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RESUMEN

Se midieron las fuerzas de puncién de las semillas de garbanzo (Cicer
Arietinum L.) cultivar blanco Los Mochis 1993, para este propésito fue
necesario disefiar un aparato el cual fue denominado PUNZOMETRO. Las
fuerzas de puncién fueron determinadas en semillas imbibidas en agua
destilada, testigos (T) y con wuna solucibn salina reblandecedora,
experimentales E) a diferentes tiempos: 3, 6, 12 y 24h. Se determinaron los
cambios de la morfologia de: los cuerpos almidonosos de las células de
garbanzo, con microscopia foténica de Campo Claro y su variacion en la
polarizacion en el Microscopio de Polarizacion y también las variaciones en las
paredes celulares, esquinas entre las células contiguas y cuerpos proteicos

usando la microscopia foténica de campo claro. Los resultados obtenidos de
las fuerzas de puncion en T fueron: para 3h 22.6 +/- 0.5 N, 6h 18.5 +/-0.8 N,

12h 17.6 +/- 0.5 Ny 24h 17.78 +/- 0.8 N. Para E fueron: 3h 20.25 +/- 0.8 N, 6h
20.67 +/- 0.5 N, 12h 18.67 +/-0.5 Ny en 24h 16.6 +/-0.7 N. Los resultados
mostraron que es mejor el reblandecimiento con Solucion Salina E) que con
agua destilada (T) ya que fue mas rapido el decaimiento de la fuerza de
puncion. Y que el reblandecimiento también afecta a los granulos de almidén,
lo que se observo en el cambio del comportamiento de la luz polarizada en

éstos.

| INTRODUCCION

Algunas semillas para el consumo humano pueden cocerse directamente pero
otras no. La mayoria de los investigadores coincide en que deben de tener un
remojo (imbibicién) previo a la coccion para el reblandecimiento. Remojar las
semillas antes de la coccién suaviza el grano y disminuye el tiempo de coccién
(19, 43), esto tiene gran importancia que como consecuencia se obtiene un
gran ahorro de energia tan necesario en estos iempos de crisis. Los tiempos
de coccion son determinados por diferentes métodos que pueden ser
cualitativos o cuantitativos. Mattson en 1946 disefié un aparato para medir los

tiempos de coccion basandose en la fuerza de puncidon de agujas con un



contrapeso, estas agujas se ponen sobre las semillas y cuando éstas ya se han
cocido las agujas las atraviesan (32). El cocinador Mattsson mide
indirectamente la dureza o reblandecimiento de las semillas, pero es necesario
también medir éstos parametros antes de la coccion, es decir durante la
imbibicidn, para verificar si realmente ocurre el reblandecimiento a través de
este proceso. Para que las semillas se reblandezcan influyen varios factores:
primero que la semilla pueda hidratarse; esto produce cambios en los
componentes de las células cotiledonarias que son indicadores de la dureza o
el reblandecimiento. Se ha observado que los cuerpos almidonosos cambian su
morfologia durante el remojo: al imbibirse aumenta su volumen y son de forma
oval, dentro de sus caracteristicas fisicas los cuerpos almidonosos muestran
patrones de interferencia con la luz polarizada y en el microscopio de
polarizacidbn se observan cruces de malta de éstos granulos. Como ya se
menciond, durante la imbibicion hay cambios en la morfologia, seguramente
debido a cambios fisicos y quimicos pero no ha sido bien determinado, por lo
gue es necesario hacer estudios de éste tipo y medir si realmente hay un
reblandecimiento previo a la coccién y también existe la duda de que si este
reblandecimiento es progresivo. Por lo tanto el propdsito principal de éste

trabajo fue tratar de esclarecer éstas dudas.

Il OBJETIVO

El objetivo de ésta investigacion es determinar la variacion de la fuerza de
puncion en las semillas de garbanzo (Cicer arietinum L)) imbibidas con una
solucién salina, y el efecto que causa el reblandecimiento en la birrefringencia y

en la microestructura de los cuerpos almidonosos



Il ANTECEDENTES

1) Las semillas
La semilla se origina de un évulo fertilizado, desde el punto de vista bioldgico
es un embridn y sus reservas (43), que en condiciones ambientales favorables
germina reanudando su crecimiento y brota de la tierra como una planta joven

o plantula, repitiéndose asi un ciclo vital (4).

