D -42.10+0.45 -16.894+0.89 | -28.30£0.56

NOTA: Los datos son el promedio de tres determinaciones + Desviacion estandar,

El intervalo de temperatura en el cual se presenta la transicion vitrea dependié
de la humedad relativa en que se equilibré 1a muestra. En muestras equilibradas
a 66% de HR, la transicion se presento a temperaturas menores (tabla 6), que en
muestras equilibradas a 33 % HR (tabla 7).

En los termogramas de las muestras de carbohidratos equilibradas con
una HR de 33%, se ohservd que, la temperatura final de la transicién vitrea se
presenta a temperaturas por arriba de 0°C. En T100 control el estado vitreo se
funde a mayor temperatura en relacién con las otras dos muestras controles y de
igual manera en T100 deteriorado en relacién con las otras dos ‘muestras

deterioradas (tabla 7).
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TABLA 7
TEMPERATURAS DE TRANSICION VITREA DE LAS MEZCLAS DE
CARBOHIDRATOS EQUILIBRADAS CON HR=33%

TEMPERATURAS EN °C.

MUESTRA Ti T Tg ACp mcal/g°C
Ti00 C -22.810.05 18.7£1.09 | 1.210.56 1.2697+0.14
Ti00 D -19.310.57 11.9£1.08 | -1.710.28 1.7790+0.08
P1348 C -23.6£0.70 13.340.05 ]1.8+1.2 3.2378+0.04
P1348 D -18.14£0.05 8.2+0.54 -1.2+1.5 3.9976+0.18
As C -26.31£0.52 16.810.55 |-1.910.0 1.5994+0.13
As D -13.3£0.0 10.95+0.47 { 1.3+0.51 2.1634+0.06
NOTA: Los datos son el promedio de tres inaciones. +Desviacion

Sorpresivamente el Tg se mantuvo constante aun cuando la composicién
quimica y el contenide de humedad fueron muy diferentes, por ejemplo, la
mezcla T100 control presenta un contenido de humedad de! 7% y As control del
5% (tabla 5), en este dltimo la relacién sacarosa-rafinosa es de 12:1 mientras
que en el primero es aproximadamente 4:1 y tanto el Tg de As control como el de
T1oo control fue similar al equilibrar en fa misma humedad relativa (HR= 33%,
tabla 7).

£n cuanto a la variacion en la capacidad calorifica durante la transicion (ACp)
se observarén valores menores en los controles que en los deteriorados y de los
controles los valores mas pequefios fuerén los de Tio0 sucediendo de igual

manera entre los deteriorados (tabla 7).
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Aparentemente la mezcla de Tio0 y As control, ambas requieren menar
cantidad de calor para aumentar su temperatura, que la que requiere P134s. El
cambio en composicidn qufmica inducido por el deterioro no modifica la
capacidad calorifica de P14, sin embargo en As D se observa un aumento
notable. Este aumento también se observé en T100 D aunque se da en forma

mas discreta (tabla 7)
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VI. DISCUSION

Al analizar los termogramas de fa harina de embridén de malz, se encontré que
las transiciones vitreas de los carbohidratos eran dificiles de observar y la
reproducibifidad no era la adecuada para permitir hacer conclusiones. Esto se
debid quizds a lo complejo del sistema bioldgico en estudio ya gque la presencia
de muiticomponentes en el sistema, trae consigo diversos comportamientos
térmicos los cuales se traslapan dificultando la interpretacién de resultados. La
magnitud de ia sefal vitrea es muy pequeiia (0.1 mw) por lo que el equipo debe
trabajarse a gran sensibilidad y estabilizar la linea base resulta dificil. Razones
por las cuales se decidid trabajar unicamente con los carbohidratos solubles
presentes en el embridn de semillas control y deterioradas.

La formacion del estado vitreado en una solucién de azucares se induce por
deshidratacion, la cual se puede realizar por liofilizacién o a temperatura
ambiente en atmdsferas no saturadas de humedad (HR menor que 100%).

Durante la fase final de su desarmolio las semillas se deshidratan, lo cual
induce la formacion del estado vitreado. Esta deshidratacién se realiza a
temperatura ambiente. Por otro lado, las semillas almacenadas en condiciones
optimas presentan un contenido de humedad de entre el 5-8% y en condiciones
deficientes de almacenamiento, alta HR y temperatura, el contenido es de entre
el 13-18%. Tratando de mimetizar tanto las condiciones de secado natural de la
semilla como su contenido de humedad en almacen, el estado vitreo de las
mezclas de carbohidratos se indujo por deshidratacién al equilibrio, a HR de 33%
(Aw=.33) y 66% (Aw=.66). Con este disefio experimental también se estandariza
elefecto de Aw en la Tg (52).

