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Cambios microestructurales en células de cotiledén y tiempos de coccion del garbanzo (Cicer
arietinum L.) con remojo en solucién salina y coccién en horno de microondas

RESUMEN

La humanidad atraviesa por una grave crisis energética y de comida; una
alternativa de alimentacion para los paises en desarrollo son las semillas secas
de algunas legumbres, tales como los garbanzos, los cuales contienen los
nutrientes apropiados para una alimentacion basica, como almidones y
proteinas, entre otros compuestos. El principal motivo de su bajo consumo es su
prolongado tiempo de coccion, por lo que se hace necesario un remojo de al
menos 12 horas, y buscar alternativas de coccion que impliquen ademas de un
ahorro de energia, la conservacion de los nutrientes después de cocerlas; unas
de éstas alternativas pueden ser las microondas. El objetivo de este estudio fue
investigar los cambios microestructurales por microscopia optica en las células
de los cotiledones de garbanzo (Cicer arietinum L.) previo remojo con una
solucion reblandecedora (solucidén salina) y coccién en horno de microondas.
Ademas, determinar si existe una potencializacién en la reduccién del tiempo de
coccion utilizando horno de microondas y solucion salina modificada. Se
remojaron semillas de garbanzo de la variedad (S92) de los Mochis Sinaloa,
utilizando agua destilada en el lote testigo y solucion salina modificada (SSM) en
el lote experimental. En ambos lotes se utilizo para la coccion el cocinador
Mattson y el Horno de Microondas. Se determinaron tiempos medios de coccion
(Ts0). Se realizaron estudios en microscopia Optica y pruebas histoquimicas
como el lugol para identificar granulos de almidon, permanganato de potasio para
observar polifenoles y acido periédico- reactivo de Shiff (PAS) con azul negro de
naftol en la identificacion de Cuerpos Proteicos y Polisacaridos Insolubles, a la

vez que se observaron paredes celulares. Finalmente se tomaron
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fotomicrografias de las muestras procesadas. Se observé que con el horno de
microondas se reduce considerablemente el tiempo de coccidén en ambos tipos
de remojo y que la diferencia fue significativa al utilizar SSM o agua destilada.
Con el estudio realizado podemos concluir que el mejor método de coccion fue
el horno de microondas porque se observo el mejor tiempo de coccidén y se
observo la presencia de los nutrientes; almidones, proteinas y polisacaridos

insolubles, después de la coccion con dicho método.

|. INTRODUCCION

Las legumbres son una fuente primordial de proteinas, muy barata en muchas
partes del mundo, el costo es mucho menor que el de la proteina animal. Entre
las leguminosas los garbanzos son importantes para el consumo humano y
animal por presentar una cantidad considerable de nutrientes basicos como
proteinas vitaminas y minerales, sin embargo, presentan el mismo problema que

otras leguminosas, un prolongado tiempo de coccion por la dureza de la semilla.

Se ha utilizado el remojo como método tradicional para ablandar las semillas
secas Yy disminuir el tiempo de coccion. Rockland y Metzler (1967), sefialan que
cuando las semillas se remojan, la hidratacién se lleva a cabo por el hilo, el
micrépilo y eventualmente a través de fisuras de la capa hidrofobica externa de
la cubierta de la semilla (testa), cuando ésta se ablanda el agua se mueve hacia
los cotiledones provocando el aumento de su volumen debido a la hidratacion, lo
que reduce el tiempo de coccidn, estos autores lograron disminuir aun mas este
tiempo en frijoles usando para el remojo una solucion reblandecedora compuesta
de sales de sodio. Las semillas de garbanzo se han sometido a coccion en olla

abierta, autoclave, y horno de microondas después del remojo. Saleh et al.
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(2006). Los remojaron previamente en agua destilada encontrando que con el
método tradicional (olla abierta) a una temperatura de 100°C los garbanzos se
deshacian entre los dedos después de 90 minutos; cuando se utilizé la autoclave
a una temperatura de 121 ° C y a 15 Ib de presidén, a los 35 min los garbanzos

también se deshacian entre los dedos, y en horno de microondas a los 15 min.

Se ha experimentado otra forma de remojo capaz de reducir este tiempo, tal
como el agua Alotropizada (Esquivel, 2001, 2002, 2003; Gardufio, 2003) quienes
encontraron que la microestructura también se modifica con este remojo, hay
degradacion de las paredes celulares y los cuerpos proteicos recuperan su forma
esférica. Otro estudio realizado con remojo en solucién salina mostré que la
microestructura de las células cotiledonarias observadas con microscopia Optica
y electronica se altera desde el inicio del remojo (Gardufio, 2003). Es importante
un adecuado tratamiento térmico pues este va a mejorar la textura, la
palatabilidad y el valor nutritivo de las legumbres (Stanley y Aguilera, 1985). Pero
no solo esto, sino que ademas si utilizamos el tratamiento térmico adecuado
habra un considerable ahorro de energia y de tiempo al cocinar los garbanzos,
lo cual redundara de forma importante en la economia, y sera atractivo el

consumo de garbanzos en la dieta diaria.

La coccidn de los garbanzos en horno de microondas no ha sido extensivamente
estudiada, sin embargo, en estudios realizados en frijol de soya (Rajko et al.,
1997) mostraron que tiene efectos positivos en la digestibilidad de las proteinas
(Khattoon y Prakash, 2004), por disminuir el impacto de la cocciéon en los
nutrientes, comparado con el cocinar en forma convencional u olla abierta; en

microondas el tiempo de preparacion es mas corto y se utiliza menos agua
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(Sanchez et al., 1981). Ademas, la energia del horno de microondas es radiacion
no ionizante, son ondas electromagnéticas en la frecuencia de microondas
alrededor de 2.45 GHz que conduce a la generacion instantanea del calor dentro
del producto debido al movimiento molecular (la migracion de iones y a la
rotacion de dipolos) y no causa cambios en la estructura molecular (Mudgett,

1985).

La microestructura de las semillas comestibles se ha estudiado generalmente a
nivel de microscopia electrénica de barrido (Sangronis et al., 2002). Existen
pocos estudios a nivel de microscopia optica y de transmision (Stanley and
Aguilera, 1985; Esquivel et al., 1992) probablemente debido a la dificultad del
procesamiento del tejido de las semillas que es bastante duro después de la
cosecha y desecacion a la que se someten para su consumo. Otros estudios
sobre microestructura incluyen solamente partes de la célula como los que se
han hecho en harina de garbanzo (Xu et al., 2014). El propésito de esta
investigacion es contribuir a un mejor conocimiento de la microestructura de las
semillas comestibles durante el proceso de remojo previo a la coccion y durante

la coccion.
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ILANTECEDENTES

11.1.1 Origen e historia del garbanzo

El garbanzo probablemente se originé en la zona suroeste de Turquia, pero se
sefalan otros sitios de origen como el norte de Persia, el suroeste de Asia y la
cuenca del Mediterraneo. Indicios linguisticos sugieren que una variedad de
garbanzo de semilla grande color crema llegd a la India, probablemente
proveniente de Afganistan, por su nombre hindu “kabulli chana”
(chana=garbanzo), lo cual hace referencia a la capital afgana (Kabull). El

garbanzo hindu es mas pequeno y le llaman “deis” (local) (De Miguel, 1991).

En la India aparecio hace 2000 anos, siendo una planta cultivada desde tiempos
remotos. Los egipcios consideraban a los garbanzos sustancias impuras y es
probablemente la razén por la que pocas veces se encuentran acompafando
restos mortuorios en estas tumbas. Sin embargo, los restos mas antiguos de
Cicer sp datan del afio 5450 A.C. y proceden de una regién llamada Hacilar en
Turquia. Se han encontrado grandes cantidades en estratos que datan de la
edad de bronce (3200 A.C.) o quizd, incluso de épocas anteriores (Rodriguez,

1998).

Segun evidencia botanica y arqueolégica se sabe que el garbanzo fue
domesticado en la region de Medio Oriente y cultivado extensamente en la India,
el area mediterranea, en Oriente Medio y Etiopia desde la antiguedad (Duke,
1981). Desde que se introdujo en América (durante el segundo viaje de Cristobal
Colon), es actualmente un cultivo importante en México, Argentina, Chile, Peru

y Estados Unidos; asi como en Australia y algunos paises europeos. Es
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importante sefialar que existen muchas especies silvestres en Turquia, Iran,

Afganistan y Asia central (Duke, 1981).

Los garbanzos que se cultivan en México provienen inicialmente de la region del
mediterraneo (Francia, Espafa e ltalia) y asiatica (India y Afganistan), algunas
especies mejoradas, que se cultivan en México, son Surotato 77, Sonora 80,
Santo domingo 82, Tubutama 88, Mocorito y Blanco Sinaloa 92, recientemente

costa 2004 y Costa Noroeste (Gomez et al., 2004).