A) Las semillas en la alimentacion.
En la alimentacion humana, se aprovechan muy pocas especies de legumbres:
alrededor de 20 en forma importante y menos de una docena de manera
generalizada (9). Las especies mas conocidas son el frijol comun, el garbanzo,
la lenteja, el chicharo, el haba, el cacahuate, la soya, el ayocote y la alfalfa.
Segun la especie de la legumbre se puede ingerir las vainas inmaduras
(ejotes), las semillas inmaduras o maduras, las hojas, los tallos, las flores y
hasta las raices (32). El hombre aprovecha diversas partes de las leguminosas
para su alimentacion. Aunque la modalidad que representa los mayores
volumenes es el consumo de las semillas maduras (secas), entre ellas el
garbanzo (Cicer arietinum L.), de acuerdo con las caracteristicas de cada

especie también se utilizan otras partes de la planta (23 y 27).

2) El garbanzo
El garbanzo es una semilla seca, por cada 100 gramos de semillas otorga 370
Kcal, 19 g de proteina, 6.2 g de lipidos, 61 gramos de hidratos de carbono y 3.4
de fibra cruda, contiene aminoacidos como Leucina, Lisina y aminoacidos
aromaticos. La caracteristica bromatologica que permite clasificar juntas a las
semillas maduras de las leguminosas y de las oleaginosas para formar asi un

solo grupo, es su elevada concentracion de proteinas (27).

El garbanzo ademas contiene almidén que es un polisacéarido, una sustancia
gue se obtiene exclusivamente de los vegetales que lo sintetizan a partir del
diéxido de carbono que toman de la atmésfera y del agua que toman del suelo

(31), esta formado por una mezcla de dos sustancias, amilosa y amilopectina,



gue soélo difieren en su estructura: la forma en la que se unen las unidades de

glucosa entre si para formar las cadenas (3).

El garbanzo comun es nativo de las costas mediterraneas y su cultivo es
importante. La planta es anual y alcanza hasta 60 cm de altura. Las semillas
tienen una forma esférica, debido al grosor de los dos cotiledones que la
forman. Contiene gran cantidad de proteinas, hidratos de carbono, fosfatos,
calcio y vitaminas del grupo B, aunque su valor nutritivo, como el de todas las
leguminosas, decrece con el tiempo. Crece O6ptimamente a temperaturas
cdlidas y produce buenos resultados en terrenos de seca sn depender de la
profundidad que alcanzan sus raices , en estaciones lluviosas suelen reducir la
productividad debido a la aparicion de enfermedades y un crecimiento excesivo
de la vegetacion. Donde se da mejor es en suelos arenosos bien drenados
(12).

Para su consumo el garbanzo debe ser previamente imbibido (remojado) y
después cocido. Durante este tratamiento térmico ocurren cambios
estructurales en bs semillas ya que dicho tratamiento separa las células y
disminuye la rigidez de la semilla (5). En el citoplasma las células se
desnaturalizan, facilitando la gelatinizaciéon de los granulos de almidon @6).
Estos cambios fisicoquimicos se reflejan en el reblandecimiento de la semilla,

la pérdida de toxicidad y sabor agradable para su ingestion.

3) Caracteristicas que se toman en cuenta para el consumo de las
semillas
A) Calidad
La calidad de las semillas es determinada por métodos de evaluacion
internacionales y podrian resumirse como sigue (9): las propiedades que
determinan la calidad de las semillas de uso agricola son principalmente la
viabilidad y el vigor, mientras que su calidad alimenticia la determinan su

tiempo de coccién y su valor nutritivo (36 y 37).

B) Dureza

El endurecimiento o dureza va a depender de la humedad, la temperatura yel

tiempo de almacenamiento (20). El fendmeno del endurecimiento (hard to cook)



en las semillas se presenta cuando éstas son almacenadas a altas humedades
y temperatura, se puede presentar desde el mes y medio hasta los tres meses
de almacenamiento. Existe otro tipo de dureza en las semillas pero éste es
debido a que presentan una cubierta o testa dura (hard to shell), por lo que
algunas veces es permeable al agua y éste término a veces se confunde con el
término anterior (44). El almidén es uno de los compuestos quimicos que en el
almacenamiento se modifican. La dureza es una caracteristica importante,

determina si es aceptable para el consumo humano del Garbanzo (7).

La dureza se mide por procedimientos fisicos, tomando en cuenta esto dureza
se define fisicamente como la capacidad que tiene un material de soportar
esfuerzos sin deformarse permanentemente (14). En una interpretacion mas
especifica, puede entenderse por dureza la resistencia superficial de un cuerpo
sometido a un esfuerzo fuertemente localizado. Hay diversas formas de medir
la dureza, si bien la mayoria consiste en utilizar un pequefio indentador, es
decir, un dispositivo que trata de penetrar el material, que puede ser un
pequefio balin o una aguja. La dureza viene expresada en kp/cm? (unidad de
fuerza aplicada a un area determinada) de carga necesaria para hacer penetrar
completamente en la madera una semiesfera de acero cuya seccién diametral

tiene una superficie de 1 cm? (40).

