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Resumen

Las semillas de garbanzo (Cicer aietinum) son utilizadas por el hombre como una buena
fuente de alimento en los paises en desarrollo, debido a su aporte rico en proteinas y
aminoacidos esenciales. El remojo previo a la coccién de las leguminosas es una practica
domeéstica e industrial comun para suavizar la textura y acelerar el proceso, en el que
habitualmente se gastan considerables cantidades de recursos energéticos con un alto
costo. Se han desarrollado algunos métodos que permiten asi mismo, disminuir el tiempo
de remojo requerido para reblandecer a las semillas; entre ellos podemos citar el aumento
en la temperatura del agua de remojo, o bien el uso de diversas soluciones, aungue esto
ocasionalmente provoca la pérdida de la calidad en el producto final. Dentro de las
soluciones recomendadas, se encuentran el uso de agua alotropizada (AA) y el empleo de
la solucién salina (SS) de Rockland y Metzler modificada por Gonzalez et al. (1997).
Hasta este momento no se habian realizado observaciones de la ultraestructura de los
cotiledones del garbanzo que se suscitan por el reblandecimiento de la semilla durante el
remojo. En el presente trabajo se llevaron a cabo observaciones de los cambios que estos
tratamientos de remojo provocan en la ultraestructura de las células cotiledonarias del
garbanzo en el ambito de Microscopia Electronica de Transmision (MET). Se encontro
que ambas soluciones provocan cambios ultraestructurales en la pared celular, lamina
media, granulos de almidén y cuerpos protéicos del cotiledén, de manera mas drastica
que el agua destilada (AD) utilizada como solucidn testigo. Los efectos de Ia
ultraestructura por el remojo con AA, son muy parecidos a los observados con AD,
aunque al parecer las semillas se hidratan mas rapido. Al usar SS, presumiblemente la
ultraestructura se afecta incluso, desde los primeros tiempos de remojo. Estos resultados
apoyados con un estudio previo de coccion en semillas de garbanzo, sugieren
indirectamente que tanto AD y SS reblandecen a las semillas en un menor tiempo, y que
de igual manera al utilizarlas se lograria un ahorro en el gasto de energéticos, ya que se
disminuyen los tiempos medios de coccidn.




1. INTRODUCCION

Las plantas proporcionan casi el 70 % de proteinas en la dieta humana. Las leguminosas,
han sido reconocidas como valiosas fuentes de proteinas alimenticias, asi como
importantes contribuyentes para la dieta en muchas regiones del mundo. Junto con los
cereales, son aceptados como una perspectiva para resolver el grave problema de
desnutricién, especialmente de los paises en desarrollo.

El garbanzo (Cicer arietinum), al igual que el cacahuate (Arachis hypogea), el frijol
(Phaseolus vulgaris), la lenteja (Lens esculenta) y el chicharo (Pisum sativum) entre otros,
pertenece a las leguminosas cuyas semillas y legumbres se utilizan para complementar y
diversificar la alimentacion, debido a su rica aportacidn de proteinas y aminoacidos
esenciales. El garbanzo se prepara de diversas maneras segun la regién, entre los
procesos tradicionales para su consumo se incluyen: el remojo, la molienda, la
fermentacion, el cocimiento, el asado, el tostado, frito en aceite y al vapor; otras de las
formas en que también se consume, son como puré o como germen de garbanzo.

Una de las causas por las que su consumo es reducido, es que el garbanzo aun en
estado fresco es duro, provocando un uso excesivo de energéticos, debido a los largos
tiempos de coccidn necesarios, para alcanzar la textura y palatabilidad adecuadas en su
preparacion, esto ocasiona por un lado la disminucion en su valor nutritivo y por el otro la
poca aceptacion por parte de los consumidores.

El remojo es un proceso de rehidratacion que es ampliamente usado para provocar el
reblandecimiento de las semillas comestibles, entre éstas las leguminosas logrando
reducir considerablemente el tiempo de coccién; a pesar de esto se requiere también de
largos periodos de remojo para obtener los resultados adecuados, y adquirir las
caracteristicas de calidad apropiadas del producto final. Para disminuir los tiempos de
remojo, se han desarroilado algunos métodos, entre ellos podemos citar el aumento en la
temperatura del agua de remojo, o bien el uso de diversas soluciones, aunque esto
ocasionalmente conlleva a la pérdida de la calidad en el producto final. Entre las



soluciones recomendadas, se encuentran el uso del agua alotropizada y el empleoc de la
solucion salina de Rockland y Metzler (1967); en la primera las llamadas celdas
alotrépicas se recomiendan para reducir los tiempos de coccion; respecto a la segunda,
ya se han obtenido resultados formales en la suavizacion de las semillas de leguminosas,
entre ellas las del garbanzo. )

La mayoria de los trabajos acerca de los efectos que el remojo ocasiona en las
leguminosas, han sido relacionados con la absorcion de agua y con la textura de las
semillas, esta ultima ha sido analizada a nivel de microscopia o6ptica (MO) y de
microscopia electrénica de barrido (MEB); sin embargo, no se han realizado estudios a
nivel de microscopia electrénica de transmision (MET). En este rubro probablemente sea
debido a la dificultad que presentan las células vegetales cuando son procesadas para su
analisis con el MET, ocasionado principalmente por la presencia de paredes celulares y el

estado vitreo de las semillas frescas.

Como parte de un proyecto mas amplio, se obtuvieron resultados en semillas de garbanzo
a nivel de MO, donde se emplearon como medios de remojo el agua alotropizada y la
soluciéon salina de Rockland y Metzler, a pesar de esto a la fecha no existen
observaciones de los cambios que estas soluciones ocasionan en la ultraestructura de las
células cotiledonarias del garbanzo a nivel de MET.

Al respecto, consideramos que el analisis de la ultraestructura de las células
cotiledonarias mediante el MET después del remojo en ambos tratamientos, brindara un
mejor conocimiento sobre los efectos en su textura, lo que permitira un aprovechamiento
racional de los recursos energéticos utilizados para su preparacién doméstica e industrial;
paralelamente, esto ofreceria la posibilidad de que el consumo del garbanzo se
incremente en un futuro inmediato.




. ANTECEDENTES

1. ORIGEN E HISTORIA DEL. GARBANZO

El garbanzo es probablemente originario de la zona suroeste de Turquia, sin embargo se
han postulado diferentes origenes como lo son en el norte de Persia, el suroeste de Asia y
la cuenca del Mediterraneo. Por otro lado, existen indicios principalmente linglisticos, que
sugieren que una variedad de garbanzo de semilla grande y color crema llegé a la India,
probablemente de Afganistan, ya que su nombre hind “kabuli chana” (chana = garbanzo),
hace una clara referencia a la capital afgana. Al garbanzo hindd, que es mas pequerio se
le lama “deis” (local); estas denominaciones son ampliamente utilizadas para diferenciar a
los cultivos que actualmente se cosechan en esas regiones. En América el garbanzo fue
introducido por los esparioles y los portugueses en el siglo XV! (De Miguel, 1991).

2. TAXONOMIA DEL GARBANZO

La palabra "cicer" es de origen latino, y probablemente derive de la palabra pre-
indogermanica "Kickere", asi mismo la palabra "arietinum" es la probable traduccion del
griego Arios, que significa carnero y garbanzo, en clara alusion a la forma de la semilla,
parecida a la cabeza de un carnero ("Aries"). Inicialmente el género Cicer se clasificé
como parte de la Tribu Vicieae Alef de la Familia Fabaceae, pero por sus caracteristicas
Unicas actualmente estad considerado en la Tribu Cicereae Alef. Adicionalmente, en la
zona suroeste de Turquia limitrofe con Siria, se han encontrado tres especies silvestres
muy relacionadas con el garbanzo: C. bijugum K.H. Rech, C. echinospermum P.H. Davis y
C. reticulatum Lad. Esta Ultima, también se puede clasificar como variedad o una
subespecie silvestre de C. arietinum (De Miguel, 1991).

3. BIOLOGIA DE Cicer

La germinacion de la semilla del garbanzo es hipogea y el crecimiento de la plumula
produce un retofio erecto, hasta formar la primera hoja verdadera que tiene dos o tres
pares de foliolos y uno terminal. La radicula es alargada y posteriormente produce raices
secundarias. Las hojas nacen individualmente en cada nudo, arregladas en forma alterna
y generalmente son unipinadas; comunmente poseen de 11 a 13 foliolos en cada hoja,



dispuestas en un raquis con un pequefio peciolo. Las estipulas tienen de 3 a 5§ mm de
longitud y de 2 a 4 mm de ancho. Todas las superficies externas de la planta, con
excepcion de la corola estan cubiertas por pubescencia, presentando pelos glandulares o
sin glandulas. La planta posee una raiz profunda que penetra hasta 120 cm y presenta
pocas ralces laterales. Las plantas crecen en arbustos de 20 a 100 cm de altura. Las
flores son tipicamente papilonaceas y por lo general crecen individualmente en racimos
axilares, aunque se pueden encontrar pares de flores. Las flores de 6 a 13 mm de largo,
emergen sobre el racimo axilar en el pedicelo y el pedinculo. La corola es comianmente
de color morada o blanca y raramente azul. Generalmente las plantas poseen un carpelo
por cada flor. Los estambres son didelfos. El pistilo y las anteras permanecen dentro de la
quilla. La polinizacion se lleva a cabo antes de la apertura del botén floral, por lo tanto la
fecundacion es cleistdgama, a pesar de que el garbanzo produce abundantes flores, una
gran parte de ellas nunca llegan a madurar. El garbanzo produce desde unas pocas, a
mas de 100 vainas por planta. El tamario de la vaina es muy variable, aunque esta
influenciado por el medio ambiente; su forma ha sido descrita como romboide, oblonga u
ovalada y al igual que las flores, muchas de las vainas nunca maduran. La semilla posee
testa, dos cotiledones y el eje embrionario; por lo general es puntiaguda y muestra un pico
caracteristico recto o curvado (Anexo 1). Se pueden reconocer tres formas de semilla:
anguiar, en forma de cabeza de buho y mas o menos redondeada (como chicharo). La
superficie de la semilla puede ser rugosa, lisa o también tuberculada y el color es una
caracteristica muy importante para la eleccion comercial; ya que existen 21 colores y
tonos diferentes reconocidos, dentro de los cuales pueden presentarse el blanco, crema,
amarillento, café, rojizo y hasta negro. El peso de las semillas es muy variable, ya que 100
unidades pesan de 8 a 70 g, dependiendo de la variedad (Singh, 1997).

4. ULTRAESTRUCTURA DE LAS CELULAS COTILEDONARIAS

Para comprender los cambios provocados en la textura de los cotiledones por el efecto
del remojo, es necesario detallar la ultraestructura de las células cotiledonarias. Los
cotiledones de las leguminosas difieren marcadamente de otras células del parénquima
tipico de los vegetales, debido a que la desecacion que sufren durante la maduracion de
la semilla, hay la reduccion de organelos celulares tales como el nucleo, las mitocondrias,
etc., y mayor presencia de proteinas de reserva y almidén acumulado. Otra caracteristica
de estas semillas, es el estado protector ocasionado por los carbohidratos solubles como



la sacarosa y algunos oligosacaridos de la familia de la rafinosa, que estabilizan la
estructura lamelar y participan en la proteccién del estado seco de la semilla, mantienen la
actividad enzimatica, e inducen el estado vitreo del citoplasma. Este estado consiste de
un liquido de alta viscosidad que impide la difusion molecular y asi mismo evita o
disminuye las reacciones quimicas. Esta fase es inestable y se funde dependiendo de la
composicién quimica y del contenido de humedad de la semilla (Gonzalez, 1994; Tovar,
1997).

a) La pared celulary la lamina media
La pared celular es la estructura que rodea a la membrana plasmatica en las células

vegetales maduras. La pared celular consiste de microfibrillas de celulosa y hemicelulosa
principalmente. Otros constituyentes importantes de las paredes celulares, son las
sustancias pécticas que conforman a la l[amina media (la union entre las paredes
celulares), presentes como gel polielectrolito, que presenta entrecruzamientos provocados
por los cationes divalentes en forma quelada; la organizacion de estas moléculas en
fibrillas, tiene una significativa influencia en la textura de la semilla, asi como también los
polisacaridos de las paredes que contienen entre 5 y 10% de compuestos polifendlicos,
en la forma de complejos polisacarido-proteina-polifenol. Las sustancias pécticas,
comprenden una mezcla intrincada de polisacaridos coloidales derivados de la pectina
metil esterificada, el acido péctico diesterificado y sus sales (pectatos), ademas de ciertos
polisacaridos neutros que constituyen el armazoén galacturéneo (Stanley y Aguilera, 1985).