[1.1.2 Taxonomia

La palabra “cicer” es de origen latino, y probablemente derive de la palabra
preindogermanica “kickere”, asi mismo la palabra “arietinum” es la probable
traducciéon del griego Arios, cuyo significado es carnero y garbanzo, haciendo
alusién a la forma de la semilla, parecida a la cabeza de un carnero “Aries” (De
Miguel, 1991). Cicer comprende una tribu monogenérica Cicereae. El género
incluye 9 especies anuales y 34 perennes (Van der Maesen, 1987; Muelhlbauer
y Sing, 1987), de estos solo una C. arietinum se cultiva con fines comerciales,
las demas son silvestres. Con base en el numero cromosémico (2n=16) y la
similitud morfolégica se considera que C. reticulatum es la especie progenitora
de C. arietinum, la cual esta relacionada con C. pinnatifidum, C. echinospermum
y C. bijugam (Van der Maesen, 1975). Segun sus relaciones genéticas se
establecen 4 grupos genéticos: el primero incluye C. reticulatum, C. arietinum y
C. echinospermum; el segundo contiene a C. bijugum, C. pinnatifidum y C.
judaicum; C. yamashitae, C. chorassanicum, C. anatolicum y C. soogaricum

forman el tercer grupo; mientras que C. cuneatum es el unico del cuarto grupo.
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El nombre cientifico del garbanzo es Cicer arietinum Linneo (Cicer arietinum L.)
y se trata de una planta herbacea, de aproximadamente 50 cm de altura, con
flores blancas o violetas (fig.1) que desarrollan una vaina en cuyo interior se
pueden encontrar 2 o 3 semillas como maximo (fig. 2). Su periodicidad es anual
(De Miguel, 1991). Es una planta considerada como resistente a la sequia, en
algunas regiones se cultiva bajo condiciones de humedad residual, puede crecer
bajo un rango de precipitaciéon de 150 a 1000 mm, siendo el éptimo alrededor de

los 650 mm (Gémez et al., 2004).

Figural. Rama de la planta de garbanzo floreciendo
https://www.google.com.mx/#g=imagen+de+plantat+garbanzo. 02/02/2015
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Figura 2. Vainas de plantas de garbanzo
https://www.google.com.mx/search?q=imagen+de+vainas+de+garbanzo.19/07/2016

Figura 3. Imagen de Garbanzos tipo kabulli Sinaloa 92.
https://www.google.com.mx/search?g=imagenes+de+garbanzo+sinaloa.07/07/216
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Las caracteristicas de la semilla incluyen 0.9525 cm de diametro; apariencia
arrugada con una punta hacia el extremo del micrépilo y coloracién blanquecina,
crema, o amarillenta (fig. 3). También las hay de apariencia anaranjada, café,
rojiza o negra, (fig. 4) encontrandose varias tonalidades dentro de cada color, el
peso de la semilla es muy variable, 8 a 70 gr por cada 100 unidades,
registrandose los valores mas bajos dentro del rango sefalado en las semillas

de garbanzo tipo Desi (http://es.wikipedia.org/wiki/Cicer_arietinum) consultada el 8 de julio

2012).

Fae & s )

Al

e e 1

Figura 4. distintas variedades de garbanzo

http://es.wikipedia.org/wiki/Cicer arietinum 08/07/2012

[1.1.3 Nutrientes de la semilla

En 100 gramos de garbanzo puede haber un promedio de 22.7 g de proteinas,
66.3 g de carbohidratos, 5.0 g de lipidos (Wood y Grusak, 2007), 8.0-24 g de
fibra cruda, un promedio de 3.6 g de ceniza. En cuanto a vitaminas, presenta de

0 a 225 mg de beta caroteno; 0.21-1.1 mg de tiamina; 0.12-0.33 mg de riboflavina
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y 1.3-2.9 mg de niacina. En cuanto a los aminoacidos esenciales por cada 16 g

tienen 7.2 g de lisina, 1.4 g de metionina, 8.8 g de arginina, 4.0 g de glicina, 2.3

g de alanina, 1.7 g de acido aspartico, 16.0 g de acido glutamico, de 4.3 ga 5.2

g de prolina (Duke, 1981; Huisman and Van der Poel, 1994). Los garbanzos

también son una fuente rica en minerales (Wood y Grusak, 2007) (Cuadro 1).

CUADRO 1. COMPOSICION DE MINERALES PRESENTE EN EL GARBANZO

TIPO KABULLI (mg/100 g DE GRANO SECO).

Mineral Cantidad minima Cantidad maxima
Calcio 40.0 267.0
Magnesio 10.0 239.0
Fosforo 159.0 930.0
Potasio 220.0 1333.0
Sodio 2.1 64.0
Azufre 160.0 200.0
Hierro 3.2 14.3
Manganeso 0.1 9.4
Cobalto 6.0 41.0
Zinc 2.0 5.4
Selenio 0.5 10.0

Wood y Grusak, 2007*
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Otros componentes presentes en las semillas de garbanzo son los polisacaridos

y las vitaminas (Cuadros 2 y 3).

CUADRO 2. CONCENTRACION DE POLISACARIDOS EN EL GARBANZO

POR CADA 100 g DE GARBANZO.

Componente Concentracion (%)
Almidon 50.4

Amilosa 20.0-46.5
Celulosa 1.1-13.7
Hemicelulosa 0.6-16.0

Lignina Trazas a 7.1

Fibra dietética total 8.2-24.0

Fibra dietética soluble 3.7

Fibra dietética insoluble 7.9

Polisacaridos no almidonosos 5.5-35.4

Wood y Grusak, 2007
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CUADRO 3. VITAMINAS Y GRASAS POR CADA 100 g DE GARBANZO

VITAMINA A 7.00 mcg
VITAMINA B6 0.535 mg
VITAMINA B9 557.0 mg
VITAMINA C 4.00 mg
VITAMINA E 0.820 mg
GRASA TOTAL 6.04 mg
GRASA SATURADA 6.26 mg

www.rdnattural.es/bloghttp://www.botanical-online.com/garbanzos.htm/garbanzos/26/07/2016

[1.1.4 Microestructura

Es importante el estudio de la microestructura de las semillas de garbanzo pues
esta se ve modificada con el remojo, asi como con la coccidn para el consumo

humano.

La semilla de garbanzo presenta la disposicidon caracteristica de las leguminosas

y del exterior al interior presenta el siguiente orden:

La cubierta seminal o testa, conformada por células en empalizada, con mayor
o0 menor cantidad de taninos segun el tipo del cultivar (Sefa-Dedeh y Stanley,
1979 2). La parte correspondiente a los cotiledones que ocupan la mayor parte
de la semilla presenta tejido parenquimatoso con abundante material de reserva,
conformandose de granulos de almidon con forma elipsoide y/o esferoidal (Sefa-
Dedeh y Stanley, 1979 3), los cuales ocupan la mayor parte de las células
cotiledonarias. Ocupando una tercera parte del citoplasma estan los cuerpos
proteicos de formas esféricas y embebidas en una matriz proteica, caracteristica

de las leguminosas (Stanley y Aguilera, 1985).
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Existen pocos estudios acerca de la microestructura del garbanzo
especificamente, pero se sabe que es muy parecida a la de otras leguminosas

como la del frijol (Noguez, 2011).

En las células cotiledonarias del frijol se presentan los siguientes componentes:

. Pared celular

Es gruesa e interrumpida por los plasmodesmos (Esquivel, 1992) Esta formada
por microfibrillas de celulosa, hemicelulosa, agua, proteinas, lignina (en frijoles
endurecidos), fenoles, iones, lipidos, etc. También contiene del 5 al 10% de
compuestos polifendlicos en la forma de complejos polisacaridos, proteina
polifenol, ademas de ciertos polisacaridos neutros (Gonzalez de la Concha,
1994), algunos de estos son insolubles y en leguminosas son: galactomananos,
xiloglucanos y galactanos, que actuan como sustancias de reserva (Brett y

Hillman, 1985).

En general, la pared celular consta de tres partes fundamentales: 1) La
sustancia intercelular o lamina media; 2) La pared celular primaria; 3) La pared
celular secundaria. Las células cotiledonarias sdlo presentan pared celular
primaria y las contiguas se unen por medio de la lamina media; compuesta por
sustancias pécticas, (Stanley y Aguilera, 1985). Por su naturaleza primaria, estas
paredes poseen la capacidad de extension, incrementando rapidamente su

superficie durante el crecimiento celular.

. Membrana Plasmatica

Formada por una delgada bicapa lipoproteica que aparentemente mantiene su

estructura durante la desecacién de la semilla por el reemplazamiento de las
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interacciones establecidas con el agua por los OH de los azucares acumulados

durante el desarrollo de ésta membrana (Burke, 1986).

. Plasmodesmos

Son canales abiertos que comunican el citoplasma de una célula cotiledonaria
con otras, su funcién es intercambiar sustancias en forma selectiva entre las
células (Esquivel et al., 1992; 2002). Estan formados por bandas delgadas de
citoplasma de forma cilindrica que penetran las membranas plasmaticas y

paredes celulares de dos células adyacentes (Hall et al., 1984; Karp, 1993).