Bundy y Kramer en 1954 usaron la camara de Presién para determinar la

calidad y grados de frescura de frijoles verdes (26).

Después en 1959 Kramer y Hart usaron la camara de presion para medir la
dureza y congelamiento de frijoles y concluyeron que si se puede medir
madurez mediante la cadmara de presién. Neumann y otros (1960) usaron €

mismo procedimiento para medir la dureza de sus cultivos (44).

Dureza Brinell: Emplea como punta una bola de acero. Para materiales duros,

€S poco exacta.

Dureza Rockwell: Se utiliza como punta un cono de diamante (en algunos

casos bola de acero). Es b mas extendida, ya que la dureza se obtiene por



medicion directa y es apta para todo tipo de materiales. Se suele considerar un

ensayo no destructivo por el pequefio tamafio de la huella.

Existe una variante del ensayo, llamada Rockwell superficial, para la
caracterizacion de piezas muy delgadas, como cuchillas de afeitar o capas de

materiales que han recibido algun tratamiento de endurecimiento superficial.

Dureza Webster: Emplea maquinas manuales en la medicion, siendo apto para
piezas de dificil manejo como perfiles largos extruidos. El valor obtenido se

suele convertir a valores Rockwell.

Dureza Vickers: Emplea como penetrador un diamante con forma de piramide

cuadrangular.

Para materiales blandos, los valores Vickers coinciden con los de la escala
Brinell (34 y 45).

C) Imbibicion-Reblandecimiento
La imbibicion (remojo) es el proceso mediante el cual las semillas empiezan a
adquirir agua al sumergirlas .Este procedimiento lo efectla tanto el ama de
casa como el industrial con el propédsito de lograr la suavizacion o
reblandecimiento para reducir los tiempos de coccion (L1), y el consumo de

energia (lefia, gas, energia eléctrica, etc.) (8).

Este proceso sirve para obtener una textura agradable para el consumidor y
una mejoria en las caracteristicas nutricionales. Remojar y cocinar son las
formas tradicionales de procesamiento. Durante la imbibicion la semilla se
hidrata y para esto el agua tiene que atravesar barreras naturales como: la
cubierta o testa y como anexos de ésta, el hilo, el micrépilo; y luego entrar a los
cotiledones desde la epidermis hasta el centro de éstos. Los componentes de
las células cotiledonareas son la pared celular, la membrana, los cuerpos
almidonosos o granulos de almidén y los cuerpos protéicos, entre otros pero
éstos son los que me interesan. La hidratacion modifica los componentes de la

pared celular asi como también produce cambios en los cuerpos protéicos y los



cuerpos almidonosos. El uso de soluciones que contienen sales se han
empleado como un método para producir rapida coccién en semillas de frijol
(18,19,28 y 30) y en garbanzo (16, 22).

Rockland y Metzler (1967) utilizaron una solucion de sales de sodio, logrando
reducir ain mas los tiempos de coccién. Esta es una solucion compuesta de
cloruro de sodio, bicarbonato de sodio, carbonato de sodio y tripolifosfato de
sodio empleada desde 1967 por dichos investigadores para reblandecer
distintas semillas (21 y 41). La explicacion del por que se produce el
reblandecimiento la tratan estos autores diciendo que, los iones de sodio
(monovalentes) sustituyen a los iones de calcio y magnesio (divalentes), que
se encuentran en las paredes celulares, esto produce desestabilizacion y por lo
tanto reblandecimiento. La solucion salina no solamente afecta a las paredes
celulares, también modifica la microestructura de la testa (cubierta de la
semilla), de las células cotiledonarias y en éstas se afecta a los cuerpos

protéicos y a los cuerpos almidonosos en su morfologia y distribucion (22).

Estudios hechos en arroz blanco (1993) han mostrado que ocurre la
gelatinizacion de los almidones durante la adquisicion del agua (imbibicién)
(29). Esta es mas acentuada durante el tratamiento térmico (la coccion) @, 2,

48). Esto también se ha observado en la nixtamalizacion del maiz (6).