b) Los granulos de almidén
Los carbohidratos son el principal componente de las leguminosas, ya que por lo general

contienen de 60 a 70% de su peso total seco. El almidén es el de mayor proporcion,
aunque existe una gran variedad de carbohidratos distribuidos en la semilla, como los
oligosacaridos, a los que se les atribuye ser los causantes de la flatulencia, junto con otros
monosacaridos y polisacaridos. El almiddn de las leguminosas se encuentra depositado
en los denominados granulos de almidon, y sus tamarios varian entre 2@ny, 50
dependiendo de la especie. Se ha reportado que estos granulos son resistentes al
hinchamiento y la ruptura, caracterizandose por contener de 20 a 30% de amilosa
(Stanley y Aguilera, 1985; Derek y Black, 1994).



c) El almacén de proteinas en los cuerpos protéicos
Una proteina almacenada se define como: “cualquier proteina acumulada en cantidades

significativas mientras la semilla se desarrolla; durante la germinacién esta proteina es
rapidamente hidrolizada para brindar una fuente de nitrégeno reducido en los primeros
estados del crecimiento de los brotes". Lo anterior comprende a las proteinas que no
tienen otra funcidn mas que la definida; asi también, a las proteinas que poseen
actividades biolégicas adicionales, como lo es la enzimatica. Todas ellas se encuentran
almacenadas en los mismos compartimentos subcelulares y muestran cinéticas de
acumulacion y degradacion similares. Las proteinas almacenadas de las leguminosas
fueron primeramente descritas por Osborne en 1924 (Vitale y Bollini, 1995) como
"proteinas solubles a la sal aunque insolubles en agua", lo que le permitié agruparlas en
dos clases: las vicilinas y las leguminas, diferencidandose por el tamafio, su contenido de
azlcar y su coeficiente de sedimentacion (valores S). A pesar de que ambas son
globulinas y se encuentran presentes en la mayoria de las leguminosas, su abundancia es
relativamente variable; ya que algunas especies carecen de una de ellas. Un tercer tipo
de proteinas, esta representado por las lectinas o proteinas unidas a carbohidratos y las
proteihas que se le relacionan. Las lectinas estan distribuidas en las plantas en menor
proporcién, aunque se encuentran en la mayoria de los tejidos vegetales; sin embargo,
grandes cantidades se pueden encontrar en semillas de la familia Phaseolae (Vitale y
Bollini, 1995).

Por otro lado, los organelos tipicos para el almacenaje de las proteinas de reserva se
presentan sélo en las semillas. Estos organelos actualmente se denominan cuerpos
protéicos y se encuentran tanto en tejidos haploides, diploides y triploides. En el caso de
las semillas dicotiledéneas, no poseen endospermo y el tejido especializado de reserva es
el parénquima cotiledonario, los cuerpos protéicos se encuentran contenidos dentro del
citoplasma de las células cotiledonarias. Son estructuras pequefias y mas o menos
esféricas, su diametro varia de una planta a otra, e incluso de un tejido a otro (de 0.1 a 25
um), se encuentran rodeados por una membrana que al parecer es simple. De acuerdo a
su origen especifico o histoldgico, se pueden distinguir varias estructuras internas enlos
cuerpos protéicos; algunos poseen una estructura granular homogénea y carecen de
inclusiones embebidas en su matriz proteica, mientras otros exhiben inclusiones internas
que pueden ser de dos tipos: el globoide y el cristaloide. El globoide es una inclusiéon
donde se almacena acido fitico, en tanto que el cristaloide es protéico (Anexo 2). En el
caso de las leguminosas, la mayoria carece de ambas inclusiones, aunque en el




cacahuate (Arachis hypogea), éste exhibe dos tipos de cuerpos protéicos, unos con uno o
varios globoides y otros que son homogéneos. Las sustancias acumuladas en los cuerpos
protéicos difieren entre una y otra especie, aunque en promedio contienen de 70 a 80%
en peso seco de proteinas almacenadas; 10% de sales de acido fitico; enzimas
hidroliticas en menores proporciones, cationes y acido ribonucléico (ARN), ademas de
otros compuestos tales como carbohidratos, sales de acido oxalico, lipidos y tocoferol,
cuya presencia es muy variable y de menor importancia. El acido fitico o hexafosfato de
mioinositol, es un agente quelante y esta considerado como una fuente de cationes y de
fésforo, cuando el globoide no esta presente como en la mayoria de las leguminosas, la
fitina no tiene un lugar definido y podria estar presente como un complejo fitin-protéico. La
sintesis de la fitina se lleva a cabo durante la maduracion de la semilla, dentro del cuerpo
protéico y precede a la fosforilacion del mioinositol. Con respecto a las enzimas
hidroliticas que estan contenidas dentro de los cuerpos protéicos, su funcion es degradar
los componentes almacenados, proteinas y fitina durante la germinacion; por lo tanto
estos organelos poseen propiedades autoliticas, ya que sus hidrolasas no reaccionan con
los demas componentes citoplasmicos en este evento. El destino de los cuerpos protéicos
durante la germinacién, inmediatamente después de la autolisis, es que se convieﬁen en
pequefias vacuolas que se fusionan para dar lugar a vacuolas centrales, esta fusion inicia
antes de que se complete la degradacion proteica (Chang, 1977; Pernollet, 1978; Derek y
Black, 1994).

5. USOS Y VALORES NUTRITIVOS

El garbanzo es una muy buena fuente de carbohidratos y proteinas (Anexo 3), que en
conjunto constituyen alrededor del 80% del peso total de la semilla. El contenido total de
carbohidratos varia del 50 al 70%, siendo su principal componente el almidén (alrededor
del 47%). Los oligisacaridos mas comunes en las semillas del garbanzo son la rafinosa, la
estaquiosa y la verbascosa. Estas sustancias no son digeridas en el intestino delgado, ya
que éste carece den galactocidasas; al llegar al colon, son fermentados produciendo

pequefas cadenas de acidos grasos y ocasionan la flatulencia. Los oligosacaridos son
compuesto solubles y son facilmente eliminados por accion del remojo en solucién salina
o por el proceso de coccion. El garbanzo contiene cantidades significativas de polifenoles
que son considerados como antinutricionales, sin embrago esta posicion ha cambiado al
describirse el papel de los polifenoles como antioxidantes y antimutagenos. El contenido
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de proteinas en promedio es del 20%, esto es dos veces mas que la de los cereales, por
lo que se consideran una buena fuente de proteina y aminoacidos esenciales, como
isoleucina, leucina, fenilalanina, treonina y valina. A pesar de que las semillas de
leguminosas exhiben una deficiencia de aminoacidos ricos en sulfuro como lo son la
metionina, la cisteina, poseen un contenido de lisina adecuado. La calidad nutricional
depende de su contenido de aminoacidos y de la utilizacion fisiolégica de aminoacidos
especificos después de la digestion, la absorcidon y minimos rangos obligatorios de
oxidacién. También la disponibilidad de los aminoacidos varia con la fuente de proteina, el
tratamiento en el procesamiento y la interaccién con otros componentes en la dieta (De
Miguel, 1991; Bravo et al.,, 1999; Clemente et al., 1999). Otro aporte importante de las
leguminosas en la alimentacién humana es su contenido de minerales; en el caso de las
semillas de garbanzo, Jambunathan y Singh (1981), reportaron que principaimente estan
constituidas por los siguientes minerales: Fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio
(Mg) y en menor proporcion zinc (Zn), cobre (Cu), hierro (Fe) y manganeso (Mn); el Ca es
el mineral predominante de la testa del garbanzo y forma casi el 60% del total en la

semilla entera.

No obstante todas las ventajas que presentan las leguminosas, éstas también contienen
factores téxicos y antinutricionales que limitan su aprovechamiento, entre estos se
encuentran los inhibidores de tripsina, las fitohemaglutininas, los factores biociogénicos, y
los glucésidos cianogénicos, entre otros (Liener, 1961; Dang et al., 2000), que por lo
regular son removidos o desactivados gracias al proceso de coccidn.

6. PRODUCCION MUDIAL DEL GARBANZO

El garbanzo es la segunda leguminosa mas importante en el mundo, ya que se cultiva por
lo menos en 33 paises del sur y oeste de Asia, en el norte y este de Africa, en el sureste
de Europa, en el norte y sur de América y en Australia (Singh, 1997). La India es e! pais
productor y consumidor mas importante (Anexo 4), ya que produce poco mas del 60% del
total mundial; sin embargo, a pesar de que en esa region se ha incrementado la superficie
cultivada se ha obtenido un comportamiento negativo de los rendimientos, provocando
que este pais tenga que recurrir al mercado externo para satisfacer su demanda interna,
convirtiéndolo de igual manera en el principal importador de garbanzo. Turquia es el
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segundo pais productor, que también incorporé una mayor superficie al cultivo, aunque no
alcanzdé un aumento en los rendimientos. Canada ocupa el tercer lugar; Paquistan ocupa
el cuarto sitio y es el Unico pais que ha registrado un comportamiento con altibajos en su
produccién, con una clara tendencia a la baja, debido a las variaciones que se han
presentado tanto en la superficie cultivada como en los rendimientos. Australia se
encuentra en la quinta posicion. Respecto a Iran, este pais ha demostrado un importante
incremento en su produccién, pero al igual que los demas paises, no ha sido
consecuencia de una mayor productividad, sino mas bien por la incorporaciéon de una
mayor cantidad de hectareas al cultivo. Es importante destacar que estos principales
paises productores, no ocupan el mismo lugar en materia de rendimiento. Este renglén es
ocupado por paises que no tienen un peso significativo en la produccién mundial, e
incluso algunos de ellos son los llamados desarrollados, tal es el caso de italia, o paises
no desarrollados como Grecia, Jordania, Libano y Egipto, donde los métodos de cultivo, el
uso de mejores semillas y fertilizantes, les ha permitido obtener mejor rendimiento. El
comercio internacional del garbanzo no tiene la importancia que registran otros granos,
debido a que gran parte de la produccién es consumida dentro de los mismos paises
productores. Sin embargo, dentro de los principales paises exportadores de garbanzo sé
encuentran: Turquia, Australia, México, Siria y Estados Unidos, que en conjunto exportan
poco mas del 95% del total mundial (Anexo 5). Los importadores estan mas diversificados
que los exportadores, pero destacan por su importancia, ademas de la India y Pakistan
paises como: Bangladesh, Espafia y Argelia, que en conjunto demandan cerca del 65%
del total mundial. En Asia el garbanzo es un producto muy demandado y consumido, a tal
grado que casi el 85% de la produccién mundial se encuentra concentrada en esa zona, y
aproximadamente el 60% de las importaciones de garbanzo, las realiza ese continente
(ASERCA, 1997; FAO, 2002).

7. PRODUCCION NACIONAL DEL GARBANZO

Las leguminosas han sido cultivadas en México desde tiempos muy remotos. Existen
evidencias de que algunas culturas prehispanicas usaron al frijol como alimento por mas
de 4,000 aftos. En el caso del garbanzo, su cultivo va intimamente ligado con la conquista
espafola. Las Antillas fue la primera region en donde los espafoles realizaron los
primeros cultivos para el establecimiento de dicha leguminosa, aunque debido a las
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condiciones y factores climaticos desfavorables dieron resultados poco alentadores. Al ser
introducido a México donde el potencial ecologico favorable fue enorme, permitié que este
cultivo se desarrollara con éxito, de tal forma que en pocos arios llegd a competir con el
producido en Espafa. La produccién comercial del garbanzo lleva mas de 50 afos en
nuestro pais. A pesar de ser un cultivo que no utiliza grandes superficies, su importancia
radica en que es un producto que se destina en mayor medida al mercado internacional.
Compitiendo en el extranjero con paises como Turquia, Canada y Australia. El garbanzo
de México se ha ubicado como el mejor del mundo, no sélo por su alta calidad, sino
también por la capacidad que ha tenido para introducir diversas variedades al mercado, lo
que le ha permitido llegar a mas de 18 paises. Sin embargo, este sector en donde
confluyen productores privados y ejidatarios a través de uniones o asociaciones, que
buscan sobre todo, las mejores condiciones para la comercializacion, han visto en el
aspecto de financiamiento, su principal problema, ubicandolos en seria desventaja, frente
a las empresas comercializadoras privadas (ASERCA, 1997; FAO, 2002).