. Cuerpos Proteicos

Los cuerpos proteicos contienen empacadas las proteinas de reserva rodeadas
por una membrana simple en las semillas de dicotiledoneas (Muntz, 1982). Estos
son semiesféricos, su tamafo varia; en Phaseolus presentan un diametro
promedio de 10 um (Pernollet,1978), contienen globulinas de tipo faseolina y
vicilina, acido fitico y enzimas hidroliticas, como las proteasas y fitasas, también
contienen cationes y acido ribonucleico y componentes menores como el acido
oxalico, azucares y lipidos (Mintz, 1982; Santino et al., 1992; Esquivel et al.,

1992).

. Esquinas

Estas estructuras estan formas por las paredes celulares de tres células
contiguas que se unen formando un espacio triangular con sus respectivos

angulos (Esquivel et al., 1992).

. Granulos de Almidon
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Los granulos de almidén son oblongos y de diferentes tamafos (entre 20 y 50
pm), dependiendo de la especie, muestran capas concéntricas de amilosa
(moléculas lineales) y amilopectina (moléculas ramificadas) alrededor de un
punto llamado hilo, el cual puede estar en el centro del grano o a un lado. Cuando
el grano de almidon se hidrata, el hinchamiento diferencial de estos dos

componentes acentua la formacion de capas (Esquivel et al., 1992).

Cuando se calienta el almidon en agua se produce la imbibicion, o incorporacion
del agua en el grano, esto se produce primero en las areas menos densas vy,
posteriormente en las regiones mas cristalinas de las moléculas de almidén. Esta
es una etapa reversible en el proceso de gelatinizacion. A medida que el
calentamiento continua, los granulos captan mas agua irreversiblemente y los
granulos se hinchan; algunas cadenas mas cortas de amilosa salen de los
granulos. Este proceso llamado gelatinizacion es el responsable del
espesamiento de los sistemas alimenticios. La estructura cristalina y ordenada
del almidon se pierde. Los granulos dentro de un almidén se hincharan vy
espesaran formando mezclas a temperaturas ligeramente diferentes,
hinchandose antes los granulos mas grandes que los mas pequefos. La
temperatura de la gelatinizacion depende del tipo de almiddn, (60-71°C) (140-

160°F) (Eerlinger y Delcour, 1995).

La energia cinética de las moléculas de agua caliente rompe los puentes de

hidrogeno entre las moléculas del almidon (Lupano, 2013).

. Nucleo

En algunas células cotiledonarias se alcanza a observar el nucleo como una

masa viscosa amorfa de material rodeado por la envoltura nuclear y en ciertas
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ocasiones se ve el nucléolo alrededor del cual se ven grumos de cromatina
compacta entre el nucleoplasma (Hall et al, 1984; Karp, 1993; Esquivel et al,

1992).

La microestructura de las células cotiledonarias se pueden apreciar en la

fotomicrografia de la figura 5 (Gardufio, 2003).

Figura 5. Céulas cotiledonanas de Cleer arietinwm L. cultivar Tubutama |, tefiidas con azul de
toluidina . Remojo de 24 horas enagua dedilada sn coccidn

Pared celular_— Polisacinidos insolubles, Cuerpos proteicos cp, Limina media —
Esquinas g==p Nicleo N. Nucléolo n, Grénulos de almidén *
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[1.1.5 Condiciones de cultivo

El garbanzo es una planta resistente a la sequia. En algunas regiones su cultivo
se practica bajo condiciones de humedad residual y puede crecer bajo un rango
de precipitacion de 150 a 1,000 mm, siendo el 6ptimo alrededor de los 650 mm

(GOmez et al. 2004).

Las plantas no se dafan facilmente por las bajas temperaturas, comunes en
invierno; sin embargo, durante las heladas se pueden afectar en las etapas de
floracién y formacion de las vainas. El rango térmico para su desarrollo es de 5-
35°C, con un optimo de 22°C, una combinacién de temperaturas diurnas de 18-
25°C y nocturnas de 5-10°C resulta ser adecuada para el desarrollo de la planta
del garbanzo (Gomez et al. 2004). Los suelos en que se desarrolla
adecuadamente son los silicio-arcillosos sin yeso. La profundidad del suelo
donde se cultiva es de 25-60 cm. El pH del suelo oscila en un rango de 4.2-8.6,

siendo el 6ptimo de 7 (Gémez et al., 2004).
11.1.6 Importancia econdémica y distribucion geografica.

De los aproximadamente 10 millones de hectareas que se siembran de
garbanzos a nivel mundial, 7 millones se cultivan en la India, siguiendo Pakistan
y después Turquia (Cuadro 4). En Latinoameérica la mayoria se cultiva en

México. En Europa los principales productores son Espania, Italia y Portugal.
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Cuadro 4. DISTRIBUCION Y PRODUCCION DEL GARBANZO

PAISES PRODUCCION ANO 2011

(toneladas)

INDIA 8,220,000

PAKISTAN 496,000

AUSTRALIA 513,338

MEXICO 216,886.72(2014) INEGI

www.Inegi.gob.mx. 26/07/2016

[1.1.7 Produccion Nacional

Los cultivos producidos en México son principalmente de dos tipos “desi” y
“kabulli”, predominando el de tipo kabulli, pues el garbanzo café y pequefio
conocido como forrajero (“desi”) se destina casi en su totalidad a la alimentacién
del ganado, mientras que el garbanzo de grano grande y blanco (“kabuli”) es
para consumo humano, el cual se destina en su mayor parte a la exportacion. La
calidad del grano “kabulli” de tipo “extra”-producido en México es tal, que esta
ubicado como el mejor del mundo, tanto por su calidad, como por la variedad de
cultivos; SIAP, 2011(Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera). En la
produccion Nacional destacan los siguientes estados productores de garbanzo:
Sonora (32,894.87 ton/ano). Guanajuato (12,449.55 ton/afio). Michoacan
(8,883.58 ton/aino), Sinaloa (8,660.94 ton/afo) y Baja California Sur con 6,556.60

ton/afio (SIAP, 2011).
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[1.1.8 Uso alimenticio

Como alimento se prepara de diversas formas, segun las costumbres de cada
pais, se consumen frescas o recién cosechadas, como vegetales verdes,
tostadas, fritas, asadas, hervidas, dulces y condimentadas. En forma de harina
es utilizada en sopas,” Dhals” y en panes, preparadas con pimienta, sal y limon

se sirven como ensalada (Daniel, 1968; Chavan et Al. 1986).

En algunos paises latinoamericanos, asi como en Turquia, el garbanzo es
enlatado para elaborar platillos fermentados. También representa una fuente
importante como alimento o forraje para el ganado en regiones pecuarias, sobre

todo el de tipo “desi” (Daniel, 1968).

En la gastronomia oriental tiene muchas aplicaciones, sobre todo en la India,
donde es utilizado para preparar productos a base de harina de garbanzo como
el “dhal”, el cual es basico para la preparacion de muchos platillos tradicionales;
la harina es usada también para la elaboraciéon de productos de panaderia e
incluso en la preparacion de sustitutos de leche para infantes no tolerantes a la
lactosa. Cuando las semillas son tiernas estas se mezclan con ensaladas. Las
plantas tiernas y las vainas verdes son utilizadas como sustitutas de espinacas

(Daniel, 1965; 1968).

Sin embargo, es importante mencionar que las proteinas de las leguminosas son
dificiles de digerir, lo cual se supone es causado por una resistencia a la hidrolisis

de las proteinas ante la accion de las enzimas digestivas (Bressani et al., 1974).

Por otro lado, los carbohidratos, la cantidad y el tipo de almidén son causantes

de la dificil digestibilidad y la produccion de flatulencia. Por este motivo, se
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considera que los oligosacaridos estan involucrados en la produccion de gases
durante la digestién de garbanzos en vertebrados, debido a que tienen grandes
cantidades de hidrogeno, diéxido de carbono y pequenas cantidades de gas

metano (Anderson et al., 1979; Reddy et al., 1980).
[1.1.9 Otros usos del garbanzo

Ademas del uso alimenticio, el garbanzo posee otras propiedades.
a) Medicinales

En medicina las semillas de garbanzo son usadas como un ténico estimulante
afrodisiaco Pandey y Enumeratio, 1993); también son utilizadas como aperitivo
y antihelmintico, alivia las agruras y son utilizadas principalmente para el
tratamiento de la bronquitis, problemas de la piel y enfermedades de la sangre
(Sastry y Kavathekar, 1990). También se usa para tratar las enfermedades del
higado y el bazo, estas enriquecen la sangre y curan ademas de enfermedades
de la piel la inflamacion del oido (Warner et al., 1995). El germinado de garbanzo
ha sido utilizado como hipocolesterolémico (Geerbani, 1991). Practicamente
toda la planta (hojas, tallos y vainas) produce secreciones de acidos malico y
oxalico que en la India se utilizan como afrodisiacos; con estas secreciones
también curan la bronquitis, catarros, célera, dispepsia, insolaciones, verrugas y

hasta mordeduras de serpientes (Duque, 1981).