Las moléculas del agua forman una capa sobre la cubierta de las semillas y
pasan a través de ésta hacia el interior de los cotiledones. Mientras que las
moléculas del agua atraviesan la cubierta simultaneamente reacciona con los
granulos de almidén, si la temperatura de gelatinizacion es baja, el producto de
la reaccion es el hinchamiento de los granulos de almiddn. Si la temperatura de
gelatinizacion es alta, el producto es la gelatinizacion de los almidones (24). Se
han hecho andlisis de los granulos de almidén de garbanzo, determinando su
reaccion con agua a diferentes temperaturas, después de éste tratamiento
térmico se observé la birrefringencia de los granulos obtenidos de muestras
previamente molidas en un molino de café, secadas a 45°C y suspendidas en

agua-glicerol (1:1) para observarlas en el microscocopio de polarizacion (39).



D) Coccion
La coccidén es un tratamiento térmico al cual se someten las semillas para
lograr su aceptacion en la ingestion humana. Después de éste tratamiento las
semillas deben cumplir con ciertas caracteristicas como una textura adecuada,
es decir ni muy blandas ni muy duras. Esta caracteristica es muy importante

para la industria que produce semillas enlatadas (42).

Existen resultados de la microestructura del tratamiento térmico (coccién), en
los que se ha mostrado que hay separacion de las paredes celulares,
disgregacion y destruccion de los cuerpos protéicos Yy respecto a los cuerpos
almidonosos, primero se observa hinchamiento, cambio de forma vy

coalescencia de varios granulos a tal grado que pierden su integridad.

E) Palatabilidad
La palatabilidad es una caracteristica determinada por el proceso de coccién y
gue podria explicarse como la aceptacion de un producto por los

consumidores, sometidos a una prueba de degustacion.

En los incisos anteriores hemos tratado temas de importancia en el
procesamiento de las semillas para su consumo, debido a que este estudio se
relaciona con estos temas y en los siguientes trataremos temas relacionados

con la microscopia de polarizacion usada en esta investigacion.

4) Fendmenos Fisicos en la Microscopia de Polarizacién

A) Microscopio de polarizacion
Esta técnica tiene muchas aplicaciones geoldgicas, para caracterizar
materiales, y se puede usar para el estudio de otros materiales, incluyendo
minerales naturales e industriales como cementos, cerdmica, fibras minerales o
polimeros y moléculas altamente ordenadas como el DNA yel almidéon . La
aplicacion practica en biologia es algo limitada, puede ser determinada la
estructura de granos de almidon o las fibras celulosas de las paredes de

células vegetales o la orientacién de virus (56).



En el microscopio de polarizacion hay 2 filtros polarizadores, el polarizador y el
analizador. El polarizador esta situado debajo de la muestra (espécimen)
usualmente se puede rotar su posicion hasta 360°. El analizador, usualmente
alineado de arriba hacia abajo, se sitia encima del objetivo y puede ponerse y
quitarse del camino de la luz (57). Los polarizadores pueden rotar los ejes
hasta visualizar el objetivo. El rayo mas rapido sale primero del espécimen con
una diferencia de camino Optico (OPD). El analizador combina solo
componentes de dos rayos viajando en la misma direccion y vibra en el mismo
plano figura 1). El polarizador asegura que esos dos rayos tienen la misma

amplitud y maximo contraste.

En la microscopia de polarizacion estan involucrados varios fenomenos fisicos
y para su comprension trataremos los siguientes conceptos: luz, reflexion y

refraccion, polarizacion y birrefringencia.

Microscopio de Polanzacion
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Figura 1. Esquema de cOmo viaja
la luz en el microscopio de
polarizacion.

Los cristales del sistema cubico se dice que son Optimamente isotropos. Cada
cristal cubico tiene un sélo indice de refraccion y los medios cristalinos de este
tipo se comportan como materiales no aistalinos semejantes al vidrio. Otros

cristales son Optimamente anisétropos. Los fendmenos que se observan



cuando en un cristal de éste ultimo tipo penetra un haz de luz no polarizada
dependen de la relacion entre la direccion del haz y los ejes de simetria
cristalina. Cuando el haz esta polarizado en un plano, los efectos también
dependen de la relacién entre el plano de polarizacion y los ejes del cristal. En
general, cuando un haz luminoso penetra un medio anisotropico, se

descompone en dos haces que se refractan en direcciones diferentes (13 y 30).

En un microscopio comun ocurre que un rayo de luz apunta al observador, en
éste microscopio se conseguira que la propagacion y la rotacion del rayo de luz
apunte al observador; el microscopio de polarizacion se basa en las
propiedades Opticas de ciertas sustancias con un alto grado de orientacién
molecular figura 2. En el microscopio de polarizacion se puede distinguir
entre materiales isotrépicos y anisotropicos, gracias a los indices de refraccién
gue tiene el material y a que el microscopio los puede diferenciar. Puede
utilizarse para estudios cualitativos como cuantitativos con especimenes mas

qgue nada anisotropicos.