Las variedades de garbanzo que se producen en el pais, provienen originaimente de la
regién mediterranea y asiatica. Debe destacarse que estas variedades han sido
adaptadas y mejoradas Qenéticamente, produciendo variedades con aitos rendimientos,
semilla de buena calidad para el mercado de exportacidn y resistencia a las distintas
enfermedades de pudricién de la raiz. Asi, encontramos que desde el aifo de 1961 se
iniciaron en el pals los trabajos de mejoramiento genético del garbanzo, dirigido
principalmente al garbanzo forrajero. Posteriormente, los trabajos en la variedad blanca
permitieron que se liberaran las primeras variedades mejoradas obtenidas por seleccién
individual siendo éstas: "Unidn", "Angostura”, "Culiacan 860" y "Sinaloa". Durante la
segunda parte de la década de los setenta y primera de los ochenta, se obtuvieron otras
variedades como "Surutato 77", "Sonora 80" y "Santo Domingo 82", las que ademas de
tener alto rendimiento y calidad de grano, presentan un buen nivel de resistencia al
ataque de Fusarium sp; cabe sefialar que la resistencia se obtuvo de lineas de garbanzo
forrajero, las que fueron cruzadas con variedades comerciales de garbanzo blanco. De
manera mas reciente, se liberaron nuevas variedades como "Tubatama 88", "Mocorito 88"
y "Blanco-Sinaloa 92", "Hermosillo 93" y "Pictic 93". Han sido tan exitosos los programas
de investigacion y mejoramiento genético, que cerca del 95% de la superficie nacional
sembrada con garbanzo, es de variedades generadas en el pais. En Sinaloa, principal
estado productor, la época de siembra para el garbanzo blanco es durante el periodo de
noviembre y diciembre, mientras que la cosecha es de abril a junio. De esta forma la
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produccién mexicana de garbanzo blanco sale al mercado internacional durante el
bimestre mayo-junio, a diferencia de la produccién esparfiola que aparece en julio y la
turca en septiembre, marcando una cierta ventaja. La variedad Tubutama 88: en particular
presenta un periodo de maduracién de 126 dias y una cierta tolerancia a los hongos,
causantes de la enfermedad comunmente conocida como '"rabia del garbanzo"; la
densidad de siembra es de 60 a 80 kg/ha; de la cual, el 90 % del grano es usado para
exportacion. A este respecto, México sélo ha contribuido con el 9.6% de las exportaciones
totales de garbanzo, ocupando asi el cuarto lugar mundial; a pesar de ello su participacion
en el mercado internacional ha ido en aumento, destacando a Espafia y Estados Unidos
como sus principales mercados; pero sobre todo Espafia ya que en 1994 se destiné al
mercado espafiol poco mas de la mitad de las exportaciones. Sin embargo, estudios
recientes han sefalado que México cuenta con un amplio mercado potencial para la
colocacién de su producto. De acuerdo a la Union Nacional de Productores y
Exportadores de Garbanzo (UNPEG), las exportaciones se han dirigido a distintos paises
que lo solicitan por su calidad y precio de mercado, tales como Canada, Estados Unidos,
y América Latina, podrian convertirse en importantes demandantes del garbanzo
mexicano, pero no se descarta a Francia, ltalia y algunos asiaticos como Turquia e India,
aunque en menor medida éstos ultimos (ASERCA, 1997; FAO, 2002).

8. EL REMOJO

El garbanzo para ser consumido al igual que otras leguminosas, se debe cocer. En el
proceso de coccion se presentan cambios estructurales de la lamina media ya que ésta se
fractura y se solubiliza, y gracias a esto las células se separan. De igual manera las
proteinas del citoplasma se desnaturalizan, permitiendo que se lleve a cabo la
gelatinizacion de los granulos de almidon (Stanley y Aguilera, 1985). Ahora bien, cualquier
factor previo como lo es el remojo, que modifique cualitativa o cuantitativamente los
componentes de la pared celular y/o la susceptibilidad de los granulos de almidén a la
gelatinizacion o la estabilidad térmica de las proteinas, afectara en forma importante el
proceso de coccién (Stanley y Aguilera, 1985; Bernal, 1994; Gonzalez, 1994).

Habitualmente, el remojo se ha practicado desde la antigiiledad para facilitar el consumo

humano de las semillas, entre éstas las del garbanzo, y su principal beneficio es la
disminucion de los largos periodos de coccion utilizados tanto en la preparacion
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doméstica como la industrial. Generalmente se realiza usando agua corriente, aunque la
adicién del cloruro de sodio y el bicarbonato de sodio, son sales que generalmente se
usan en el proceso tradicional de remojo antes de la coccion.

a) La importancia bioldgica de la imbibicién
Desde el punto de vista bioldégico en la mayoria de las leguminosas, una vez que la

semilla ha completado su desarrollo se inician los cambios que daran lugar al
establecimiento del reposo en las semillas; este reposo o reduccién del metabolismo se
denomina quiescencia, cuando la causa de que no germine sea fundamentalmente la falta
de agua, como en el caso de las semillas de garbanzo. El agua es el recurso clave para
iniciar los cambios fisiolégicos que conducen a la germinacién de este tipo de semillas al
llegar de manera natural al suelo. La cantidad de agua que absorbe una semilla y la
velocidad a la que lo hace, no sélo dependen de las caracteristicas de la semilla, como
son la permeabilidad de la testa, la composicidon quimica de sus reservas, el tamafo y
contenido de humedad, sino que también estan determinadas por condiciones
ambientales como la humedad del suelo, la humedad del aire y de la temperatura. En la
mayoria de las semillas, el agua penetra inicialmente por el micropilo. El proceso de
imbibicién en el que se somete a la semilla a largos periodos de tiempo, para inducir su
germinacion, se conoce comiinmente como remojo, y su accion es la de acelerar la
solubilizacién de las moléculas inhibidoras asociadas a la impermeabilidad de la testa. Las
consecuencias del remojo en la semilla son la liberacién de gases ocasionada por la
absorcién coloidal y una rapida salida de solutos tales como azucares, acidos organicos,
iones, aminoacidos y proteinas, esto ocurre por lo regular a los pocos minutos de que el
agua penetra a las células cotiledonarias. Al exponer a las semillas a largos periodos de
remojo, estas mantendran su metabolismo de manera anaerébica, y al prolongar atiin mas
el tiempo de remojo, la falta de oxigeno conlleva a la muerte de la semilla. (Derek y Black,
1994). En el frijol, las enzimas se encuentran presentes en la semilla seca, lo mismo que
su sustrato, y solo requieren de agua para reiniciar su actividad. Entre éstas enzimas se
encuentran las lipasas y las lipogenasas, que al activarse modifican a los lipidos y
producen degradacion en las membranas; de la misma manera las proteasas hidrolizan a
las proteinas produciendo péptidos de menor peso molecular y diferente estabilidad
térmica. La fitasa hidroliza at acido fitico o inositidos, al fésforo inorganico y cationes. La
pectina esterasa que hidroliza los grupos metilo de las pectinas y expone a los grupos
carboxilo; su accién en la semilla de frijol produciria un aumento en el nimero de los sitios
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y/o en la fuerza de interaccién de las pectinas con los iones bivalentes; y las peroxidasas
y enzimas asociadas que ocasionarian el entrecruzamiento de los fenoles presentes en la
pared celular. Por ultimo se manifiesta aunque no de igual manera, la actividad de las
glucosidasas y las amilasas (Bernal, 1994). Los cambios estructurales de las semillas de
garbanzo remojadas al igual que los observados en las semillas del frijol, son también el
reflejo de las actividades y reacciones de estas enzimas en cualquiera de los tratamientos
usados.

b) Preparacion domeéstica, comercial e industrial, relacionada con el
reblandecimiento

Como se sefiald con anterioridad, el remojo es el proceso previo con el que las amas de
casa preparan cominmente de manera empirica a las semillas de leguminosas para su
consumo, a pesar de esto en algunas recetas se observan interesantes recomendaciones
que se relacionan con los cambios que sufren !as semillas por la accion del remojo, y
dependiendo de las necesidades y gustos, se modifican las condiciones fisicas y quimicas
del medio de remojo, con la finalidad de obtener un producto suave y palatable (Anexo 6).
Industrialmente, por lo general las semillas de leguminosas son procesadas para
enlatarse con la finalidad de obtenerlas faciimente durante las temporadas bajas de
produccién. La practica comercial mas comun involucra la hidratacion de las leguminosas
en agua, seguida de un proceso térmico en una solucién que contiene 2% de NaCl. El
enlatado de semillas tales como el frijol (Phaseolus vulgaris), es un proceso interesante ya
que la coccién y la esterilizacion se realizan durante la misma operacion; la solucién
salina extrae mas solidos y provoca mayor reblandecimiento durante el proceso (Quast y
Silva, 1977). Pese a que antes de enlatarse las semillas son cocidas, su textura tiende a
ser variable, algunas veces haciendo dificil el control de calidad. Las soluciones en las
que son sometidas para obtener la suavidad deseada, no son por lo general difundidas
por las empresas enlatadoras, ya que cada una utiliza férmulas Gnicas en el proceso de
sus productos (Silva et al., 1981).
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9. LA ALOTROPIA, LA CELDA ALOTROPICA Y SU EFECTO EN EL AGUA.

Existen referencias respecto al efecto que causa el remojo con agua alotropizada, en la
disminucién de los tiempos de coccidn empleados para suavizar a las semillas
comestibles en general.

El término alotropia, deriva de la raiz griega: ALLOS - Cambio y TROPOS - Forma; y en
general se define como "la existencia de un elemento en mas de una forma en el mismo
estado fisico". Las diferentes formas de un mismo elemento se conocen con el nombre de
alétropos o formas alotrépicas, y como ejemplos claros de esto se encuentran los casos
del carbono, que se presenta en forma de diamante o de grafito; del fésforo, que puede
ser amarillo o rojo; y del oxigeno que puede existir como oxigeno (O3) y como ozono (O3),
entre otros. En todos estos casos la composicién quimica es idéntica, pero varia la forma
en la que se distribuyen los atomos en su estructura. Cuando la diferencia de energia
entre dos estructuras diferentes es relativamente pequefia y cuando una barrera de
energia significativamente potencial debe ser sobrepuesta para transformar uno en otro,
puede ser posible que existan ambas formas, como configuraciones estables a la misma
temperatura y presion. En tal caso, una forma sera termodinamicamente estable, en tanto
la otra es metastable, esto es tedéricamente inestable con respecto a la otra, pero inhibida
para realizar una transformacién por la barrera de potencial energético, que debe ser
superado (Brown et al.,, 1997; Mc Kelvey, 1993; Mortimer, 1983; Gray y Haight, 1983;
MacDonald y Burns. 1978).

Bajo este esquema, se fundamentan los principios del dispositivo denominado "Celda
Alotrépica”, el cual consiste de un envase cilindrico hueco hecho de latén, sellado
herméticamente y que contiene, una mezcla en pasta de polvo de magnetita y aserrin,
inmersa en una solucién de acido ascérbico (Muiioz, et al. Por publicar). Se dice que este
instrumento es capaz de generar un campo magnético homogéneo alrededor de su
superficie revestida de plata o de oro (Anexo 7). Su inventor, el Sr. Raul Patifio Cervantes
la patenté en los Estados Unidos de América con el nimero US5522992: Solution
treatment device (dispositivo para el tratamiento de soluciones, http://www.delphion.com/cgi-
bin/viewpat.cmd/US05522992 ?20UT FORMAT=pdf&MODE=fstv).

El uso que originalmente se le daba a la celda alotropica, se llevaba a cabo en las
maquinas de vapor para disminuir los daflos que sufrian las calderas y conductos por
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donde circulaba el agua que se calentaba para producir el vapor, al quitar las
incrustaciones de sarro que se formaba en las mismas. En la actualidad se ha
recomendado su uso en el cuerpo humano para sanar golpes y en |a limpieza general del
organismo. De igual manera, entre otros usos se recomienda utilizarla para evitar que las
semillas comestibles se infecten por parasitos, o bien el alotropizar agua y usarla en el
remojo para reducir los tiempos de coccidn. Se dice que el agua al alotropizarse, sufre un
cambio de los grados en la unién de! atomo del oxigeno con los dos atomos de hidrégeno
(de 104.5° a 108°), provocando mayor accién disolvente y un cambio estructural
geomeétrico de las sales y minerales, evitando el depésito de incrustaciones que forman el
sarro en las tuberias, lo que analogamente por citar un ejemplo, es la formacion de los
calculos renales en el cuerpo humano. Cabe mencionar que todas estas
recomendaciones son observaciones empiricas, ya que no sefialan alguna fuente
bibliografica que sostenga tales afirmaciones (Folleto del proveedor).