En Chile se prepara una cocciéon en una de leche- garbanzo en una proporcién
1:4 en las dietas infantiles para controlar la diarrea (Duke, 1981; Parada S. (1) y

Rozowski N.J. (2) 2008).
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Los almidones de los garbanzos estan constituidos por una mayor cantidad de
amilosa (33 a 66%) a diferencia de otras leguminosas, por lo que presenta un

bajo indice glucémico (Lupano, 2013) (Cuadro 5).

CUADRO 5. COMPUESTOS-BIOACTIVOS PRESENTES EN LA SEMILLA DE

GARBANZO (Muzquiz y Wood, 2007).

Compuestos Presencia Actividad bioldgica

Oligosacaridos +++ Prebidticos, flatulencias

Fitatos +++ Reduccion de indice
glucémico.

Polifenoles ++ Capacidad antioxidante

Isoflavonas + Fitoestrégenos, control
metabdlico

Lectinas + Inhibe el crecimiento de
tumores

++++Muy abundante; +++Abundante; ++Bajo; +Muy bajo

b) En La Industria

A partir de la harina se prepara un adhesivo que, aunque no es resistente al
agua, sirve para ensamblar laminas de madera (triplay). Ademas, el garbanzo
puede proporcionar un tipo de almidon que, usado al 21%, resulta muy apropiado
en la industria textil, puesto que proporciona un acabado brillante a la seda, el

algodon y la lana (Duke, 1981).
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11.2.1 Remojo o imbibicion del garbanzo previo a la coccidon

Existen varios estudios que indican la relacion existente entre la microestructura
y la absorcion de agua en las semillas de leguminosas. En la década de los
setentas, Sefa-Dedeh y Stanley (19791) sugirieron que hay tres componentes
principales: la testa, el hilo y el micropilo que juntos forman un sistema integral
de absorcion-remocion de sustancias de las semillas. Mayer y Poljakof-Mayer
(1975) han propuesto que las proteinas son los principales componentes que
determinan el indice de imbibicion; sin embargo, Sefa-Dedeh y Stanley (19791)
sugieren que las semillas de las leguminosas no son homogéneas y que algunas
propiedades fisicoquimicas podrian influir, como el contenido de proteina,
tamafno de hilo, contenido inicial de agua, dureza de la testa y volumen de la

semilla.

Hamad y Powers (1965) encontraron que el contenido de pectina tiene relacion
con la capacidad de hidratacién de la semilla; Powers, (1961) menciona que la
hidratacion puede variar de acuerdo al pH del liquido de remojo; Snyder (1936)

menciono que la imbibicion es lenta en una solucién acida.

Por lo tanto, la absorciéon de agua es influenciada por las caracteristicas de la
semilla. De estas estructuras, la fisura de la cicatriz hilar es la via primaria para
la entrada de agua, pero el sistema integral (testa, hilo y micrépilo) contribuye al

proceso de imbibicion.
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Soluciones reblandecedoras:

a) Agua destilada

El remojo en agua destilada se utiliza como solucién reblandecedora testigo,
para no utilizar agua corriente de la llave, tal como lo hace el ama de casa en
forma cotidiana, la razén es que esta puede contener sales y otros compuestos

que desconocemos y no podemos controlar estas variables.

b) Solucion salina

Para el consumo de las semillas secas de leguminosas se requiere hidratarlas y

darles un prolongado tiempo de coccion.

Rockland y Metzler (1967) abordaron el tema y lo desarrollaron, usando la
especie Phaseolus lunatus (frijol de Lima) aplicando un procedimiento quimico
para reducir el tiempo de coccion obtuvieron una disminucion de hasta 15
minutos del tso total. Primero usaron una solucion de sales inorganicas Cloruro
de Sodio al 2.5%, Tripolifosfato de Sodio al 1.0 %; Bicarbonato de Calcio al
0.75% y carbonato de calcio al 0.25% para infiltrar (al vacio) las semillas y
separar las testas; después, remojaron y rehidrataron en la misma solucion las
semillas. Posteriormente las sometieron a coccidon en agua y concluyeron que
los fosfatos, principalmente; son los responsables de la reduccion del tiempo de
coccion; mediante la disociacién del calcio para prevenir la formacion de
complejos metal-sal-proteina. Los carbonatos alcalinos son los responsables de
controlar el pH del medio ademas de influir en el sabor y en el tiempo medio de
coccion. La imbibicion y la disminucion en el tiempo medio de coccidn se deben

a los agentes activos anteriores (Rockland et al., 1979).
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c) Agua Alotropizada

Esta agua es preparada con celdas alotrépicas, las cuales se utilizan en la
industria como desincrustante en las tuberias de los equipos de operacion tales
como las calderas y torres de enfriamiento, o bien para evitar la formacién de
sarro, sin que por ello el agua pierda sus caracteristicas fisicoquimicas

esenciales (Comunicacion personal Ing. Raul Patifio, 2012). (figura 6).

Tomando en cuenta que el agua Alotropizada no permite la formacion de
cristales de sales en tuberias industriales, se estimdé que este tipo de agua
también podria “remover” algunas sustancias cotiledonarias y por lo tanto influir

en el tiempo de coccion (Garduno, y Serrano 2003)

Figura 6. Celdas alotrépicas

http://seia.guanajuato.gob.mx/document/EXP0O2012/Espacio/Alotropizacion. 13/10/14
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[1.2.2. Otros factores que influyen en el proceso de remojo o
imbibicion

Ademas de la estructura propia de la semilla; Hsu et al (1983) determinaron que
una solucién hasta de 1% de NaCOs muestra efectos de aceleracion en el indice
de absorcidon de agua; sin embargo, el indice decrece al aumentar la
concentracion. Una correlaciéon similar ocurre cuando se aplica calor a la solucién
de remojo. También observaron que la dureza de la testa contribuye a la
“‘lentitud” del remojo; efecto que puede ser disminuido con un pre-remojo en
metanol. De hecho, observaron que el indice de absorcién se incrementd cuando
las semillas fueron tratadas con metanol, por lo que sugirieron que “la testa debe
ser responsable de este fendmeno al presentar en su estructura sustancias
solubles en metanol” (Hsu et al., 1983), asi mismo, determinaron que la maxima
absorcion presenta una pequefa correlacion con el contenido de proteina, la
densidad y el tamafio de la semilla. El endurecimiento afecta principalmente a
los cotiledones, pero la cubierta seminal (testa) juega también un papel muy
importante debido a que en ella se encuentran polifenoles, que contribuyen al

sabor y firmeza de los frijoles para su consumo.

Se sabe que durante el endurecimiento hay un incremento en el contenido de
estos polifenoles, los cuales pudieran intervenir formando complejos con
proteinas y otros componentes que pudieran participar en el endurecimiento

(Ricco et al., 2003)
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[1.2.3 Métodos de coccidon

La informacion acerca de como afecta el método de coccidn a las caracteristicas
fisicas funcionales y estructurales a las semillas de garbanzo es escasa

(Clemente et al., 1998).

El tiempo que dura el grano en cocerse completamente sin llegar a desintegrarse
se llama periodo de coccion y no debe ser mayor a una hora, previo remojo de
12 horas, lo cual puede variar de acuerdo al tipo de semilla, temperatura y
humedad, asi como el tiempo de almacenamiento y segun la altitud del lugar,
pues depende de que tan rapido se alcance el punto de ebullicion (Saleh et al,
2005). Se obtiene una buena coccion cuando el grano se cuece uniforme y puede
moldearse al tacto, formando una masa suave sin quedar grumos de almidén o
testa, lo que determina que una semilla sea de buena calidad es su tamafno,

color, rugosidad y tiempo de coccion (Saleh et al, 2006).

Las semillas de las leguminosas tardan mucho en cocerse, lo cual crea
problemas en funcion de su palatabilidad y de la activacion de ciertos

compuestos antinutricionales (Khokhar y Chanhan, 1986; Taiwo et al., 1997).

Al igual que la hidratacion, el proceso de coccion también incluye factores
multiples, el descascarillado y la abrasion contribuyen también para lograr el
tiempo de coccidn (Kosson et al., 1994; Otto et al, 1997). Incluso los procesos
de hibridacion interespecifica (Singh, 1997) y la composicion de los lipidos esta
relacionada con el tiempo de coccién (Takayama et al 1965); asi como los
procesos de almacenaje inadecuado pueden influir en el tiempo medio de

coccion (t50) (Stanley y Aguilera, 1985;Reyes-Moreno et al, 2002).
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La relativa afinidad por cationes Ca*™ y Mg** quizas juegue un papel principal en
la coccion de las legumbres, el cambio en el pH, el grado de hidratacién, la
estabilidad en la mezcla de sales en la pared celular, pueden también jugar un
papel importante en la coccidon (Ganesh K.et al., 1978). En la literatura, estos
procedimientos son referidos de manera esporadica en la primera mitad del siglo
XX (Snyder, 1936). No es hasta la segunda mitad de este siglo cuando se
realizan estudios formales acerca de la coccidén y sus procesos fisicoquimicos
relacionados (Morris, 1956; Siddapa 1959; Rockland et al., 1967; Rockland,

1972; Rockland et al, 1975; 1979.