Los materiales isotrépicos, que incluyen gases y liquidos, vidrios y cristales
muestran las mismas propiedades en todas direcciones. Solo tienen un indice
de refraccion y ninguna difraccion en direccion de la luz que los traspasa. Los
materiales anisotropicos, tienen propiedades Opticas que varian con la
orientacién de la luz incidente con respecto a los ejes cristalograficos. Esto
demuestra que los indices refractivos dependen tanto de la direccion de
propagacion de la luz que atraviesa la sustancia como del plano de vibracién
(53).
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Orientacidn de la Luz en el
Mlcroscopio de
Palarizacion

Ocular Analizador

Rotador
graduado

e
ot e \3.{;%;,, Figura 2. Se muestra como la luz
’ de la lampara apunta hacia el

observador (54).

La microscopia de luz polarizada es un método muy util para generar
contrastes en la birrefringencia de especimenes a determinar aspectos
cualitativos y cuantitativos de ejes cristalograficos presentes en varios
materiales (65). Los colores de polarizacion son resultado de la interferencia
entre 2 componentes, hechas por el espécimen anisotrépico (figura 3). Los dos

componentes de la luz que viajan a diferentes velocidades atraviesan al

espécimen y tienen diferentes indices de refraccion o refringencias.

Patrones de interferencia

(a)

Figura 3. Patrones de interferencia. a) se le llama“cruz de malta”
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B) Polarizacion de laluz
Para el manejo del microscopio de polarizacion se tiene que entender la luz

polarizada que utiliza. En fisica se habla de la luz linealmente polarizada o
polarizada en un plano figura 4), es decir, donde la orientacion del acampo

eléctrico sea constante, aunque su magnitud y signo varian con el tiempo y de
la luz polarizada, dos ondas de luz tales que las direcciones de sus campos

eléctricos son perpendiculares entre si.

La descripcion de un haz paralelo de luz no polarizada es completa cuando se
han estipulado la direccion de propagacion, la amplitud, el grado de coherencia
y la frecuencia. Se estipula que al plano en el cual se refleja con mayor
intensidad el haz, en una superficie de vidrio sin platear se le da el nombre de

plano de polarizacion (13).

M "y S
ey “ i

Figura 4. a) Luz monocromatica, b) luz polarizada

Si la amplitud y la orientacion varian de tal manera que el extremo del vector

representativo recorre una elipse se dice que la luz estd polarizada

elipticamente (figura 5).

figura 5. polarizacion eliptica

Cuando se hagan iguales los dos ejes de la elipse, ésta se convierte en una

circunferencia y se dice que la luz esta polarizada circularmente.(figura 6)

12



Figura 6. Polarizacién circular

Cuando sea nulo uno de los ejes, la elipse degenera en un segmento rectilineo

y se dice que la luz esté polarizada en un punto (13).

C) Birrefringencia
La birrefringencia o doble refraccién es una propiedad de ciertos cuerpos de
desdoblar un rayo de luz incidente en dos rayos linealmente polarizados de
manera perpendicular entre si y con distinto indice de refraccion. El primero, de
las dos direcciones, sigue las leyes normales de la refraccion y se llama rayo
ordinario; la otra tiene una velocidad y un indice de refraccion variables y se

llama rayo extraordinario (25).

La birrefringencia se presenta en cuerpos isotropicos, €stos materiales al
colocarse en un microscopio de polarizacién dan origen a las llamadas cruces
de malta, que son patrones de interferencia de los haces de luz que provoco la

birrefringencia.
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IV MATERIAL Y METODO

Se utilizaron semillas certificadas de garbanzo (Cicer Arietinum L.) cultivar
Blanco origen Los Mochis Sinaloa México, cosecha 97/98. Las semillas de
garbanzo estuvieron almacenadas a una temperatura entre 4-8 °C, para
conservar la humedad de la semilla que se encuentra entre 8% y 10% y

mantenerlas en estado fresco.
Imbibicion

Lotes de 30 semillas, fueron imbibidas en agua destilada testigo (T) y el lote
experimental E) en Solucion Salina de Rockland y Mesteler modificada por
Esquivel y Gonzalez (Na Cl 2.5%, Naz PO4 12H,0 1.00%, Na HCOj3 0.75%,
Naz CO3 0.25%) a tiempos de 3h, 6h, 12hy 24h (18) .

Procesamiento de muestras para Microscopia

De cada uno de los lotes mencionados se tomaron al azar 8 semillas de
cada uno y se procesaron para su estudio microscopico. Tanto de los testigos
como los experimentales, se hicieron cortes en rodajas, las cuales fueron
cortadas en forma triangular de tal manera que se tuviera una muestra desde

la epidermis del cotiledén hacia el centro de éste (Figura 7).