A pesar de esto, en la actualidad se tiene conocimiento de un trabajo de investigaciéon
realizado por el departamento de Fisica del CINVESTAV-IPN en colaboracién con otras
Instituciones, en el que se midié el campo magnético que una celda alotréopica generaba
en el agua destilada y el agua ultrapura. Cabe mencionar que al alotropizar ambas
soluciones, éstas tuvieron contacto fisico con la superficie de la celda alotropica, al
sumergirla durante 120 minutos, el proveedor refiere que el agua se alotropiza en unos
pocos minutos. Los autores observaron que en realidad la funcién dieléctrica del agua
alotropizada se incrementaba en las soluciones tratadas, y aiin mucho mas, cuando el
agua se calentaba y/o se agitaba (Murioz, et al., en preparacion).

10.LA SOLUCION DE ROCKLAND Y METZLER

El efecto que cominmente tienen las soluciones salinas en el reblandecimiento, apoyé al
desarrollo de un proceso para preparar semillas de frijol, entre ellas del denominado "Frijol
de Lima" (Phaseolus lunatus), y cocerlas en el menor tiempo posible obteniendo un valor
nutritivo y de digestibilidad 6ptimos, durante un periodo de 15 min o aun en un tiempo
menor de coccidén (Rockland y Metzler, 1967). Dicho proceso consistié por un lado, en
separar las testas, por infiltracion al vacio de una solucidn de sales inorganicas comunes,
compuesta por cloruro de sodio (2.5%), tripolifosfato de sodio (1.0%), bicarbonato de
sodio (0.75%) y carbonato de sodio (0.25%); y por el otro remojar y rehidratar las semillas
en la misma solucion salina. A pesar de que las razones de utilizar esta solucién fueron
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inicialmente empilricas, los resultados les permitieron corroborar que al ajustar los niveles
de cloruro de sodio y las sales totales, era posible controlar el tiempo de coccién de las
testas; la presencia del cloruro de sodio en el medio de remojo, aumenté el sabor de los
frijoles; los fosfatos y particularmente el tripolifosfato, fueron efectivos para reducir los
tiempos de coccién de los cotiledones; estos se agregaron al medio de remojo para
disociar al calcio u otro posible complejo metal-salino-protéico; los carbonatos alcalinos
controlaban el pH del medio e influyeron en el sabor y las propiedades de coccion de los
cotiledones; los agentes activos del medio de remojo facilitaron la imbibicién, propiciando
la disminucién de la rehidratacién y los tiempos de coccién de los frijoles procesados en
proporcion directa a los tiempos de remojo; paralelamente a esto, el uso de esta solucion
ocasioné la suavizacidon de las semillas. A pesar de que lograron obtener un
procesamiento exitoso y una calidad final muy aceptable, los autores no lograron
determinar el mecanismo por el cual los frijoles se suavizaron. A partir de estas
observaciones, se han realizado otros trabajos para relacionar los cambios en la
estructura de las semillas de algunas leguminosas, por el efecto de esta solucién salina
(Rockland, y Jones, 1974). Gonzalez et al. (1997), al modificar la formula de la solucion
salina de Rockland y Metzler, observaron que la microestructura de la testa y el cotiledén
del frijol negro (Phaseolus vulgaris) se modificaba al ser remojados con dicha solucién
salina. En estudios adicionales del efecto de la solucion salina modificada en la variedad
"Perla" de P. vulgaris, se obtuvieron cambios de la microestructura de la semilla del frijol
desde los inicios del remojo (Lemus et. al., 2001).

Con respecto al garbanzo, Esquivel et al. (2001; 2002), observaron también cambios en la
microestructura de los cotiledones de la variedad "Tubutama " de Cicer arietinum, al
remojar la semilla en agua alotropizada (AA) y en solucién salina (SS) de Rockiand y
Metzler modificada por Gonzalez et al. (1997); dichos cambios fueron en el tamaro y
forma de los granulos de almidén y los cuerpos protéicos; asi mismo determinaron que en
relacion a los tiempos medios de coccidn, los de las semillas remojadas en SS fueron
menores respecto al agua destilada (AD) que fue usada como solucion testigo de remojo
y el AA; ésta ultima solucién de remojo también obtuvo valores de Tsp menores que en el
AD.
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. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue determinar los cambios ultraestructurales que sufren
las células cotiledonarias de Cicer arietinum L. (garbanzo) a nivel de MET, bajo la
influencia de tres soluciones de remojo, que son el agua destilada, el agua alotropizada y
la solucion de Rockland y Metzler (modificada por Gonzalez et al., 1997).
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IV. MATERIAL Y METODO

Se obtuvieron semillas frescas certificadas de garbanzo (Cicer arietinum) de la variedad
Tubutama 88, donadas por la Productora Nacional de Semillas (PRONASE), de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPA). Las semillas se remojaron en agua destilada (AD), agua alotropizada (AA) y
solucién salina (SS), segun la formula de Rockland y Metzler (1967). El AA se obtuvo al
introducir una celda alotropica industrial en 1 It de agua destilada durante 10 a 12 min; la
SSse preparé segun la modificacién a la original, al sustituir el tripolifosfato de sodio por
el fosfato tribasico de sodio (Gonzalez et al. 1997). Los tiempos de remojo se realizaron
en 3.5, 6, 12, 24 y 36 horas en cada solucion. La testa de las semillas remojadas en cada
tratamiento, se retiré y se cortaron rebanadas de 1 a 3 mm de espesor, de la zona
periférica del cotiledén cercano a la epidermis. Las muestras de cotiledén se fijaron con
Glutaraldehido-Paraformaldehido (fijacién doble) en proporcion 3:1.5 % respectivamente,
en amortiguador de S-Collidina a una concentracion de 0.05 M y pH 7.2, durante 24 horas
a 4°C. Al fijador se le agrego sacarosa, a una concentracién de 0.06 M, como soluto para
evitar la fuerte carga osmética que ejerce en el tejido y de esta manera evitar el choque
osmotico. Después de la fijacion, se realizaron seis enjuagues con el amortiguador antes
mencionado en un periodo de 5 a 6 min cada uno. Se realizé la deshidratacion con
cambios de alcoholes graduales, de 30%, 50%, 70%, 85%, 96%, de 15 a 20 min cada
uno, y tres cambios de etanol absoluto por 20 min cada uno. Para la inclusidon de las
muestras se usé la resina LR White. Se realizo la preinélusién lenta en resinas graduales
con cambios de 25%, 50% y 75% disueltos en etanol absoluto por 24 horas en cada uno,
por ultimo se incluyé en resina pura haciendo tres cambios de una hora cada uno y se
colocaron en capsulas de gelatina durante 24 horas a 60°C para su polimerizaciéon. Se
realizaron cortes semifinos (0.5-1.5 micras) para explorar las muestras, utilizando
cuchillas de vidrio en el ultramicrotomo marca LEICA ULTRACUT R (Anexo 8); después
se hicieron cortes ultrafinos (65 a 90 nm), con cuchillas de vidrio nuevas, limpias y
desengrasadas, en el mismo aparato. Las tiras de cortes de tejido se montaron en rejillas
de cobre para microscopia electrénica de 300 mallas (mesh). El contraste se hizo por la
técnica de flotacion de las rejillas sobre una gota en cada uno de los contrastantes; en
acetato de uranilo 20 min, y en citrato de plomo 10 min. Las observaciones se realizaron
en dos MET marca ZEISS M-10, que se encuentran en el Laboratorio de Investigacion del
Instituto de Neurologia de la Secretaria de Salud, y en la Unidad de Investigacion Médica
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en Enfermedades Oncoldgicas del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional
Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social. Las imagenes observadas a diferentes
aumentos, fueron seleccionadas y expuestas sobre placas fotograficas ELECTRON
MICROSCORPE FILM, de 8.3 x 10.2 cm de la marca KODAK y en pelicula fotografica para
blanco y negro de 135 mm I1SO 100 (misma marca). Luego de revelar las placas y los
rollos fotograficos, se positivaron las imagenes en papel fotografico F-3 de KODAK.
Finalmente se seleccionaron y/o amplificaron las micrografias que permitieron la
observacion mas efectiva para el andlisis de la ultraestructura cotiledonaria en cada uno
de los tiempos de remojo.
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V. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en cada uno de los tratamientos de remojo, se han dividido en
tres secciones, la primera se refiere a los cambios ultraestructurales observados en los
cotiledones tratados con AD (testigo), la segunda a los resultados del AA; y la tercera a

los obtenidos con SS.

AGUA DESTILADA (Lamina 1)

a) La pared celular y la lamina media
En las primeras horas de remojo (3.5 horas), la pared celular se encontraba bien

organizada aunque arrugada, y la lamina media bien definida (Fig. At). A las 6 horas las
paredes celulares presentaron un aspecto semejante al del tiempo anterior (Fig. A2). A las
12 horas de remojo la pared celular perdié totalmente su conformacién, aunque en
algunas zonas se observaron paredes celulares con material fibrilar en su interior y en
otras los bordes se encontraban muy poco integrados, no se observé la lamina media
(Fig. A3 y B3). A las 24 horas de remojo, se pudo observar que las paredes celulares
estaban mejor integradas y presentaban ondulaciones, la lamina media se observa bien
definida (Fig. A4). Después de 36 horas de remojo, las paredes celulares se encontraban
bien integradas, aunque con material electrodenso, tal vez por los cambios que la
hidratacion haya ocasionado en su conformacién molecular o bien debido a la presencia
de contenido almidonoso vertido por los granulos de almidén, por tal motivo no se logré

observar la lamina media (Fig. A5).

b) Esquinas y espacios intercelulares
Se observé que en los primeros tiempos de remojo (3.5 y 6 horas), las esquinas se

encontraban mas o menos conformadas, algunas zonas contenian material y
ocasionalmente se encontraban algunos cuerpos electrodensos (Fig. B1 y B2). A las 12
horas las esquinas presentaron una conformacion irregular y contenido en su interior (Fig.
B3). A las 24 horas su conformacion era mas regular y el contenido en su interior
presentaba granulos electrodensos (Fig. B4). A las 36 horas, las esquinas ya se
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encontraban conformadas por paredes celulares destruidas y sin rastros de contenido
(Fig. B5).

¢) Los granulos de alimidon
Con respecto a los cuerpos almidonosos, a las 3.5 horas de remojo se observaron

espacios huecos con un halo y una sustancia electrodensos a su alrededor,
probablemente ocupados por granulos de almidén, y que debido a que el material ain no
se encontraba bien hidratado (estado vitreo) no se pudieron observar en los cortes; como
dato adicional, se observé que durante la obtencién de los cortes ultrafinos, un polvo
blanquecino se quedaban en la cuchilla de vidrio, tal vez debido a que se desprendian los
granulos por no estar bien hidratados (Fig. C1). Después de 6 horas se observaron
granulos totaimente ovalados y con un halo a su airededor (Fig. C2). A las 12 horas se
presentaban cuerpos con membranas nitidas que incluso se desprendian de los bordes
formando huecos, junto a ellos se aprecidé una sustancia electrodensa en el citoplasma
que probablemente era contenido de origen almidonoso (Fig. C3). A las 24 horas los
cuerpos se observaron mejor, presentaban membranas transllcidas, que en algunas
zonas formaban pliegues en los bordes, ademas sobre el citoplasma cercano a estos, se
observé también un halo electrodenso, que probablemente era parte del contenido de
estos granulos (Fig. C4). En el ultimo tiempo de remojo (36 horas), se observaron grandes
granulos electrotransparentes, deformados y el citoplasma a su alrededor se encontraba
muy electrodenso. Esto se pudo haber suscitado debido a que el contenido almidonoso de
los granulos reacciond por accién del remojo, y se virtid en las zonas préximas a ellos
(Fig. C5).

d) Los cuerpos protéicos
Durante las primeras horas del remojo (3.5 horas), se observaron algunos pequerfios

cuerpos esféricos poco electrodensos que probablemente corresponden a los cuerpos
protéicos. Ocasionalmente estaban presentes algunas cisternas con granulillos
electrodensos en la cara interna de sus bordes (Fig. D1), probablemente el reticulo
endoplasmico rugoso (RER). A las 6 horas de remojo, se observaron mejor organizados
los cuerpos protéicos que contenian material mas electrodenso (Fig. D2); esto coincide
con las pruebas histoquimicas de Azul Negro de Naftol para proteinas observadas en
cotiledones de garbanzo remojados en AD mediante MO (Garduiio, comunicacion
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personal);. Después de 12 horas de remojo, los cuerpos protéicos presentaron una
estructura similar al tiempo anterior (Fig. D3). A las 24 horas de remojo, se observaron ya
los cuerpos protéicos bien formados y muy electrodensos, adicionalmente presentaban
una zona interna electrotransparente que ocasionalmente presentaba un granulo
electrodenso alojado en su interior, probablemente formando al globoide que es una de
las subestructuras tipicas de los cuerpos protéicos (Fig. D4). En el dltimo tiempo de
remojo (36 horas) se observdé que las vesiculas electrotransparentes carecian del
globoide electrodenso y eran de mayor tamafio, e incluso se observé mas de una vesicula
en un solo cuerpo protéico, en este tiempo de remojo probablemente se lieve a cabo la
autolisis del material de estos organelos, cuyo significado biolégico sea el inicio del
aprovechamiento de los recursos protéicos, por el embrién (Fig. D5).
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LAMINA 1. Micrografias del cotiledén del garbanzo Cicer arietinum; remojo con agua destilada (testigo).