La composicion de carbohidratos influyé en el contenido de humedad de las

muestras equilibradas ya que unos carbohidratos presentan mayor capacidad de
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hidratacién como en el caso de la rafinosa en relacién a la sacarosa o a los
monosacaridos (tabla 5). Es notable el hecho de que en 33% HR, las mezclas
Tioo D y As C presentarén un menor contenido de humedad que el resto de las
mezclas estudiadas (tabla 5). Este comportamiento anomalo parece deberse al
hecho de que en ambas mezclas (Two D y As C) el contenido de sacarosa es
mayor. Este disacarido, presenta una gran tendencia a cristalizar y al hacerlo
disminuye la afinidad del sistema por agua. La cristalizacién de sacarosa se
evita o retarda incluyendo en el sistema otros compuestos con grupos OH (47).
Bien podria ser que los contenidos de rafinosa y monosacaridos en As C y Tio0 D
no fuesen suficientes para evitar la cristalizacién de una fraccion de la sacarosa
presente en estas mezclas.

Se ha postulado que las caracteristicas de hidratacién de los sacaridos
correlaciona con el niimero de hidroxilos ecuatoriales (51). Los resultados de
hidrataciéon de los carbohidratos y sus mezclas estdn de acuerdo con esta
sugerencia,

La Tg de un estado amorfo depende tanto de composicién quimica como del
contenido de humedad (51). Sin embargo, la Tg de las mezclas de carbohidratos
aqui estudiadas no varian con la composicion de carbohidratos (comparar T100 y
P1346, tabla 5) ni con el contenido de humedad al equilibrio (comparar As y T100,
tabla 5) en una misma HR. Esto podria deberse a que en soluciones vitreas de
composicion heterogenea, la Tg que domina es la del componente que se
encuentra por arriba del 80% y en todos los casos aqui estudiados fué sacarosa,
mas aun los cambios de composicidn inducidos por el deterioro fué un aumento
de monosacaridos menor del 20%.

La Tg de sacarosa decrece linealmente al aumentar Aw (52). Las Tgs de las
mezclas de carbohidratos aqui estudiadas tambien decrecen al aumentar el Aw

(comparar T100 equilibrado a 33% HR con T100 equilibrado a 66%HR, tabla 5).
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En-embriones de malz los principales azUcares son sacarosa y rafinosa
asociados a una pequefa proporcion de monosacaridos (27). Se ha propuesto
que a temperatura ambiente, estos carbohidratos se encuentran en estado
vitreado cuando el contenido de humedad de la semilla es mayor del 8% (13, 31).
Las Transiciones vitreas de las mezclas de carbohidratos aqui estudiadas
presentan Tg mucho menores que los reportados por Williams y Leopold (1989) y
por Bruni y Leopold (1992) para embriones de malz. Esto puede deberse al
hecho de que en la semilla la mayor proporcién de agua se encuentra en la pared
celular y por tanto el CH del citoplasma podria ser menor que 8% mientras que,
en el sistema modelo hay un solo compartimento donde se encuentra alojada
toda el agua presente en el sistema. La otra posibilidad es que en semillas de
maiz, la formacion de! estado vitreo, se realice con la participacion de los
carbohidratos solubles, ademas de otros componenies del! citoplasma como
proteinas, almidén o dextrinas. Dado que el Aw de las semillas con un contenido
de humedad de 8% (Bernal-Lugo {. 1993; comunicacidn personal) es similar a la
Aw de las mezclas aqui estudiadas, esta tiltima posibilidad se ve favorecida.