Figura 7. Cortes de los cotiledones del garbanzo (fotos de Fernando

Garduio)
Fijacion

Los cortes se sumergieron en Glutaraleido al 6% durante 24h a una

temperatura entre 4°C y 5°C.
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Enjuague

Después de la fijacion se enjuag6é con amortiguador de collidina (0.05 M pH
7.2 diluido en agua a una proporcion 1:1 con sacarosa al 0.12 M), se hicieron

en total 6 enjuagues de 5 minutos cada uno.
Deshidratacion

La deshidratacion de los trocitos se hizo en alcoholes graduales empezando
en 30%, 50%, 70%, 85%, 96%, 20 minutos en cada uno y 3 cambios de

alcohol absoluto, de 20 min, cada uno.
Preinclusion

Se preincluyeron las muestras en LRWhite diluido en alcohol absoluto
utilizando las siguientes concentraciones 25%, 50%, 75% y100% dejandolo

durante 24hrs en cada concentracion a una temperatura de 4°C y 5°C .
Inclusién

Se hizo en resina pura, dentro de capsulas de gelatina transparentes, se
sumergieron los cortes, etiquetando las capsulas. Una vez tapadas
herméticamente se mantuvieron a 60°C durante 24h en cémara de

polimerizacién.
Corte

Se realizaron cortes de grosor 1um, 1.25um, 1.5um y 2 um, y se montaron en
portaobjetos. Los cortes se adhirieron a los portaobjetos mediante calor en
platina caliente, posteriormente algunos se tifieron y otras laminillas se dejaron

sin tefiir para su posterior observacion en el microscopio.
Microscopia

Los cortes fueron observados en un microscopio de campo claro a un aumento
de 100x y 200x.También se observaron los mismos cortes con el microscopio
de polarizacion y se obtuvieron las fotografias, excepto en casos en que la luz

no era suficiente para poder tomarlas.
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Fuerza de Puncion

Las fuerzas de puncién aplicadas a las semillas, se midieron con un aparato

gue fue disefiado para éste propasito.

Tomando en cuenta la Dureza de Rockwell que utiliza una punta para penetrar
el material, se disefid un aparato para medir la fuerza de puncién, se hizo con
una flecha hecha de latén unida a un resorte, la cual aplastaba las semillas
mientras se empujaba del otro extremo. La fuerza total aplicada se midié con la
compresion de un resorte, por la segunda ley de Newton que dice F= kx, se
determiné k y midiendo la “x” en el momento en que la semilla ya no oponia
resistencia, se obtuvo F (Fuerza de puncion). El aparato disefiado se ve en la
figura 8 Se tomo6 una poblacién de 80 semillas, cada una se coloco en la

ventana del punzémetro y se aplastaba.

Figura 8. PunzOmetro.
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V RESULTADOS

Microscopia

Al colocar las muestras en un microscopio de campo claro se pudieron

observar los cortes, obteniendo las siguientes micrografias figura 9 y 10),

todas las micrografias estan a un aumento total de 400 x.
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Figura 9: Células coltiledonarias de Cicer Arietinum L. cultivar Blanco Los
Mochis, de muestras imbibidas en agua destilada: A. 3hrs; B. 6hrs; C. 12hrs; D
24hrs.Aumento 400 X
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Figura 10: Células coltiledonarias de Cicer Arietinum L. cultivar Blanco Los
Mochis, de muestras imbibidas en Soluciéon Salina: Al. 3hrs; B1. 6hrs; C1.
12hrs; D1 24hrs. Aumento 400 X
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Figura 11. Esquinas (E), cuerpos almidonosos (A), pared celular (PC) # esel

espacio entre la pared celular y la membrana y < es el reticulo endoplasmico.

Lo que podemos observar en las muestras T que se presentan en la figura 9 de
3h de remojo, es que las paredes celulares (figura 11) son delgadas
comparandolas con las de 6h y 24 h; pero semejantes a las de 12 h, ademas
existe un espacio evidente entre la membrana y el reticulo endoplasmico, lo
gue no se observa en los demas tiempos de imbibicion. Fuera de la célula en
las esquinas (espacio entre las células contiguas) se nota un contenido no muy
aglomerado. Dentro de las células se ve que los cuerpos proteicos no estan
muy definidos. Y los cuerpos almidonosos se observan mas pequefios que en
los imbibidos durante mas tiempo, probablemente esto se debié a que no
habian absorbido suficiente agua.