Esto coincide con el acelerado desarrollo tecnolégico de las industrias
enlatadoras de alimentos, quienes, por razones de economia de Mercado, han

desarrollado sus propios mecanismos para acelerar el tiempo de coccion.

La problematica de la coccidon de los alimentos es tan antigua como el
descubrimiento del fuego, por lo mismo la gastronomia popular ha mostrado que
las semillas con testa dura deben ser sometidas a un remojo previo a la coccion

(Singh et al., 1988).
a) Método tradicional o de olla abierta

En los hogares frecuentemente se utiliza una olla o cacerola de peltre o de
aluminio, en la cual vierten agua suficiente segun la cantidad de garbanzos que
se pretenden cocinar y cuando el agua alcanza la ebullicion agregan los
garbanzos, cuidando que queden completamente cubiertos de agua y un poco
mas, esto después de haberlos remojado previamente toda la noche; tardan 60
min en promedio en adquirir una consistencia blanda al tacto, lo cual indica que

ya se han cocido completamente.
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b) Método en olla de presion

La coccidn a presion es el método mas efectivo para romper la pared celular y
para desplegar la proteina, exponiendo de esta manera los aminoacidos polares,

capaces de retener agua (Xu et al., 2014).

Los dos métodos anteriores son de coccidén cualitativos, pues cuando se
desintegran entre los dedos es que sabemos que se han cocinado y no hay forma

de medir la coccidn de éstos.
c) Método en cocinador Mattson

Este método de coccidn es un método cuantitativo, pues en éste si es posible
medir la coccidn de los garbanzos, pues cuando han caido 13 pesas de las 25

es que podemos determinar el promedio de la coccidn.

Este cocinador ha sido modificado por Esquivel y Tovar (1994), consiste de tres
discos metalicos, sostenidos por tornillos o esparragos. Los dos discos
superiores son de lamina de laton de 1/16 de pulgada y un diametro de 20 cm.
El tercer disco de la parte inferior es de acero inoxidable, y del mismo diametro
que los superiores, pero de un grosor de 1/4 de pulgada, este lleva 25
perforaciones de 3/8 de pulgada de diametro superior y 5/12 de pulgadas de
diametro inferior, en estas se colocan las semillas y sobre ellas unas varillas de
laton de 25 cm de largo y 1/8 de pulgada de diametro con un extremo en punta
y el otro redondeado. Las dos placas superiores también llevan 25 perforaciones
que coinciden con las 25 de la placa inferior. A través de estas perforaciones se

colocan las varillas con la punta sobre las semillas y sobre su extremo
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redondeado se colocan contrapesos de hierro desmontables de 12 mm de

diametro por 34 mm de largo y un peso de 82g. (Fig.7).

Figura 7. Cocinador Mattson (Esquivel y Tovar, 1987)

d) Método en horno de microondas

Este método de coccion al igual que el método tradicional de olla abierta y el de

olla de presion son métodos cualitativos

El horno de microondas se ha utilizado recientemente para andlisis cualitativos
pues la coccidén de los garbanzos se determina de la misma forma, reducir en
forma importante el tiempo de preparacion de una gran variedad de alimentos
(cocinar, descongelar, escaldar, secar, pasteurizar, esterilizar, deshidratar, y
recalentar, etc.) pero rara vez para la cocciéon de legumbres. Solo se ha
estudiado en la pasteurizacién y esterilizacion de productos lacteos (Decareau,

1985 y Miguel 1991).

La energia de las microondas con los recipientes cerrados se ha utilizado
exitosamente en el campo analitico para la hidrdlisis rapida del acido de las

proteinas (Marconi et al., 2000).
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La radiacién no ionizante de las microondas es la que conduce a la generacion
instantanea de calor dentro del producto debido al movimiento molecular
(migracién de iones y la rotacion de dipolos) sin causar cambios en la estructura
molecular del alimento (Mudgett, 1995). Lo cual ha demostrado que la coccion
en microondas afecta menos a los nutrientes de los alimentos que, cuando se
cocinan en la forma tradicional (proteinas, vitaminas, etc.) debido a que el tiempo
de preparacién es mas corto y se utiliza menos cantidad de agua (Sanchez et
al., 1981). El efecto de cocinar con microondas en semillas secas no se ha
investigado completamente, los pocos estudios que hay han sido utilizando el
horno de microondas solo para calentar los alimentos pretratados: escaldados,
congelados y hervidos (Nyman et al., 1994; Svanberg et al., 1997, 1999; Velasco

et al., 1997; Zyren et al., 1983).

Ill. OBJETIVOS

[11.1.1 Objetivo general
Investigar los cambios microestructurales a nivel de microscopia 6ptica en las

células del cotiledén de garbanzo (Cicer arietinum L.) previo remojo con una

solucion reblandecedora (solucién salina) y coccion en horno de microondas.
111.1.2 Objetivos particulares

1.- Determinar si las curvas de hidratacién son semejantes al utilizar el agua
destilada como testigo comparandola con el remojo en SSM y los cambios

microestructurales con los tipos de imbibicion.

2.-Determinar si los tiempos de coccién cambian segun la solucién utilizada en

el remojo y que cambios microestructurales ocurren.
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3.- Determinar que método de coccién es mejor (horno de microondas respecto

al cocinador Mattson).

4.- Comprobar que el horno de microondas puede ser una buena alternativa
como meétodo de coccidn para aprovechar de mejor manera los nutrientes del

garbanzo.

5. Determinar si existe una potencializacion en el tiempo en el que se cocen los
garbanzos utilizando como método de coccién microondas con previo remojo en

solucion salina.

V. METODOLOGIA

1V.1.1 Material biologico.

Garbanzos secos (Cicer arietinum L), cultivar 92 proveniente de los Mochis
Sinaloa, México. Para el presente estudio se utilizaron semillas de garbanzos
almacenadas en frascos cerrados herméticamente a 4°C en el refrigerador hasta
su uso. Bajo estas condiciones la literatura reporta que se mantienen frescas

durante afios porque el tiempo de coccion no cambia (Esquivel, 1992).

IV.1.2 Remojo o hidratacion de las semillas de garbanzo para

obtencion de las curvas de hidratacion

22 semillas de garbanzos (16.5 g aproximadamente) fueron colocados en 8
frascos diferentes, a los primeros 4 se les agreg6 agua destilada (lote testigo) y
a los otros 4 solucién salina modificada (SSM) (lote experimental) hasta cubrirlos
con el triple del volumen de los liquidos (500 ml. Aprox.) después de que los

garbanzos fueron remojados el liquido fue drenado para poder hacer la medicién
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del peso, partiendo de las 8:00 h (tiempo inicial) después a las 8:30, a las 9:00,
alas 9:30, se continuo midiendo el peso (g) durante 42 horas; se hicieron cuatro
repeticiones de cada remojo para obtener el incremento en peso (g) a medida

que se aumentaba el tiempo (h) y poder obtener las curvas de hidratacion.
IV.1.3 Semillas de garbanzo sin coccion

Se remojaron durante 12 horas 5 semillas (25°C, 5:1 p/v (relacién de agua-
garbanzo) en agua destilada (testigo) y 5 semillas se remojaron en SSM
(experimental) de cada lote se tom6 una semilla al azar para su estudio por

microscopia optica.
I\VV.1.4 Coccidn de las semillas de garbanzo en el cocinador Mattson

Se embebieron o remojaron durante 12 horas 100 semillas de garbanzo en agua
destilada (testigo) y se cocinaron en el cocinador Mattson en 4 partes, cada una
de 25 semillas pues esta es la capacidad del cocinador Mattson; y otras 100
semillas se embebieron en SSM (lotes experimentales) también en 4 partes o

repeticiones de 25 cada una, en total se utilizaron 200 semillas para este estudio.

En el cocinador Mattson (Mattson, 1946), modificado por Tovar y Esquivel
(Tovar, 1997), se colocaron primero 25 semillas en el cocinador y se introdujo en
una olla de peltre con 4 litros de agua destilada hirviendo, en el momento de
sumergir el cocinador Mattson se tom¢ el tiempo inicial. Cuando el 50% de las
varillas atravesaron los garbanzos, se tomo el tiempo nuevamente (Tiempo final).
Después se calculd el tiempo medio de coccién (Tso0) restando el tiempo final del
Tiempo inicial (Tf-Ti). Lo mismo se hizo tanto en los testigos como en los

experimentales en las cuatro repeticiones.

Maria Félix Garcia Fernandez (2016) Pagina 32



Cambios microestructurales en células de cotiledén y tiempos de coccion del garbanzo (Cicer
arietinum L.) con remojo en solucién salina y coccién en horno de microondas

IV.1.5 Coccidn de las semillas de garbanzo en el horno de

microondas

Se utilizd un horno de Microondas Mabe Modelo HMM74MB; Tensidon nominal

(Volt) 127 V; Frecuencia nominal (Hertz) 60 Hz; Potencia nominal (Watts) 700 W.