C1 (5100x)

A1 (8500x) B1 (4370x) D1 (7650x)
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Figuras: A- Pared celular, (PC). B-Esquina (E). C- Hueco de/o granulo de almidén. D- Citoplasma (C) y Cuerpos Protéicos
(cp)., pared celular, secundaria (PC2); lamina media (Necha); granulos electrodensos (ge); Halo (M);, cisternas de RER (cabeza de
fiecha); globoide (G); matriz protéica {mp); Vesicula electrotransparente (v). 1(3.5h); 2 (6h); 3 (12h); 4 (24h) y 5 (36h)
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AGUA ALOTROPIZADA (Lamina 2)

a) La pared celular y la lamina media
A las 3.5 horas de remojo, las paredes celulares se encontraban destruidas por el proceso

de inclusién y corte, en algunas zonas las paredes celulares se observaron muy
electrodensas, esto probablemente debido a que las macromoléculas que conforman las
fibras de celulosa, se encontraban muy duras en este tiempo de remojo debido al estado
vitreo de la semilla, la lamina media estaba poco organizada, ademas de que la
electrodensidad de las paredes no permiti6 su adecuada observacion (Fig. A6). En el
siguiente tiempo de remojo (6 horas), ya se pudieron observar paredes celulares bien
organizadas aunque con ondulaciones, la lamina media se encontraba muy bien
organizada (Fig. A7). Al observar los cambios en las 12 horas de remojo, las paredes
celulares estaban rotas, ocasionaimente se observé la lamina media (Fig. A8). En el
tiempo correspondiente a 24 horas de remojo, las paredes celulares estan mejor
integradas y con zonas engrosadas, ocasionalmente las paredes estan muy
electrodensas. La lamina media esta bien definida (Fig. A9). En el tltimo tiempo de remojo
(36 horas), la pared celular esta bien integrada aunque muy electrodensa, por este motivo
la lamina media no se pudo observar. Las zonas electrodensas en las paredes celulares
tal vez sean ocasionadas por los cambios en la conformacién de las moléculas de las
paredes celulares o bien debido a la salida del contenido almidonoso de los granulos de
almidon (Fig. A10).

b) Esquinas y espacios intercelulares.
Al inicio del remojo (3.5 horas), se observaron pocas esquinas por lo dificil de la obtencién

de los cortes en este tiempo, y se encontraban con o sin contenido (Fig. B6). A las 6 horas
las paredes celulares cercanas a las esquinas que conforman los espacios intercelulares
estaban bien organizadas. Los espacios presentaban contenido en su interior (Fig. B7). A
las 12 horas los espacios que se originaron por la separacion de la lamina media
presentaban contenido y ocasionalmente no lo presentaban (Fig. B8). En el remojo de 24
horas, las esquinas presentaban contenido granular y las paredes celulares contiguas
eran gruesas y electrodensas (Fig. B9). Finalmente a las 36 horas de remojo las esquinas
no poseen contenido y las paredes celulares proximas, eran mas gruesas y electrodensas
respecto a los tiempos de remojo anteriores (Fig. B10).
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c) Los granulos de almidén
A las 3.5 horas de remojo debido al estado vitreo de la semilla, se dificultd la observacién

de los granulos de almidon, se observaron grandes cuerpos ovalados
electrotransparentes que ademas presentaban a su alrededor un halo electrodenso (Fig.
C6). A las 6 horas los granulos de almidon se pudieron observar mejor, aunque no
presentaban halo solo sustancia electrodensa en su interior y a su alrededor (Fig. C7). A
las 12 horas el material fue dificil de cortar, tal vez debido a que estaba mas reblandecido,
se observaron huecos con algo de sustancia electrodensa a su alrededor (Fig. C8). A las
24 horas se encontraron granulos electrotransparentes sin presentar halo, solo poca
sustancia electrodensa a su alrededor (Fig. C9). A las 36 horas los granulos de almidén
eran de forma irregular ya que habia algunos muy alargados, de igual manera se observé
sustancia electrodensa en el citoplasma (Fig. C10).

d) Los cuerpos protéicos
A las 3.5 horas los cuerpos protéicos no estaban definidos, se observaron granulos

electrodensos de la matriz protéica del citoplasma (Fig. D6), esto tal vez se debid
principalmente por el estado vitreo de Ia semilla. A las 6 horas los cuerpos protéicos aun
no se encontraban bien definidos, aunque hay huellas de su reorganizacion, ya que en el
citoplasma se observan algunos cuerpos esféricos con interior poco electrodenso (mas
claro), y junto de ellos se hallaban cisternas de RER, con granulos mas pequefios y mas
electrodensos. Las observaciones en este tiempo son muy similares a lo hallado en el
remojo después de 12 horas con agua destilada (Fig. D7). A las 12 horas por la dificultad
en la obtencion de los cortes, los cuerpos proféicos no se pudieron observar ya que no se
distinguen en la misma matriz citoplasmica, esto es un indicio de que el AA tiene un efecto
reblandecedor en la semilla (Fig. D8). Hasta las 24 horas es que los cuerpos protéicos se
observan mejor integrados con contenido electrodenso, aunque sin subestructuras en su
interior. Los cuerpos protéicos se encuentran perfectamente delimitados y algunos
presentan particulas mas electrodensas en su interior (Fig. D9). A las 36 horas los
cuerpos protéicos estaban bien conformados y electrodensos, y aunque no se observé el
globoide, se presentaron zonas de autolisis por algunas vesiculas electrotransparentes en
el interior de los cuerpos protéicos (Fig. D10).
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LAMINA 2. Micrografias del cotiledon de garbanzo Cicer arietinum; remojo con agua alotropizada

I, VR
A7 (7240x)

A.- Pared celular (PC) B.-Esquina (E) C.~ Hueco de/o granulo de almiddn D.- Cuerpos Protéicos (cp). PC2, pared celular
secundaria secundaria; C, citoplasma; flecha, ldmina media. ge, granulos electrodensos; se, sustancia electrodensa; H, halo
electrodenso; mp, matriz protéica; C, citoplasma; cabeza de flecha, cisternas de RER. 6 (3.5h); 7 (6h); 8 (12h); 9 (24h) y 10
(36h)
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SOLUCION SALINA (Lamina 3)

a) La pared celular y la lAamina media
A las 3.5 horas de remojo las paredes se encontraban bien integradas, gruesas, y muy

electrodensas tal vez debido a los cambios en la conformacién de polisacaridos en la
pared al entrar en contacto con las sales inorganicas de la solucién, o bien debido al
contenido vertido por los granulos de almidén en las paredes celulares y en el citoplasma,
por este motivo no se pudo observar la lamina media (Fig. A11). A las 6 horas las paredes
ya no estaban tan electrodensas, aunque presentaban ondulaciones y separaciéon de la
membrana plasmatica; la lamina media no estaba bien definida (Fig. A12). A las 12 horas
las paredes celulares presentaron una serie de canales electrodensos posiblemente
ocasionado por el material vertido por los cuerpos almidonosos; habia separaciones bien
definidas de la lamina media creando grandes espacios intercelulares (Fig. A13). A las 24
horas las paredes eran gruesas y electrodensas, en algunas zonas la pared celular
presentaba grandes ondulaciones hacia el citoplasma y habia paredes celulares-
separadas de la membrana plasmatica; las paredes celulares se encontraban muy
deterioradas debido tal vez al reblandecimiento por la accion de las sales en el material
glucoprotéico de la pared celular (Fig. A14). A las 36 horas las paredes celulares eran
gruesas y deformadas, con material electrodenso en algunas zonas; habia también
destruccion masiva de paredes y en varias zonas se presentan grandes ondulaciones
hacia la membrana celular, la lamina media se encontraba deformada, y solo se
observaron sus rastros en algunas zonas (Fig. A15).

b) Esquinas y espacios intercelulares
A las 3.5 horas los espacios intercelulares poseen poco contenido aunque presentan

algunos cuerpos electrodensos en su interior. A las 6 y 12 horas los aspectos son muy
parecidos, ya que en ambos tiempos se presentan espacios intercelulares con poco
contenido, mas bien son espacios de aire originados por la destrucciéon de células (Figs.
B12 y B13). A las 24 y 36 horas ya no fue posible la observacion de espacios
intercelulares.
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c) Los granulos de almidon
En todos los tiempos de remojo se observaron granulos amorfos rodeados por un halo y

ocasionalmente con material electrodenso en su interior; ademas siempre se encontraban
muy cercanos a la pared celular, adicionalmente se observé material electrodenso en la
matriz citoplasmica préxima a los granulos almidonosos. Los cambios observados en la
forma de los granulos de almidén desde las 3.5 horas ocurren de igual manera en otras
estructuras celulares cotiledonarias como lo son la pared celular y los cuerpos protéicos
(Figs C11 a C15).

d) Los cuerpos protéicos
Al igual que los granulos de almidén, los cuerpos protéicos ya presentaban grandes

cambios desde los primeros tiempos de remojo, se observaron granulos electrodensos en
su interior y algunas vesiculas electrotransparentes de autolisis; esto sugiere que la
accién de la SS sobre los cuerpos protéicos y en general la matriz citoplasmatica presenta
destruccién que se observé también desde las 3.5 horas de remojo; en este y en los
- tiempos avanzados del tratamiento, la coalecencia de los cuérpos protéicos es muy
- similar (Figs D11- D15). A las 24 y 36 horas a pesar de que la coalecencia de los cuerpos
protéicos es muy parecida con los tiempos anteriores, se observé que la matriz proteica
presentaba multivesiculas con cuerpos electrodensos en su interior; ademas se
observaron cuerpos con contenido espiralado parecido a los cuerpos mieloides en el
citoplasma (no mostrado aqui).

31




LAMINA 3. Micrografias del cotiled6n de garbanzo Cicer arietinum; remojo con solucién satina
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A.- Pared celular (PC). B.-Esquina (E). C.- Hueco de/o granulo de almidén. D.- Cuerpos Protéicos (cp). €, citoplasma; flechs,
lamina media. se sustancia elecirodensa; H, halo electrodenso;. C, citoplasma; cabeza de flecha, multivesiculas; Ccp,

coalescencia de cuerpos protéicos. 11 (3.5h); 12 (6h); 13 (12h); 14 (24h) y 15 (36h)
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VIi. DISCUSION.

La textura de las semillas de las leguminosas se atribuye principalmente a los cambios
microestructurales de éstas. La textura de la semilla del garbanzo bajo tratamiento para
reblandecerla al igual que en otras leguminosas, es una consecuencia directa del arreglo
de los componentes estructurales determinados por la composiciéon quimica de la semilla,
ocasionado por los diferentes procesos de preparacién, entre estos el remojo y la coccioén,
siendo ademas una caracteristica importante para su consumo (Stanley y Aguilera, 1985;
Esquivel et al., 1992, 2001 y 2002; Gonzalez et al., 1997; Clemente et ai. 1998; Berrios et
al., 1999; Brito et al. 2000; Klamczynskaet al. 2001).