Durante el envejecimiento acelerado de maiz, la composicién de carbohidratos
solubles cambia (27, 28), sugiriendo que durante el deterioro ta proteccion
brindada por el estado vitreo también se modifica. La Tg de las mezcias
representativas de semillas deterioradas fué similar a la que presentan las
mezclas control, indicando que los cambios en composicion quimica del estado
amorfo inducidos durante el deterioro, no son suficientes para modificar
sensiblemente fa Tg. Los datos antes mencionados fueron interpretados en el
sentido de que en semiillas almacenadas a 30°C y 33% de HR la Tg no
constituye un buen indicador para predecir su sensibilidad al deterioro. Sin
embargo, la temperatura de fusidn o colapso (Tf) del estado vitreo si parece estar

asocida con el mecanismo de proteccién que los carbohidratos solubles brindan
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a fa semilla durante el deterioro. Las semillas de T1o0 presentan mayor
estabitidad al deterioro que las semillas P134e y As, coincidentemente con este
hecho, se observd que la Tf en la mezcla T1oo C fue mayor que para los otros
cultivares. Al deteriorarse las semillas disminuye la Tf de las mezclas de
carbohidratos. Esto parece deberse a los cambios en su composicion. En P134g y
As el contenido de monosacaridos aumenta notablemente, asi como el contenido
de humedad. Ambos tipos de moléculas actian como agentes plastificantes del
estado vitreo, siendo esta la razén por la cual a la misma HR la Tf del sistema
disminuye (tabla 5).

A temperaturas mayores que Tf los carbohidratos solubles se encuentran
en estado liquido-viscoso (Rubbery) y la viscosidad relativa de estas mezclas

puede ser calculada con la ecuacion de Williams-Landell-Ferry (62)

N _—17.44T -Tg)

g SL6+T-Tg

donde T es la temperatura a la cual se quiere hacer el célculo, Tg es la
temperatura media de la transicion vitrea . n y ng la viscosidad a T y Tg
respectivamente. Resolviendo la ecuacion 1 para cada uno de los cultivares a
T=Tf, puesto que a esta temperatura la proteccién de la semilla brindada por el
estado vitreo se pierde completamente, se encuentra que el cambio relativo en
viscosidad a Tf (nf/ng) fué 1.75x10-5 para T100, 3.31x10-5 para P134s y 2.18x10-
5 para As. La disminucién de viscosidad se comporta de acuerdo a lo esperado.
La viscosidad del sistema disminuye a temperaturas mayores de Tg pero este
cambio fue casi 30 veces mayor en P1346 que en T100, por lo que una vez que se
ha colapsado el estado vitreo, las reacciones deteriorativas, a una temperatura
dada, se pueden realizar méas rapidamente en P1346 que en T100. Este cambio es

paralelo a la sensibilidad al deterioro mostrada por estos cultivares, forrnado por
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los carbohidratos solubles, en semillas con diferente sensibilidad al deterioro son
diferentes, y que estas diferencias son determinadas por la compasiclén de
azUcares solubles. Estos polioles parecen protejer a la semilta contra el deterioro
en almacen, a traves de modular la viscosidad del citoplasma. Para As el cambio
relativo en viscosidad a Tf fue similar al presentado por T1c0. Sin embargo, la
mezcla de As es diferente de las otras dos en el sentido de que contiene una
mayor proporcién de sacarosa,y por tanto presenta una menor estabilidad
(Bernal-Lugo 1. 1993 comunicacién personal). Mezclas representativas de As C

cristalizan en 1.5 meses, mientras que la de T100 tarda mas de tres meses.
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Vil. CONCLUSIONES

1) Los carbohidratos solubles, presentes en el embrién de la semilla de maiz son
capaces de:

A) Formar un estado vitreo a temperatura ambiente slempre y cuando el
contenido de humedad sea menor o igual al 8%.

B) Proteger el embridn contra el deterioro en el almacen a traves de la

formacion del estado vitreo.

2) La efectividad de los carbohidratos solubles en la proteccién del embrion
depende de la relacién sacarosa-rafinosa. A mayor contenido de rafinosa, mayor

proteccién.

3) En las semillas de maiz aqui estudiadas, la estabilidad del estado vitreado no

se refleja en la Tg, sino en la Tf.

4) Una vez fundido el estado vitreo, los carbohidratos solubles continuan
brindando proteccion al embrién a traves de mantener una alta viscosidad en el
citoplasma. Esto sucede siempre y cuando los carbohidratos no estén

cristalizados.

5) Durante el deterioro, la Tg de! estado vitreo de los carbohidratos solubles del
embrién de malz no se modifica, pero la Tf disminuye, indicando que el nueve

estado vitreo es mas fragil.

6) Las condiciones de almacenamiento éptimas para semillas de maiz son:

contenidos de humedad iguales o menores del 8% y temperaturas de entre 10 y
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15°C. Sin embargo,e!l mantenimiento de un almacen de semillas en estas
condiciones es inoperante desde el punto de vista econémico y de disefio por lo

que la otra alternativa es utilizar cultivares con alto contenido de rafinosa.
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