En las muestras T de 6h de imbibicién las paredes se ven un poco mas
gruesas que cuando se remoja en 3h. En éste caso no se presenta ningun tipo
de contenido en las esquinas. Los cuerpos protéicos se notan mas definidos y
los cuerpos almidonosos aumentaron de tamafio y su forma es de un 6valo
bien definido.

Las muestras T de 12h de remojo, presentan de nuevo un espacio entre el
reticulo endoplasmico y la membrana. No aparece ningun contenido en las
esquinas. Los cuerpos protéicos en éste caso se ven de mayor tamafio y se
observa que empiezan a coalecer, es decir se fusionan. En cuanto a los

cuerpos almidonosos se empieza a ver que algunos de ellos coalecen.
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Las esquinas de las muestras T de 24h de remojo no presentan ningun tipo de
contenido. Los cuerpos protéicos tienen forma circular y de mayor volumen que
los observados después de 3,6 y 12 h de remojo debido probablemente a que
estan bien hidratados y en algunas células coalecen. Los cuerpos almidonosos

se ven ahora deformados, so0lo pocos coalecen.

Lo que se pudo observar en bs muestras E que se muestran en la figura 10
con 3h de remojo es que las paredes se notan mas gruesas que en el caso de
las muestras T al mismo tiempo de imbibicion, ademas de que en éstas
muestras E no existe espacio entre la membrana citoplasmética y la pared
celular. En todas las esquinas de las muestras E se presenta contenido. Los
cuerpos protéicos se ven bien definidos. Los cuerpos almidonosos se ven

grandes a comparacion de las muestras T de 3h de remojo.

Las muestras E de 6h de imbibicion presentan paredes celulares mas gruesas
gue las muestras E de 3h. Tienen bastante contenido en las esquinas fuera de
las células. Los cuerpos protéicos crecieron. Los cuerpos almidonosos estan

totalmente deformados y han coalecido varios de ellos.

Las paredes de las muestras E de 12h de imbibicion se notan mas delgadas
gue las deméas muestras E a diferentes tiempos de imbibicion. Aqui no ve nada
de contenido en las esquinas .Los cuerpos protéicos se ven muy grandes,
probablemente por lo hidratados, pero sin coalecer. Los cuerpos almidonosos
se ven un poco deformados, parece que algunos se restablecieron mientras

gue otros permanecen deformes.

En las muestras E de 24h de imbibicion se presentan espacios entre la pared
celular y la membrana. Se nota que en las esquinas hay contenido. Se notan
pocos cuerpos protéicos, algunos se distinguen y otros no se observaron. Los
cuerpos almidonosos ya no estdn deformados e incluso disminuyeron de

tamano.

Birrefringencia en Microscopia de Polarizacion

Al poner las muestras de los cortes de cotiledones en el microscopio de

polarizacién, en algunas se observo la presencia de las cruces de malta como
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resultado de la interferencia por los almidones, los resultados se muestran en
la tablal

Tabla 1. Resultados que se obtuvieron con el microcopio de polarizacién

Tiempo
(hrs) Presencia de cruces T | Presencia de cruces E
3 Si Si
6 Si Si
12 Si No
24 No No

Las cruces que se vieron aunque no se pudo tomar foto se ve en la siguiente

figura.

Figura 12 . Cruces de malta producidos por los cuerpos

almidonosos.
Fuerza de Puncion

Al medir la Fuerza de Puncion de las semillas con el punzometro se obtuvieron

los siguientes resultados. Tabla 2

Tabla 2. Resultados obtenidos para las muestras testigo (T) y para las
muestras experimentales (E)

Tiempo de | Fuerza de puncién | Fuerza de Puncion E
imbibicion(h) T (N) (N)
3 22.6 +/- 0.5 20.25 +/- 0.8
6 18.5 +/-0.8 20.67 +/- 0.5
12 17.6 +/- 0.5 18.67 +/-0.5
24 17.78 +/- 0.8 16.6 +/-0.7
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Graficando éstos resultados se obtuvo Curvas de Fuerza (figura 13), que se

muestra a continuacion. Donde la Serie 1 es la poblacion testigo, y la Serie 2 es
la poblacion experimental.

curvas de fuerzas
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Figura 13. Fuerza de puncion como funcion del tiempo de imbibicion.

La grafica de cada Fuerza de Puncién con respecto al tiempo de imbibicién, se
muestra en la figura 14.

Una disminucién en la fuerza de puncion significa mayor reblandecimiento.
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Figura 14. a) El reblandecimiento aumenta como funcion del tiempo de

imbibicion hasta las 6 h y después es constante. b) El reblandecimiento
aumenta como funcion al tiempo de imbibicion.