Los resultados del efecto que el AD, el AA y la SS sobre la ultraestructura de los
cotiledones de las semillas de garbanzo fresco en el presente trabajo, se encuentran
resumidos en la tabla 4 (Anexo 9). Las observaciones obtenidas, demuestran que en el
remojo se presentan cambios que contribuyen con el reblandecimiento previo a la coccién
de las semillas, y que estos fueron ocasionados por la accién del remojo de las soluciones
usadas, en distintos tiempos y a temperatura ambiente.

Existen pocos trabajos que detallan la ultraestructura de las semillas de leguminosas
(Pernollet, 1978; Varriano-Marston y Michael, 1981; Hara-Nishimura et al., 1999; Hsieh et
al., 1999), debido tal vez a los obstaculos a los que se deben enfrentar para la obtenciéon
de los cortes ultrafinos; ademas, las propiedades naturales de estas semillas. tales como
el contenido inicial de agua y los mecanismos de proteccion presentes durante la
dormancia como lo es el estado vitreo, son factores importantes que hay que tomar en
cuenta en un analisis adecuado por el MET.

En el presente estudio, 1a obtencion de los cortes de las muestras de cotiledones frescos
de garbanzo remojados con AD y AA fue dificil sobre todo en los primeros tiempos de
remojo (3.5 y 6 horas); aqui la lamina media era mucho mas estable que las paredes
celulares, por lo que la fuerza aplicada por el uitramicrotomo para cortar el tejido, fue
mayor. En otro trabajo se midio la fuerza necesaria para cortar semillas de la leguminosa
cominmente nombrada "judia" (Vigna unguiculata), dicha fuerza disminuyé en proporcién
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al tiempo de remojo; los autores manifestaron que esto depende del contenido inicial de
humedad de la semilla y el grosor de la testa, ademas mencionaron que hubo una
reduccién de la fuerza aplicada que puede estar relacionada a la rapida absorcidén del
agua por la semilla (ésta alcanzé un equilibrio a partir de las 12 horas de remojo), asi
mismo observaron que el rango de absorcién del agua por parte de los componentes de la
semilla remojada es muy lento y hubieron muy pocos cambios en la textura al alcanzar el
punto de saturacion (Sefa-Dedeh et al.1978). Este equilibrio, coincide con estudios
previos acerca de la imbibicion de semillas de frijol (Esquivel et al,, 1992, 2001, 2002;
Gonzalez et al.,, 1997; Lemus et al.,, 2001) y semillas de garbanzo remojadas en AD
(Clemente et al.,, 1998; Klamczynska et al. 2000; Gardufio, datos no publicados), en
donde la hidratacion de dichas semillas alcanza un punto de equilibrio (curva de
hidratacién), después de las 12 horas (Anexo 10). Paralelamente las observaciones de la
ultraestructura de las semillas de garbanzo en el presente trabajo, corroboraron el
comportamiento de imbibicion durante el remojo en AD antes descrito, en donde ademas
la pérdida paulatina del estado vitreo de las células cotiledonarias del garbanzo
ocasionado por el reblandecimiento, facilitd la obtencion de los cortes y la observacién de
la ultraestructura en general (Herman et al. 1981; Chrispeels y Herman, 2000). Los
cambios en la ultraestructura cotiledonaria provocados por su reblandecimiento indicaban
que conforme transcurrio el tiempo de remojo, la interaccion de las moléculas de agua
con los componentes estructurales del cotiledén, permiti6 que se llevara a cabo la
actividad de ciertas enzimas (Bernal, 1994).

En un analisis previo de la microestructura de semillas de frijol comun (Phaseolus
vulgaris), remojadas en AD y analizada a nivel de MO, se reporté que tanto en semillas
secas como en semillas hidratadas, las paredes tienden a romperse cuando se les aplica
una presion, provocando con esto que el contenido celular se vierta al medio (Kon, 1979);
sin embargo, al confrontar estos resultados con las observaciones de la ultraestructura del
garbanzo difieren, ya que a este nivel no se presenté tal situacion y sélo se detectaron
regularmente cambios en la forma de las paredes, en algunas zonas éstas estaban
plegadas aunque bien conformadas; ocasionalmente se exhibieron separaciones de la
membrana plasmatica, pero al parecer esto no se debié a la ruptura de las paredes, sino
mas bien a que las células cotiledonarias aun no se hidrataban por lo que éstas
mantuvieron el estado vitreo natural de las semillas. Se puede considerar que estas
diferencias sean por el proceso de preparacién de las muestras o mejor aun a las técnicas



de fijacién, deshidratacion, inclusién y de corte, ya que en otras investigaciones realizado
para el analisis de cotiledones de frijol y de garbanzo remojados en AD por MO, mediante
una técnica similar a la usada en este trabajo, no reportaron la presencia de paredes
celulares rotas (Esquivel et al., 1992, 2001, 2002; Tovar, 1997; Gardurio, sin publicar).

De igual manera, Varriano-Marston y Michael (1981), realizaron un estudio por el cual
detallaron los cambios microestructurales y ultraestructurales en semillas frescas y
almacenadas de P. vulgaris remojadas en 3H20 (agua pesada o radioactiva 0.66 uCi/ml).
En los cambios ultraestructurales, estos autores pudieron identificar claramente a la pared
celular y algunas zonas del plasmalema; la hidratacién del mismo modo provocdé cambios
en los cuerpos protéicos (hinchamiento) y fueron claramente visibles, ademas observaron
que los cuerpos protéicos estaban rodeados por numerosos microcuerpos con una
membrana sencilla y con inclusiones densas en su interior. Con respecto a los
microcuerpos que estos autores detallan, es muy probable que formen parte de vesiculas
membranosas derivadas del Reticulo Endoplasmico Rugoso (Herman et al. 1981;
Chorasispeels y Herman, 2000; ). Estas observaciones, concuerdan en parte con las -
realizadas en este trabajo, ya que efectivamente al irse incrementando ia hidratacion de
los cotiledones del garbanzo en los tratamientos con AD y AA, se facilitd la observacion
de los cuerpos protéicos, los cuales aumentaban de tamario y eran mas electrodensos al
trancurrir el remojo. En las semillas remojadas con AD, la ultraestructura de los cuerpos
protéicos se pudo apreciar mejor a las 24 horas, ya que incluso se logré observar
ocasionalmente una subestructura semejante al globoide, descrito en los cuerpos
protéicos de los tejidos de reserva de otras plantas. De acuerdo a Pernollet (1978), no se
ha reportado la existencia de inclusiones como lo son el globoide y el cristaloide; en los
cuerpos protéicos de los cotiledones de la mayoria de las leguminosas, este autor sugiere
que el acido fitico y la mayoria de los cationes de estas semillas, se encuentran unidos a
la matriz protéica homogénea de los cuerpos protéicos. Obviamente los resultados
obtenidos en el presente estudio, no corroboran lo manifestado por este autor respecto a
la ausencia del globoide en las leguminosas, ya que ademas de haberse observado esta
subunidad dentro de una zona electrotransparente del cuerpo protéico, en otras areas se
observaron también vesiculas autoliticas electrotransparentes bien zonificadas, lo que
sugiere que la accién hidrolitica se inicia en algun lugar determinado del cuerpo protéico.
Nuestros resultados concuerdan con los trabajos de Hsieh et al. (1999), apoyados en los
estudios de Lott y Buttrose (1977), quienes corroboraron la presencia de una gran
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inclusidon electrodensa, dentro de una zona irregular electrotransparente de la matriz de
los cuerpos protéicos de algunas leguminosas, a la cual reconocieron como el globoide,
en contraste con el estudio arriba citado de Pernollet. En este rubro, seria de interés
confirmar estos resultados por medio de analisis citoquimicos adicionales,

En el analisis de los cotiledones de garbanzo tratados con AA, se reveld que en general la
- ultraestructura guarda un comportamiento muy semejante a la del testigo (tratamiento con

i - AD), aunque al parecer el aumento en el efecto dieléctrico del agua provocado por la

élotropia (Muroz, et al., datos por publicar), ocasionaron cambios en un tiempo anterior
respecto al AD, como bien se puede apreciar en las Figuras A3 y A7 (remojo en AD, 12
horas y AA, 6 horas respectivamente), en donde se observé un aspecto similar, lo que
sugiere que la imbibicion de las semillas de garbanzo en AA podria ser mas rapida que en
AD y de igual manera esto afectaria al proceso de cocciéon. Estas observaciones se
corroboraron indirectamente, mediante el estudio realizado por Gardufio (comunicacion
personal) en donde se obtuvo la curva del tiempo medio de coccion (T-50) de las semillas
remojadas en AA, que a diferencia de las tratadas con AD, se cocieron en un menor
tiempo (Anexo 11). Sin embargo, los hallazgos observados en el mismo estudio por medio
de MO, en donde los cotiledones de garbanzo remojados en AA presentaron paredes
celulares destruidas y aparentes separaciones de la ldmina media, no coincidieron con las
observaciones a nivel ultraestructural del presente trabajo, ya que se reveldé que tales
separaciones, eran mas bien destrucciones de las paredes celulares; que al inicio del
remojo, se debieron muy probablemente al estado vitreo y en tiempos posteriores (a partir
de las 12 horas), tal vez a que el tejido ya estaba mas hidratado. Adicionalmente a esto, la
estabilidad del cemento lamelar se conservé tanto en AD como en AA sin sufrir efecto
alguno por el remojo, ya que la lamina media se pudo observar bien estructurada y al
igual que otros autores, se considera que las sustancias pécticas se solubilizan por accion
de otros tratamientos como lo son el térmico durante el proceso de coccion, o el quimico
durante el remojo con soluciones salinas (Stanley y Aguilera, 1985; Esquivel et al., 1992,
2001 y 2002; Clemente et al. 1998; Berrios et al., 1999; Brito et al. 2000; Klamczynska et
al., 2001).

En general y al igual que en otros trabajos sobre las reacciones de transferencia del agua

en las semillas de garbanzo, las diferencias observadas entre las células cotiledonarias
secas e hidratadas en AD asi como en AA en el presente estudio, se lograron apreciar
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claramente y fue un indicio de que la penetracién del agua en la semilla se hizo de
manera uniforme desde las epidermis hacia el centro del cotiledon (Sayar et al., 2000). En .
los resuitados observados de las células cotiledonarias del garbanzo remojadas en AA en
este trabajo, sugieren que este método puede ser usado como otra alternativa efectiva
para reblandecer a las semillas antes de cocerlas.

Paralelamente a la interaccion del agua con las enzimas de las células cotiledonarias
durante el remojo, el contenido de minerales en las semillas de las leguminosas, también
ha sido considerado como un factor importante que afecta a la textura (Crean y Haisman,
1963; Chang, 1977; Ganesh et al., 1978; Kon, 1979; Varriano-Marston y De Omana, 1979;
Varriano-Marston y Michael, 1981; Berrios et al., 1999). Como ya se detallé con
anterioridad, las semillas de garbanzo principalmente contienen P, K, Ca, Mg y en menor
proporcién Zn, Cu, Fe y Mn, (Jambunathan y Singh, 1981); y a pesar de que la testa
presenta un alto contenido de Ca, Hung et al. (1993), han sugerido que ésta no es una
barrera relevante que afecte la absorcién del agua en las semillas de garbanzo.

Debido a que los cambios en la estructura de las semillas de las leguminosas parecen ser
provocados por la interaccion de las moléculas de las soluciones de remojo, con las
biomoléculas y los minerales que integran a las paredes celulares y otros organelos, en el
presente trabajo también se analizaron los cambios en la ultraestructura de los
cotiledones de garbanzo por efecto de la solucion salina (SS) de Rockland y Metzler
(1967) modificada por Gonzalez et al., (1997), quienes recomiendan esta solucién para
disminuir de manera significativa el tiempo de coccidon de las semillas de algunas
leguminosas; y cuya accion parece estar muy relacionada con la intervencién de los

minerales contenidos en la semillas.