Se tomaron 25 semillas de garbanzo al azar, embebidas en agua destilada y se
cocinaron en el horno de microondas en un vaso de precipitados de 500 ml. con
agua destilada hasta la mitad de su capacidad para cocerlas a la maxima
potencia alos 6, 8, 10, 12, 14 min, hasta sentir la textura de cocimiento. Lo mismo
se hizo con las embebidas en SSM. Se llevaron a cabo 4 repeticiones de cada

uno de los tiempos de coccion. Fig. 8
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Garbanzo (Cicer arietinum L.)
Cultivar S 92 Los Mochis

¥

Remojo

o o

Testigo Agua destilada
12 h

Experimental SSM 12 h

| |

Procesamiento de muestras para su
estudio microscépico

c) Se realizaron los cortes Imm Determinacion de tiempos
de coccidn en: cocinador” Mattson” y en horno de
microondas

Figura 8. Diagrama de flujo general del método seguido para el procesamiento de las muestras
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IVV.1.6 Procesamiento del material para microscopia optica

Se seleccionaron al azar las semillas embebidas en agua destilada y lo mismo

se hizo con las embebidas en SSM para realizar los cortes.

Para realizar los cortes, a las semillas se les retiré la testa, se separaron los
cotiledones, después se realizaron los cortes de los cotiledones en cortes
transversales del tercio medio de los cotiledones de aproximadamente 1 mm de
grosor, de los cuales, a su vez, se tomaron secciones radiales no mayores a 3

mm de grosor a partir de la epidermis externa de los cotiledones. (Figura 9).

Figura 9. Secuencia del seccionado de las semillas para la obtencion de cortes ultrafinos de los
cotiledones de garbanzo (Gardufio, 2003).

Una vez obtenido las muestras de cotiledones, se fijaron con Glutaraldehido 3%
mas paraformaldehido 1.5% (fijador doble) en amortiguador Sym de Collidina 0.1
M a pH 7.4 mas sacarosa 0.12 M. Luego se realizaron 5 enjuagues de 5 minutos
cada uno en el amortiguador de collidina a dilucién 1:1, de la solucion original,
enseguida se procedio a la deshidratacién con alcoholes graduales (30, 50,70,
85 y 96%) durante 15 minutos cada cambio; mas tres cambios en alcohol
absoluto (20 minutos cada uno). La pre-inclusién se llevo a cabo en resina LR
White de Polysciences, Inc. (Ruiz, 1999), al 25, 50, y 75% diluidas en alcohol
absoluto durante 4 horas cada cambio. Finalmente, la inclusion se realizé en

resina LR White pura (3 cambios de 20 minutos cada uno) y las secciones de
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tejido se incluyeron en LR White puro en capsulas de inclusion del numero 1
(0.5mL) y se polimerizaron durante 18 horas a 65°C en camara de
polimerizaciéon. Una vez que se obtuvieron las capsulas con los trozos de tejido
incluidos, se realizaron los cortes de 1 y 3 micras de grosor en un ultramicrotomo
LEICA ULTRACUT R. Los cortes semifinos se tifieron con Azul de Toluidina al 0.5%
con el fin de evidenciar la microestructura general. Se tomaron fotomicrografias
de los cortes a color en campo claro 50X de las diferentes técnicas histoquimicas

con un microscopio foténico Marca Olympus modelo Provis AX70. Fig.10

Maria Félix Garcia Fernandez (2016) Pagina 36



e

Procesamiento de Cicer arietinumL.
Para microscopla dptica

«

Cambios microestructurales en células de cotiledén y tiempos de coccién del garbanzo (Cicer
arietinum L.) con remojo en solucién salina y coccién en horno de microondas

\'""““-—-—-..,_9.

F. fi= ' i
'.:,.5¢ les retiro ln b) Se upuﬁrun ©) 5S¢ realizaron ::: I ; ::‘
testa los cotiledones los cortes 1mm
- p de diametro

o

U

25

O

Se fjaron con Glutaraldehidoo 3% mas paraformaldebideo 1.5% en amortiguador Svm de
Colliding 0.1 M a pH 7.4 mas sacarosa 0.12 M

Cinco enjuagues de 5 minutos cada uno en el amortiguador antes mencionado.
i

Deshidratacion con alcoholes graduales:(30, 50,70, 85 v 96) % durante 15
cambio, mas tres cambios en alcoholabsoluio (20 minutos cada uno).

4

anr.:lusmn sa llevo a cabo en resina LR White de Fulyscluncﬂ. Inc.(Ruiz, 1999].
1[2'5 50,y 75%) diluidas. en ﬂnohni absoluto, durante 4 homs cada cambio.

minutos cada

|—|a-- i—.i.-'l i

i

se incluyeron en LR White purc en capsulas de gelatina del namero 1 (0.5ml) y se
polimerizaron durante 18 horas, a 65°C.

!

Se obtuvieron cortes de 1y 3 pm de grosor, en un ultramicrotomo LEICA

1

Los cortes semilinos se tiferon con Azul de Toluidina al 0.5%. Con el fin de evidenciar la
microestructura general.

Figura 10. Diagrama de flujo que muestra el procesamiento de las muestras para microscopia

Optica
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I\VV.1.7 Pruebas histoquimicas

Después de hacer la tincion de azul de toluidina para evidenciar la estructura
general de las células cotiledonarias se realizaron las pruebas histoquimicas, en
las que se utilizaron colorantes especificos como Lugol (Johansen, 1940) para
detectar granulos de almidén; Acido peryodico-reactivo de Schiff (PAS) para
detectar polisacaridos insolubles mas Azul negro de naftol para mostrar Cuerpos
proteicos (Lépez-Curto et al., 1998); Permanganato de potasio para evidenciar
Polifenoles y polisacaridos insolubles (Hall y Hawess, 1991); Vainillina para

detectar taninos condensados.
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V. RESULTADOS

V.1.1 Curvas de hidratacion

Como se puede observar en la figura 1. La Hidratacion en la solucion testigo
(agua destilada) y la experimental (SSM) fue muy semejante en las primeras 2.5
h. Con agua destilada las semillas se hidrataron mas que con SSM. Se observo
que de las 15 a las 42 horas las semillas embebidas en agua destilada
absorbieron 18 g de agua, en cambio las embebidas en SSM solo absorbieron
17 g de agua en el mismo lapso de tiempo. Se aplicd una prueba de t de Student
para muestras pareadas, con el fin de comparar si los datos en los dos
tratamientos (AD y SSM) tenian diferencia significativa. Se encontré que si la
tienen (t=17.911, g..=47, p<0.01) y se hizo la prueba con el paquete

STATISTICA, Version 8 (Stat Soft Inc.).

Curvas de hidratacion

p (Q) ’ Agua destilada Gcién salina modificada

25

45

T (h) Figura 11
Se muestra la curva de hidratacién de agua destilada y solucion salina modificada
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V.1.2 Analisis con microscopia optica de semillas con remojo y sin

coccion

En la siguiente micrografia se observa que las células cotiledonarias de las
semillas colocadas en agua destilada (a) son mas grandes que las colocadas en
SMM (b), por lo que embebieron mas agua. Las paredes celulares se ven mas
gruesas y uniformes en el remojo en agua destilada (a), a diferencia del remojo
en SSM (b), en donde éstas son mas delgadas y en algunas regiones casi no se
aprecian. La lamina media se aprecia mejor en (a) que en (b). Los granulos de

almidon son por lo general mas grandes en (a) que en (b). Las esquinas de las

células, espacio donde se unen tres células ('=>), las semillas embebidas en
agua destilada son mas grandes, a diferencia de las embebidas en SSM (b) pues

las células se presentan aglomeradas y son mas pequefas. (Fig. 12)
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Figura 12. Microestructura general de las células cotiledonarias del
garbanzo (Cicer arietinumL.) cultivar Blanco S 92.

Embebidas en agua destilada 12 h (a) y en Solucién Salina

12 h (b). Aumento 400X. Tefiidas con azul detoluidina. Pared celular
—— Lalaminamedia —s  Granulos de amidon (*) Citoplasma
Cl, Esquinas =>
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V.1.3 Tiempos de cocciéon de las semillas de garbanzo con el

cocinador Mattson y el horno de microondas

En el cuadro 6 se muestra la comparacion entre los tiempos de coccion de los
garbanzos embebidos con agua destilada y otros con SSM. También se muestra
el calculo de los porcentajes de disminucion entre los dos remojos y los dos tipos

de coccidn.

Los garbanzos que fueron remojados en agua destilada durante 12 h y después
sometidos a coccion en el microondas, mostraron una disminucién del 19.47 %
tomando como el 100% el tiempo que se obtuvo en el cocinador Mattson (66.75

min).

Los garbanzos que fueron remojados en SSM durante 12 h y después sometidos
a coccion en el horno de microondas mostraron una disminucion de 29.2%
tomando como el 100% el tiempo que se obtuvo en el cocinador Mattson (32.8
min).