A las primeras 3h se puede observar que la poblacion T se le aplica mayor

fuerza que la poblaciéon E; a las siguientes horas tanto para 6h como para 12h
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la fuerza aplicada es mayor en la poblacion E que en la poblacion T,
disminuyendo en 24h de imbibicién, la poblacion T se le aplica mayor fuerza

gue a la poblacion E.

La fuerza aplicada a las primeras tres horas es menor para los garbanzos
remojados en agua salina, que son los experimentales, que en agua destilada

T. Ademas en las fuerzas aplicadas a las muestras testigo no hay cambio a

partir de las 6h hasta las 24h.

El comportamiento tanto para la poblacion testigo como para la experimental
parece ajustarse a un comportamiento lineal Experimental), mientras mayor

tiempo se deje imbibiendo las semillas menor serd la fuerza de puncién

aplicada.
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VI DISCUSION

Los cambios en la microestructura de todos los componentes de las células
cotiledonareas durante la imbibicion, no han sido bien estudiados, por lo tanto
no podemos compararlos con los obtenidos con otros autores. Con respecto a
los cuerpos dmidonosos en muestras T nuestros resultados mostraron que
empieza haber deformacion de los granulos a las 6h y coalecen a las 12h, esto
indica inicio de gelatinizacion, pero a los 24h se vuelven a observar integros y
separados.; pudiéramos pensar que las células cotiledonareas vuelven a
estabilizarse y por lo tanto muestran una microestructura de endurecimiento, lo
gue no se ve en la fuerza de puncion, pero la semilla por estar viva puede
reconstituir su microestructura, resultados que coinciden con Esquivel et al
1992 (15).

Las paredes celulares se observan separadas en las muestras de 12h y 24h lo
gue indica reblandecimiento, éste reblandecimiento aumenta como funcion del
tiempo de imbibicion, éste comportamiento se ha obtenido usando tratamientos
térmicos (coccion). La deformacion y coalescencia de los almidones se observo
desde las primeras horas de imbibicion y continla hasta las 12hrs de
imbibicion, y en las de 24 ya no es muy notorio, esto indica que hubo
gelatinizacion de los almidones (reblandecimiento), a pesar de que no hubo
tratamiento térmico, estos resultados se parecen a los obtenidos con
tratamiento térmico por Sedat 2001 (39), pero nuestros resultados no son

producto del tratamiento térmico sino del remojo de solucion salina.

En el caso de las muestras T (46) se obtuvo que no es necesario imbibir mas
de 6 h ya que a tiempos mayores de reblandecimiento no cambia; por otro lado
en las micrografias se observa que los cuerpos protéicos coalecen, éstos
resultados coincide con lo reportado por Hung y Deshpande (11) que
observaron que cuando los cuerpos protéicos coalecen se asegura una
imbibicion del 100%.

Los resultados obtenidos con la microscopia de polarizacion nos indican que

con agua destilada la birrefringencia desaparece hasta las 24hrs y en las
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imbibidas con solucion salina desaparecen desde las 12hrs. Estos resultados
nos muestran que la solucion salina activa mas rapido la gelatinizaciéon lo que
coincide con los de Rockland y Metzler (35), que mostraron la rapida coccion
en dos soluciones diferentes una salina y la otra alotropizada, y con los de
Esquivel C. (17).

Fuerza de Puncién

La disminucion de las Fuerzas de Puncion en las muestras E indica
reblandecimiento en las primeras 3 horas de la imbibicién con solucién salina
este reblandecimiento ocurrido desde los inicios de la imbibicion se ha reflejado
en la disminucion de los tiempos de coccion obtenidos por Rockland y Metzler
1967 (35), Gardufio F., Esquivel C. (16) y lo mismo ocurre cuando se le da
tratamiento térmico como lo mostraron en sus resultados Tapia 1985 @6) y
Mosc0s01984 (33).
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CONCLUSIONES

Los cambios en la microestructura pueden tomarse como un parametro
para indicar reblandecimiento. Consideramos que el adelgazamiento de
las paredes celulares, los espacios que aparecen entre estas y el
aumento de tamafio de los almidones son un indicativo.

La ausencia de cruces de malta en el microscopio de polarizacion,
debida a la gelatinizacién de los cuerpos almidonosos es un buen
criterio para indicar si hay o no reblandecimiento.

La medida de las fuerzas de puncién demuestra el reblandecimiento y
concluimos que el PUNZOMETRO (aparato disefiado para este

propdsito) resulté ser un buen aparato de medicidén de éstas fuerzas.
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