Tal y como se mencioné en los antecedentes, la SS es una mezcla de sales utilizada para
obtener semillas cocidas en un menor tiempo ("quick cooking beans"). La mayoria de los
resultados reportados a la fecha se han obtenido en frijoles de lima (P. /unatus), aunque
existen también resultados del remojo de P. vulgaris que es una semilla importante en la
dieta de los mexicanos y otros paises latinoamericanos. A pesar de esto, los cambios
estructurales ocasionados por la SS no han sido claramente identificados, aunque se han
realizado algunos trabajos donde se analizaron los cambios que esta solucién ocasiond
en la microestructura de algunas leguminosas, por medio de MO y MEB (Rockiand y
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Jones 1874; Hahn et al.,, 1977; Rockland et al.,, 1977). En estos trabajos, los autores
encontraron que la estructura y apariencia de las semillas tratadas con SS, no mostraron
grandss diferencias al compararse con semillas remojadas en AD; en ambos tratamientos
oz zambios estructurales encontrados a nivel de MEB, fueron la presencia de paredes
cehutares regularmente rotas y granulos de almidén esféricos empaquetados en una
estructura en forma de panal, ademas observaron que los espacios entre los granulos
eran ocupados presumiblemente por una matriz proteica de particulas irregulares, aunque
en los resultados obtenidos por medio de MO, dicha matriz parecia un poco mas granular
en la muestra remojada en SS y no lograron distinguir los limites entre las paredes de las
celulas adyacentes, pues parecian estar continuas con la lamina media, excepto entre las
esguinas formadas por tres o mas células. Estos resultados no concuerdan del todo con
los oiienidos en el presente trabajo, ya que a nivel ultraestructural se observo que el

aspecle entre las células de los cotiledones de garbanzo remojado con AD y SS son muy
diferentes; de igual manera se observé que en algunas zonas las paredes se encontraban
muy deformadas e incluso rotas, aunque lo mas significativo fue el hecho de que
ccasinnalmente la lamina media de algunas paredes si se separo, tal vez a que la SS

. probablemente a las sustancias pécticas. En otra investigacion sobre el remojo de

)

¥

semiilas de garbanzo en soluciones salinas carbonatadas, Clemente et al. (1998),
sugirieron que esto se pudo deber principalmente, a la posible interaccién de los iones
carbonato de esas soluciones con los biopolimeros de las células cotiledonarias, lo que
provoco el aumentd en la solubilizacién de la pectina de 1a lamina media.

Variiano-Marston y De Omana (1979), propusieron algunos mecanismos por los que se
pudieron presentar los cambios microestructurales en frijol negro (P. vulgaris), en semillas
que remojaron por separado con cada sustancia que compone a la solucién formulada por
Rockiand y Metzler, y que es lo que puede ocurrir en las semillas de garbanzo estudiadas.
Estos autores expresaron que la absorcion de agua por las semillas, estaba determinada
por el pH (alcalino) inicial de las soluciones y que este disminuye durante el remojo a
causa de la ionizacién de los componentes celulares. Por otra parte, también explicaron
que los cationes divalentes como el Mg, juegan un papel importante en la estructura de
las sustancias pécticas, y que el flujo de iones se ve alterado debido a que las semilias
pueden ganar o perder minerales; propusieron ademas, que los iones son redistribuidos
entre la estructura celular. Igualmente, sugirieron que el Na participaba activamente en el
intercambio de iones con el K y el Mg, uniéndose finalmente al cemento celular y a los
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cuerpos protéicos. Manifestaron también que la pérdida de Mg por parte de las sustancias
pécticas, podria estar implicada cuando los cuerpos protéicos mostraban un incremento
en la unién de este i6n tal vez ocasionado por la quelacion de la fitina durante el remojo
con NasP3049; de igual manera el nivel de P en el cemento intercelular y los cuerpos
protéicos, aumentd con las soluciones de sales en general. Propusieron que esto pudo
ser ademas un factor importante en el subsecuente reblandecimiento logrado durante la
coccidn, ya que el intercambio idnico provocd la facil solubilizacién de las sustancias
pécticas y debido a los puentes de hidrégeno resultantes, fueron facilmente separados por
la accién del calor. Sin embargo, y por el contrario, ellos observaron que en las semillas
remojadas con agua corriente y agua desionizada, las células perdieron cantidades
significativas de Na y de sustancias pécticas que se relacionan directamente con la
pérdida de Mg y K. Finalmente estos autores apoyaron el hecho de que en las semiilas
remojadas en SS, se llevé a cabo una mayor pérdida de iones que incluso durante el
proceso de coccidn. En el presente trabajo es muy probable que la solubilizacién de las
sustancias cementantes de la lamina media por el efecto del intercambio iénico, haya
provocado la separacion de la ldmina média de las células cotiledonarias del garbanzo
durante el remojo en SS, sin embargo seria de utilidad la realizacién de pruebas
citoquimicas adicionales que corroboren la accién de los iones sobre los cambios en la
ultraestructura de la lamina media.

Un acontecimiento relevante observado en el presente trabajo, fue que a diferencia de los
otros tratamientos con AD y AA, la obtencidn de los cortes ultrafinos en las muestras de
cotileddn tratadas con SS no presenté dificultad alguna y los cambios de la ultraestructura
fueron evidentes desde las 3.5 horas de remojo; al parecer esto fue debido posiblemente
a que el estado vitreo de las semillas de garbanzo se perdié a los pocos minutos de
remojo con esta solucion en particular y cuyos componentes interactuaron con las
estructuras cotiledonarias.

Un factor que limita la calidad de los valores nutritivos de los cereales y las leguminosas
que ha sido considerado por varios autores, es la interaccion que presenta el acido fitico
con las proteinas, las vitaminas y algunos minerales. Los fitatos interfieren con el
metabolismo de los minerales, creando una fuente de inositol y fosfato inorganico ai
hidrolizarse, aunque por otro lado se ha demostrado que la presencia de iones libres de
fitatos, no pueden prevenir el deterioro en la textura ocasionado por los iones Ca y Mg, ya
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que estos también intervienen con otros componentes celulares como lo son las
proteinas, el acido urénico contenido en la pared celular y las pectinas poco esterificadas
de la lamina media de las semillas. Por tal motivo, un alto nivel de fitato en las semillas
solamente aminora los efectos de las aguas duras (compuestas por Ca y Mg), sin tener
una gran influencia sobre la textura de la semilla (Crean et al., 1963; Chang, 1977); en el
caso de las semillas almacenadas en condiciones adversas, los fitatos si repercuten de
manera negativa en la textura de las semillas provocando su endurecimiento (Michael y
Varriano-Marston, 1981; Hussain et al., 1989; Hentges et al., 1991; Liu et al., 1992). Las
observaciones en el presente trabajo sugieren que es muy probable que el efecto de
estas sustancias, hayan ocasionado en parte, la presencia de algunas zonas
electrodensas en las paredes celulares y el citoplasma de los cotiledones del garbanzo,
aunque la utilizacién de un andlisis cuantitativo mas preciso corroboraria tal efecto en la

ultraestructura de las semillas de garbanzo.

Con respecto a las observaciones de la ultraestructura los granulos de almidén, al parecer
en los cotiledones remojados en AD y AA, esta se modificé muy poco. Al inicio del remojo
en AD (3.5 horas), los granulos no pudieron ser observados debido al estado vitreo como
se menciond con anterioridad, ya que al realizar los cortes, los granulos probablemente
fueron extraidos en su totalidad dejando solo huecos en el citoplasma, esto coincide con
lo propuesto por Stanley y Aguilera (1985), sobre la resistencia que estos componentes
celulares de las leguminosas presentan al hinchamiento y a la ruptura. Conforme
transcurrié el tiempo de remojo, estas estructuras se pudieron observar mejor; al parecer
esto fue en parte gracias a la pérdida paulatina del estado vitreo, ya que se observaron
mejor a partir de las 12 horas. La electrodensidad observada en la pared celular y el
"citoplasma durante los Gltimos tiempos de remojo en ambas soluciones (a las 36 horas),
asi como en la forma y tamano de los granuios de almidén y de los cuerpos protéicos,
sugiere la interaccion de algunas enzimas con las.biomoléculas de estas estructuras.

Paralelamente a los cambios antes descritos, durante el remojo también se lleva a cabo la
solubilizacion de azlcares. Sanchez-Mata et al. (1999), determinaron el contenido total de
azucares en semillas de garbanzo remojadas en agua, encontrando que solo los azticares
mas solubles como lo son los monosacaridos y disacaridos tales como la fructuosa y la
sacarosa respectivamente fueron los mas abundantes; respecto a la glucosa, la ribosa, la
galactosa y la maltosa, las encontraron en menor proporcién, al igual que la estaquiosa y
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la rafinosa. Tales hallazgos proponen el efecto que el agua de remojo tiene sobre el
contenido de carbohidratos en las estructuras cotiledonarias, y es muy probable que en la
ultraestructura de los cotiledones descrita en el presente trabajo, estas sustancias
provoquen la presencia de algunas zonas electrodensas observadas como un efecto
“pregelatinizante” de los granulos de almidén.

Como se menciond anteriormente y a pesar de que varios autores coinciden en que el
proceso de gelatinizacién se presenta solo durante la coccion de las semillas a
temperaturas elevadas (a partir de los 40°C), los cambios en la forma y tamafio de los
. ~granulos de almidén, han sido también considerados como caracteristicas de dicho
proceso (Silva et al.,, 1881; Stanley y Aguilera, 1985; Bernal, 1994; Gonzalez De La
Concha, 1994; Hsieh et al., 1999; Klamczynska et al., 2001). En el caso de las semillas de
garbanzo tratadas con SS en el presente trabajo, se observé que los granulos de almidén,
a comparacion de las semillas remojadas con AD y AA, presentaron cambios en su forma
y tamaiio, y estaban rodeados ademas por un halo mas electrodenso desde los primeros
tiempos de remojo (3.5 horas); ademas de esto, se presentaron grandes zonas
electrodensas tanto en las paredes celulares como en el citoplasma. Estas observaciones
sugieren que la interaccion de las moléculas de la SS, provocaron algun efecto en la
ultraestructura de los granulos de almidéon, ocasionando tal vez que su contenido se haya
vertido al citoplasma y posteriormente se'hubiese desplazado hacia las paredes celulares
de los cotiledones. Ademas la electrodensidad de la ultraestructura cotiledonaria del
garbanzo observada aqui, supone también la presencia de otras sustancias que podrian
ser determinadas por medio de analisis citoquimicos; gracias a los resultados de las
observaciones a nivel de MO realizadas por Gardufo (comunicacion personal) en semillas
de garbanzo remojadas en SS al aplicarles las pruebas de APS (para detectar
polisacaridos insolubles) y azul negro de naftol (para detectar proteinas), se puede
esperar con mayor probabilidad que la SS pueda provocar la digestion parcial de las
sustancias almidonosas en los granulos de almiddn, previamente a la gelatinizacién de
estas estructuras durante el proceso de coccion (Stanley y Aguilera, 1985; Koskel et al.,
1999).

Se ha comprobado que el remojo de las semillas, también afecta a la posterior

gelatinizacion de los granulos de almidén en el proceso de coccion. Kon (1979), observé
que la temperatura de remojo disminuye el tiempo en que los granulos de almidén de los
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frijoles de california se gelatinizan durante el proceso de coccién; observd que la
persistente birrefringencia de los granulos indicaba que la gelatinizacion era lenta; de igual
forma encontré que el almidén que no ha sido gelatinzado, es mucho menos susceptible a

la digestion enzimatica que el ya gelatinizado.

Es muy probable que las caracteristicas de las soluciones de remojo empleadas en el
trabajo aqui presentado, afecten aunque de diferente manera a la digestibilidad
enzimatica de las proteinas, esto es un hecho relevante ya que junto con los cambios en
la ultraestructura de los granulos de almidén de los cotiledones de garbanzo, se
favoreceria la posterior gelatinizacién de los granulos de almidon en un tiempo y
temperatura menores durante la coccién. Con base a la curva del tiempo medio de
coccién (Tsg) obtenida en semillas de garbanzo previamente remojadas en AD, AA y SS
_(Esquivel et al.,, 2002. Anexo 11), indirectamente se sugiere que los tratamientos de
remojo induzcan alguin efecto sobre los granulos de almidén y las otras estructuras
celulares cotiledonarias. Esta situacion se mantiene de igual manera en correlacién con lo
expresado por Bernal (1994), sobre el hecho de que "cualquier factor que modifique
cualitativa o cuantitativamente los componentes de la pared celular y/o la susceptibilidad
de los granulos de almidon a la gelatinizacidén o la estabilidad térmica de las proteinas,
afectara en forma importante el proceso de coccion”. Los resultados del presente trabajo
podrian ser comprobados adicionalmente, al analizar la birrefringencia mediante et
microscopio de luz polarizada, de los granulos de almidén de cotiledones previamente
remojados en SS. En el caso de las semillas tratadas con AA, se observaron algunos
efectos aunque no tan claros, de los cambios en la forma y tamafo de los granulos de
almiddén que de igual manera, corresponderia analizar con mas detalle mediante otras
pruebas de confirmacioén. ‘

La electrodensidad de la ultraestructura observada en los ultimos tiempos de remojo de
AD y AA, muy probablemente se debi6é a que las células cotiledonarias inician una etapa
de autofagocitosis provocada por un efecto adverso al remojo prolongado en las semillas
de garbanzo; este evento es estructural y bioquimicamente diferente a la apoptosis de las
plantas en general, y se debe muy probablemente a la acciéon enzimatica cuyo efecto
inmediato, es la degradacion de las biomoléculas estructurales del cotiledon (Dove, 2001).
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VIl. CONCLUSIONES

1. El remojo de las semillas de garbanzo en el agua alotropizada (AA) y en la solucién
salina (SS) de Rockland y Metzler modificada por Gonzalez et al. (1997), es un
proceso que afecta a la ultraestructura de los cotiledones del garbanzo, debido a sus
propiedades fisicas y quimicas.