En la comparacion de agua destilada (66.75 min) con el remojo entre SSM
(32.8min) con el cocinador Mattson, hubo una disminucion del 49.13% tomando

como el 100% el remojo en agua destilada. Cuadro 6 y figura 13
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Cuadro 6. TIEMPOS PROMEDIOS DE COCCION DE GARBANZOS (MINUTOS) Y %
DE DISMINUCION ENTRE DOS TIPOS DE IMBIBICION Y DOS TIPOS DE COCCION

Embebidos en: Cocinador Mattson Microondas % Disminucion
entre los dos
tipos de coccién

Agua destilada 66.75 13.0 19.47
SSM 32.8 9.5 29.2

% Disminucioén
entre los dos 49.13 73.07
Tipos de remojo

Coccién en Mattson (1)contra coccidon

66.75 en microondas(2)
32.8
13
H
AD 1 SSM AD 2 SSM

Figura 13. Comparacion entre los dos métodos de coccién y los dos tipos de remojo
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Se utilizd una prueba no paramétrica de Mann Whitney para comparar los
tiempos de coccion entre los dos remojos (AD y SSM) en cada método de
coccion. Y se encontr6 que en la coccion con cocinador Mattson si hubo
diferencias significativas (Z=2.33, p<0.05) en el horno de microondas también

hubo diferencias significativas (Z=2.29, p<0.05)

En base a la grafica anterior podemos afirmar que:

a) Los garbanzos remojados en solucion salina se cocieron mas rapido que
los remojados en agua destilada en ambos métodos de coccidn.

b) Los garbanzos cocinados en el horno de microondas con remojo en SSM
se cocieron mas rapido que los remojados en agua destilada.

c) Los garbanzos cocinados en microondas con ambos remojos se cocieron

notablemente mas rapido que los cocinados en cocinador Mattson.

V.1.4 Pruebas histoquimicas

La prueba histoquimica PAS+ANN, para evidenciar cuerpos proteicos y
polisacaridos insolubles, resulté positiva en ambos remojos y en los dos métodos
de coccion.

La prueba histoquimica de permanganato de potasio, para observar polifenoles,
resultd positiva para los dos remojos y métodos de coccion.

La prueba histoquimica con yodo-yoduro de potasio (lugol) para observar
granulos de almidon resultd positiva para ambos remojos y métodos de coccion.
La vainillina tine de color rojo los taninos y otros compuestos susceptibles a la

oxidacion, esta resultdé negativa en todas las pruebas. (Cuadro 7)
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CUADRO 7. PRUEBAS HISTOQUIMICAS

SIN COCCION CON COCCION
C. MATTSON H. MICROONDAS

AGUA SSM H20 SSM H20 SSM

DESTILADA DESTILADA DESTILADA
LUGOL +++ +++ +++ +++ +++ +++
KMnOg4 +++ +++ +++ +++ +++ +++
PAS+ANN +++ +++ +++ +++ +++ +++
VAINILLINA | - - - - - -

+++ Indica que la prueba fue positiva

- Indica que la prueba fue negativa

V.1.5 fotomicrografias de la microestructura de las células

cotiledonarias con remojo o imbibicion

En las figuras se presentan las fotomicrografias de los cortes de las muestras de
cotiledones de semillas de garbanzo las de la izquierda fueron embebidas en
agua destilada (AD) y las de la derecha en solucion salina (SSM). Tratadas con

las distintas pruebas histoquimicas.
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Prueba histoquimica de lugol, especifica para observar granulos de almidon

(Figura 14)

Sin coccién (A, B)

Se observa que los granulos de almiddn sin coccion embebidos en AD muestran
forma ovalada a diferencia de los embebidos en SSM que se observan oblongos,
lo cual coincide con (Gardufio, 2003) ambos de coloracién muy intensa solo que

estos ultimos con otra tonalidad

Coccion en cocinador Mattson (C, D)

Tanto los embebidos en agua AD como en SSM, los granulos de almidén se
observan en forma ovalada, sin embargo, los embebidos en AD son de mayor

tamano que los remojados en SSM

Coccion en horno de microondas (E, F)

Se observa claramente la gelatinizacion de los almidones (*) producida por el
tratamiento térmico de la coccidn en la que los granulos de almidén son de mayor
volumen, pierden su individualidad y coalescen unos con otros. La tonalidad de
la prueba histoquimica con lugol para almidones en AD se mostraron opacos a
diferencia de los embebidos en SSM que se observaron con una coloracion mas

intensa.
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W cul

Figura 14. Prueba histoquimica: Lugol, especifica para la observacion de
granulos de almidon en células cotiledonarias de Cicer arietinum L. cultivar
blanco los Mochis Sinaloa. Las de la izquierda fueron embebidas en agua
destilada (A, C ,E); Las de la derecha fueron embebidas en SSM (B, D, F). A
y B sin cocecion; C y D cocinadas en C. Mattson; E v F cocinadas en horno de
microondas.

Granulos de almidén %, Pared celular - . Lamina media — |

Espacios intercelulares e . Esquinas I=>
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Prueba histoquimica de Permanganato de Potasio (HMNOa4 especifica para

observar polifenoles (Figura 15)

Sin coccidén (G, H)

Con agua destilada, los polifenoles se aprecian perfectamente entre los
espacios que hay entre los granulos de almidén a diferencia que en (SSM) en

donde no son tan evidentes.

Coccidn con cocinador Mattson (1, J)

En agua destilada al igual que en (SSM) Los polifenoles se aprecian alrededor

de los granulos de almidén y en la lamina media.

Coccion en horno de microondas (K, L)

En agua destilada la reaccion fue mas intensa, a diferencia de (SSM) en donde
eésta fue mas suave; en ambos remojos los polifenoles se encuentran
concentrados en ciertas regiones inmersos entre los granulos de almidén, asi

como en la lamina media.
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Figura 15. Prueba histoguimica: Permanganato de potasio (KMnO4) para la
observacion especifica de polifencles en células cotiledonarias de Cicerariefinum
L. cultivar blanco S 92, Lasde la lzguierda fueron embebidas en Agua destilada
(G, |, K)y las de |la derecha en SSM (H, J, L). G ¥ H sin coccién; | vy J cocinadas en
cocinador Mattson K y L cocinadas en horno de microondas

Pared celular, —{_ Polifencles 4 , Espacios intercelulares &, Lamina

media —>, Esquinas =
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Prueba histoquimica PAS+Azul Negro de Naftol especifica para observar

cuerpos proteicos y polisacaridos insolubles (Figura 16).
Sin coccion (M, N).

Tanto en el remojo con AD como en SSM, se observan los cuerpos proteicos
como puntos color azul obscuro, distribuidos alrededor de los granulos de
almidon (*) en forma ovalada; también se observan en la pared celular y en las
esquinas (donde coalescen las células contiguas). Los polisacaridos insolubles
se observan en color rojizo en los granulos de almidon y en las paredes celulares
en el remojo con SSM los cuerpos proteicos se ven destruidos, sin embargo, el
color azul muestra la presencia de proteinas, en la parte inferior se observo la

ruptura de una célula.
Coccidn con cocinador Mattson (N, O).

En ambos remojos los cuerpos proteicos no se observaron bien definidos. En los
embebidos en SSM se aprecia mejor el color de la prueba histoquimica para

proteinas que los embebidos en AD.
Coccidn con horno de microondas (P, Q).

En el remojo con AD la coloracion es mas tenue a diferencia de la coloracion
con el remojo en SSM, en donde se observa tanto el azul como el magenta
sumamente intenso. Al igual que con el cocinador Mattson (N y O) los cuerpos
proteicos no se aprecian, solo se observa la coloracién (azul) caracteristica para
proteinas. Los almidones se observaron con la morfologia caracteristica de la

gelatinizacion por el tratamiento térmico. Las paredes celulares en ambas
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fotomicrografias, la tincion fue mas intensa con el remojo en SSM a diferencia
de AD en donde se observa mas tenue, los espacios intercelulares mas

evidentes que en AD.
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Figura 16. Prueba histoguimica: PAS+ANN, para la cbservacién especifica
de cuerpos proteicos y polisacaridos insolubles en celulas cotiledonarias de
Cicer arietinum L. cultivar blanco S 92. Las de la izquierda fueron embebidas
en agua destilada (M, N, P), las de la derecha embebidas en SSM (N, O, Q).
My N sin coccion; N v O cocinadas en C. Mattson; P y Q cocinadas en
horno de microondas.

Pared celular ={_ , Espacios intercelulares @, Polisacaridos insolubles >»

Cuerpos proteicos CP, Lamina media—> , Esquinas :}
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VI. DISCUSION

Remojo y coccidn

En la preparacion de los garbanzos para su consumo, es necesario someterlos
a Imbibicion previa a la coccidon con el propdsito de reblandecerlos debido a que
estas semillas por su propia naturaleza son duras para su coccion. Los
cotiledones son la parte mas importante en el consumo de las semillas porque
su cochura (término que se utiliza para decir que ya esta cocido el alimento), su
textura y palatabilidad son parametros que nos indican su calidad. (Stanley y
Aguilera, 1984). Nuestros experimentos fueron hechos para investigar los
cambios microestructurales en los cotiledones a nivel de microscopia optica
remojados con solucion reblandecedora, la solucion salina modificada (SSM),
para posteriormente cocinarlos en horno de microondas y determinar los
cambios microestructurales y si existe una potencializacion en la reduccion de
los tiempos de coccion. La literatura en su mayoria reporta estudios a nivel de
microscopia electrénica de barrido del cotiledon o utilizando harina de garbanzo
(Xu et al., 2014); pero no de cortes histolégicos debido a la gran dificultad para
obtenerlos por tratarse de un tejido duro debido a que se somete a desecacion
previa al almacenamiento antes de su consumo, lo que dificulta su

procesamiento para la obtencion de cortes histologicos.
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Remojo de los garbanzos en Agua destilada y solucion salina modificada

con coccion

a) En cocinador Mattson

Nuestros resultados con remojo en agua destilada mostraron la coccién a los
66.75 minutos y difieren un poco a los obtenidos por Marconi, 2000, quien realizé
su estudio en olla abierta y reporto una coccién de 110 minutos con previo remojo
en agua destilada durante 18 horas. Kiang (2013) realiz6é su estudio utilizando
agua corriente para el remojo previo a la coccién durante 24 horas y encontrd

una coccion de 90 minutos.

En solucion salina, se observo que hubo una reduccién en el tiempo de coccidn
a 43.95 minutos, lo cual coincide con los resultados de Gardufio, 2003, quien
encontré que el remojo en SSM es lento y el reblandecimiento inicia desde que
son sumergidas las semillas en esta solucion. Analizando estos resultados
probablemente el remojo en agua destilada es mas rapido pero el proceso de
reblandecimiento es incompleto, pues el agua no alcanza a penetrar todas las
capas de la semilla, para obtener una buena coccion, esto se puede apreciar en
la fig. 15 de incremento de peso (g) de los garbanzos contra el tiempo (h) para

ambos remojos.

b) En horno de microondas

En agua destilada la coccién fue de 13 min. Lo cual se acerca a los resultados
obtenidos con Xu (2014) quien reportd una coccién de 15 minutos, mientras que
Marconi (2000) reporté 11 minutos, esto probablemente debido al tipo de cultivar.

Al comparar el remojo en agua destilada contra el remojo en solucion salina, se
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observo una reduccién importante (3.5 min) en el tiempo de coccién al utilizar

solucion salina.

Microestructura

Con remojo y sin coccioén

En el remojo con agua destilada las paredes celulares se observan bien
delimitadas, no asi en SSM donde las paredes celulares apenas si se perciben
porque no hay continuidad que delimite bien una célula de otra debido a que en
algunas partes desaparece la lamina media, pues las sales disueltas en el agua
de remojo afectaron la estructura de la pared celular. Rockland y Metzler (1967),
reportaron que en el remojo con sales de sodio los iones de sodio
(monovalentes) sustituyen a los iones de Ca (divalentes) que se encuentran en
las paredes celulares, esto produce desestabilizacion y por lo tanto
reblandecimiento. Las sales también afectan a los cuerpos proteicos y a los
granulos de almidéon en su morfologia y distribucion lo cual concuerda con lo

encontrado por Monroy (2006).

Los granulos de almiddn se observaron ovalados, lo que concuerda con Gardufio
(2003), quien realiz6é un estudio en otro cultivar de garbanzo de la misma zona

geografica y observé que las formas de estos son esféricas u ovalados.

Los polifenoles se localizaron rodeando los granulos de almidén, pues se ha
demostrado que estos estan asociados a vesiculas que contienen fenoles, lo

cual ha sido reportado en estudios anteriores por Esquivel et al. (1992).
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También se observaron en las paredes celulares y adheridos a los cuerpos
proteicos. Estos fueron mas evidentes en el remojo con agua destilada que en el

remojo con SSM.

En los cuerpos proteicos sucedié algo semejante, en el remojo con agua
destilada, estos se aprecian mejor, lo cual coincide con los resultados obtenidos
por Hentges et al., (1990) los que observaron que los polifenoles son removidos
hacia el agua de remojo y hacia los cotiledones, haciendo uniones o
entrecruzamiento con las proteinas formando una especie de malla o red que
impide el paso del agua y entonces los componentes celulares no se

reblandecen provocando que el tiempo de coccidon sea mayor.

Cocciodn en Cocinador Mattson y coccidén en horno de microondas.

En nuestro estudio las paredes celulares de células de cotiledones cuyo remojo
fue en SSM y coccion en Mattson se observaron ligeramente rotas, debido
probablemente a la desestabilizacion de las paredes celulares como lo
mencionaron Rockland y Metzler (1967), por la sustitucion de los iones divalentes
de la pared celular (calcio y magnesio) por los iones monovalentes de la solucion
salina (sodio); en cambio en los garbanzos cocinados con el horno de
microondas, en ambos remojos, las paredes celulares desaparecieron
probablemente debido a la sinergia de la solucion reblandecedora y al método

de coccidn.

En nuestro estudio los Granulos de almiddn previo remojo en agua destilada y
cocinados en Mattson se observaron opacos y perdieron su estructura cristalina

de acuerdo con Hernandez et al. (2008).
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En ambos remojos y métodos de coccidn se observaron las caracteristicas de
gelatinizacion, pues los granulos de almidén coalescen unos con otros, lo que
concuerda con los resultados encontrados por Stanley y aguilera (1984) y
Hernandez et al. (2016), los ultimos investigadores mencionaron que esto es
debido a que absorben gran cantidad de agua, provocando el hinchamiento y un
aumento en su volumen, porque el orden molecular dentro de los granulos es
destruido gradual e irreversiblemente, por esto la temperatura de gelatinizacion
es caracteristica para cada tipo de almidén. Eerlinger y Delcour, 1995 lo
relacionaron con la solubilizacion de algunas moléculas, particularmente la
amilosa, que se difunde en el agua, y si el calentamiento continua, se rompen y

se observa una solubilidad parcial. Fig.14

Los polifenoles se localizaron rodeando los granulos de almidon, pues se ha
demostrado que estan asociados a vesiculas que contienen fenoles, lo cual ha
sido reportado en estudios anteriores por Esquivel et al, 1992 y Hentges et al.
(1990) mencionan que los polifenoles son removidos hacia el agua de remojo y
hacia los granulos de almidén, haciendo uniones o entrecruzamiento con las
proteinas formando una especie de malla o red que impide el paso del agua y
entonces los componentes celulares no se reblandecen provocando que el
tiempo de coccion sea mayor. Estos fueron mas evidentes en el remojo con agua
destilada y en la coccion con horno de microondas. Esta observaciéon no ha sido
reportada en estudios anteriores, sin embargo, creemos que se debe a su
relacion con los cuerpos proteicos pues la SSM reblandece las células
cotiledonarias y esto modifica toda la microestructura interna de las células, Fig.

15.
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En el caso de los cuerpos proteicos, estos perdieron su integridad, pues la
bibliografia reporta que son organulos pequefios mas o menos esféricos
(Pernollet, 1978). Lo cual coincide con Lupano (2013) y Lehninger (1978),
quienes mencionan que por efecto del calor hay una desnaturalizacion de las
proteinas, en donde se pasa de un estado ordenado a uno desordenado, esto
debido posiblemente al desplegamiento de la estructura proteica. Las proteinas
se observan concentradas en ciertas regiones celulares, sin embargo, se

aprecian mejor con el remojo con SSM que en las de agua destilada. Fig. 16

VIl. CONCLUSIONES

La hidratacion de las semillas fue mejor en remojo en agua destilada que
en solucion salina.

La microestructura se vio afectada en ambos remojos (Agua destilada y
SSM).

Las pruebas histoquimicas mostraron un mayor impacto sobre la
microestructura de los almidones en la coccidn con el horno de
microondas.

La coccion con horno de microondas en la prueba histoquimica para
polifenoles mostré que fue mas intensa en el remojo con agua destilada y
se conservaron en la zona en donde se encontraban los cuerpos
proteicos.

En las pruebas histoquimicas para polisacaridos insolubles y proteinas,
los cambios en la microestructura en paredes celulares y almidones
mostraron que se conservaron mejor en los garbanzos cocinados en

horno de microondas previamente remojados con SSM.
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Hubo una considerable reduccion en el tiempo de coccidn con el horno de
microondas con respecto a la coccidn con el cocinador Mattson en ambos
remojos.

La coccion con el horno de microondas y el remojo en SSM si

potencializan la coccion de los garbanzos.

VII.1 propuestas para estudios futuros

Hacer una cuantificacion de nutrientes utilizando SSM como solucion
reblandecedora y coccion en horno de microondas, para observar el
impacto real en la calidad nutricional del garbanzo.

Hacer un estudio comparativo de las caracteristicas fisicoquimicas de
almidones de leguminosas para determinar si estas no cambian y afectan
el indice glicémico después de la coccién con microondas.

Hacer pruebas de palatabilidad comparando garbanzos cocinados con
meétodos tradicionales y los cocinados en horno de microondas para

determinar su aceptacién en el consumidor.
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