2. Al igual que en el tratamiento con el testigo (AD), el remojo con AA provoca la
disminucién paulatina del estado vitreo, facilitando con esto, la mejor observacion de
la ultraestructura celular cotiledonaria.

3. El analisis de la ultraestructura de los cuerpos protéicos contenidos en los cotiledones
del garbanzo remojados en AD, confirmé la presencia del globoide, que es la
subestructura en la cual se deposita el acido fitico y los cationes necesarios durante el

proceso de germinacién de la semilla.

4. El AA afectd mas rapidamente a la ultraestructura de las semillas que el testigo,
debido probabiemente al mayor efecto dieléctrico de las moléculas del agua
alotropizada.

5. La SS, provocd un mayor efecto reblandecedor en la textura de las semillas con
respecto a los otros tratamientos usados, gracias a esto la obtencién de los cortes
ultrafinos se logré mas facilmente y de igual manera, el analisis de la ultraestructura
desde los primeros tiempos de remojo (3.5 horas), no revelé el estado vitreo natural
de la semilla.

6. E! remojo en SS, afecté principaimente a la ultraestructura de los cuerpos protéicos y
en algunas zonas de la pared celular hubo separacion de la lamina media, esto de
igual manera provocoé cambios en la forma y tamaiio de los granulos de almidén, lo
que sugiere un efecto previo que puede repercutir en la gelatinizacién del almidon
durante el proceso de coccion.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1

Fig. 1 Estructura de la semilla de garbanzo donde
se observan: ¢, cotiledones; h, hilio; m, micrépilo;
t, testa.
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ANEXO 2

Membrana
sencilla externa

Matriz amorfa
(proteinas)

Cristaloide
(proteinas)

2pum

FIG. 2 Esquema de un cuerpo protéico tipico,
presentando ambos tipos de inclusiones. Extraido de
Pernollet, 1978.
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ANEXO 3

LEGUMINOSAS
Gabarzo W9 Frid e lemteja  Haba  Soya
negro bayo
ENERGIA (k) 3730 3320 3320 3320 3310 3540 4080
PROTEINAS(g) 204 218 227 203 27 26 341
LIPIDOS (g) 62 25 18 28 16 22 177
8 HIDRATOS DE
1.0 4 58 586 587  63.1 5
£ CARBONO@ 6 % S 3
E FIBRADIETARIA(G) 50 40 40 43 52 30 125
CALCIO (mg) 1050 1830 2000 1320 740 490 2260
HIERRO (mg) 8.9 47 57 67 58 73 84
3 TIAMINA(mg) 0.7 06 07 05 07 09 1.1
s
RIBOFLAVINA (mg) 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 03 03
NIACINA (mg) 15 18 17 20 20 23 22

Tabla 1. Composicion aproximada de las semillas de garbanzo
fresco y otras leguminosas (9/100g de peso seco). Segin
Hernandez y Chavez, reportado por Cassi y Morales de Leén, 1995.
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ANEXO 4

Z&

) ~ P AIS
' India’

Turquia.
‘Canada.

Pak |stén

A~_Vu.'§‘l>t r\v_ajiliia. :
. ran

M écho

Etiopia
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-
o
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Tabla 2. Produccién mundial de garbanzo, en el 2002,
http://www.FAO.org
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ANEXO 5

N ° Palis (M t)
1 A ustralia 246,519
2 M éxico 207,093
3 Turquia 153,953
4 Canada 149,212
"5 ' Iran 123,522
6 E.U.A. 29,613
7 Tanzania 8,990
8 ~Singapur 8,375
9 . 'S'iria 7,533
10 Rusia 6,335

Tabla 3. Exportaciéon mundial de garbanzo, en el 2002.
http://www.FAQO.orq :
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ANEXO 6

RECETAS
(tomado de: http://recetario.com )

El Lavado:

Las semillas pueden contener polvo y cuerpos extrafos que se deben eliminar antes de
prepararlas, para ello se limpian por medio de un tamiz y posteriormente se enjuagan muy
bien.

Remojo:

Una vez lavadas y escurridas, las semillas se pasan a un recipiente amplio, porque
durante el remojo, aumentan mucho su tamafio. Se cubren con 3 veces su volumen de
agua templada con una pizca de sal. Se retiran los ejemplares que floten. Es preferible no
" sobrepasar las 12 hr de remojo ya que, pasado este tiempo, las semillas no se suavizan
: ffrr‘l,afs y solo pierden sabor. Si hay que dejarlas mas tiempo, a las 12 hr se les cambia el
: "'_aéi;a’.:‘En ninglin caso deben tenerse en agua mas de 24 hr.

o Enjdagado:

" -Antes de cocinarlas, se escurren y se pasan bajo el agua fria para eliminar unos azicares
que sueltan durante el remojo y que hacen que resulten indigestas.

Remaojo rapido:

No es el método ideal, pero resulta util si no se ha podido hacer el remojo tradicional largo
y con agua fria. Las legumbres enjuagadas se ponen en una cazuela amplia con el triple
de su volumen de agua y se dejan en el fuego con la cazuela tapada. Después de que
hiervan durante 3 minutos se apaga el fuego. Deben reposar durante 40-60 minutos con
la cazuela tapada; a continuacién se escurren y se utilizan normalmente.
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- Estofado:

Todos los ingredientes se ponen en crudo. Las legumbres previamente remojadas y
escurridas, se colocan en una olla con pimiento rojo y verde, cebolla, ajo, tomate pelado y
sin semillas, todo bien picado. Se cubren de agua y se cuecen.

Guisado:

Las legumbres, una vez remojadas y escurridas, se ponen en una olla con unas rodajas
de cebolla, ajo y una cucharada de aceite de oliva. Se cubren con agua y se cuecen a
fuego lento hasta que estén tiernas. En ese momento se anade un refrito hecho con
cebolia, pimiento y ajo picados, tomate y lo que indique la receta, ademas de aceite y
pimentén. Se deja que dé unos hervores, se rectifica de sal y se sirve. Si por falta de
tiempo se utilizan legumbres precocidas, conviene tener en cuenta que precisan unos
minutos de coccién para alcanzar el punto; por ello, una vez sacadas del frasco, se
enjuagan.

Coccidn:

Los garbanzos, fa}l coynAtrario que el resto de las legumbres, se ponen a cocer en agua tibia
con un pelliz'céiid‘e "sal y se debe anadir siempre agua caliente para que no se rompa el

‘ hervbr, ya que un cambio en la temperatura del liquido de coccién podria hacer que se
endurezcan aln después de la coccién.
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ANEXO 7

Fig. 3 Celda alotropica personal. Fuente: Folleto del
proveedor.
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ANEXO 8

Fig. 4 Ultramicrotomo LEICA ULTRACUT R

TESIS (O
FALLA DE UhiGEN
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ANEXO 9

TIEMPO PARED CELULAR (PC)
REMOJO ‘
(horas) AD AA SS
PC CONSERVAN SU
PC DESTRUIDAS, NO
B T e
3.5 PLEGAMIENTOS ELECTRODENSAS, ELECTRODENSAS. SIN
: L ' LAMINA MEDIA POCO '
INA MEDIA BIEN PNATEIALA LAMINA MEDIA
DEFINIDA oANE Fig. A 11.
Fig A 1. 9. AS.
PC BIEN c?n%ﬁ.’:ﬁfﬁ%’@e‘é PC NO ELECTRODENSAS,
| coNn ONDULACIONES
ORGANIZADAS, LAMINA| LAMINA MEDIA BIEN '
6 LAMINA MEDIA POCO
MEDIA BIEN DEFINIDA ORGANIZADAY | ( LAMINA MEDIR POCO
Fig. A 2. FIRMEMENTE UNIDA ADAY Y
Fig. A 7. 9- :
PERDIDA DE PC NO DEFINIDAS, P %QESSQ'A’B%%D{(‘S
CONFORMACION DE PC|  LAMINA MEDIA
12 ELECTRODENSAS, LAMINA
Y DE LAMINA MEDIA OCASIONAL AT
Figs.A3yB3. Fig. A 8. Fig. A 13
PG ENGROSADAS v | PC GRUESAS Y MEIOR
PC MEJOR NEICR I EoaS Y INTEGRADAS, CON
04 INTEGRADAS, LAMINA | MEJOR INTEGRADAS, ONDULACIONES AL
MEDIA BIEN DEFINIDA A MEDIA CITOPLASMA, LAMINA
Fig. A 4. F MEDIA OCASIONAL
Fig. 9. Fig. A 14.
PC GRUESAS

DEFORMADAS Y ZONAS
pPC 'é'g: :\’A“nggﬁf’"s- PC BIEN INTEGRADAS Y| MUY ELECTRODENSAS.
MUY ELECTRODENSAS,| DESTRUCCION MASIVA Y

36 gffggggi"ﬁ%,ﬁg NO SE APRECIA ONDULACIONES DE LA
Vs LAMINA MEDIA MEMBRANA CELULAR.
P s Fig. A 10. LAMINA MEDIA
A5 DEFORMADA O RASTROS.
Fig. A 15.

Tabla 4. Cambios en la ultraestructura de la pared celular (PC) del
cotiledéon de Cicer arietinum L. (garbanzo) cultivar “Tubutama” después
del remojo en agua destilada (AD), agua alotropizada (AA) y solucion
salina de Rockland y Metzler modificada (SS).
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TIEMPO ESQUINAS Y ESPACIOS INTERCELULARES
REMOJO
(horas) AD AA SS
CONFORMADAS POR
DIFICIL DE OBSERVAR, | PAREDES CELULARES
ALGUNOS ESPACIOS | ELECTRODENSAS, EN EL
25 PRESENTABAN INTERIOR DE ESPACIOS
: CONTENIDO Y OTRAS CONTENIDO CON
CONFORMACION NO. CUERPOS
REGULAR, CON Fig. B 6 ELECTRODENSOS
MATERIAL DE POSIBLE Fig. B 11
ORIGEN PECTICO MATERIAL BIEN
Fig.B1yB2 ORGANIZADO, EL
CONTENIDO CON
6 CUERPOS
ELECTRODENSOS O ESPACIOS
PROTEICOS. INTERCELULARES CON
Fig. B 7 MATERIAL POCO
MATERIAL DIFICIL DE | ORGANIZADO, PAREDES
CONFORMACION | OBSERVAR, PAREDES | CELULARES DESTRUIDAS
IRREGULAR, CON | CELULARES QUE LAS Fig: B 12 Y B 13
12 CONTENIDO EN SU CONFORMAN CON
INTERIOR SEPARACION DE
Fig. B 3 LAMINA MEDIA
Fig. B 8
CONFORMACION MAS CON PAREDES
REGULAR, CON CELULARES
CONTENIDO DE ENGROSADAS Y
24 GRANULOS CONTENIDO DE LOS
ELECTRODENSOS EN | ESPACIOS GRANULAR
SU INTERIOR EVIDENTE. NO SE APRECIAN
Fig. B 4 Fig. B 9 ESPACIOS
CONFORMADAS POR INTERCELULARES POR EL
PAREDES CELULARES | PAREDES CELULARES | ™" pep) ANDECIMIENTO
DESTRUIDAS Y GRUESAS Y EN
INTERIOR DE
36 ELECTRODENSAS, SIN
CONTENIDO EN SU ESQUINAS SIN
M A CONTENIDO.
" Fig. B 10
Flg. B5

Tabla 5. Cambios en la ultraestructura de esquinas y/o espacios
intercelulares (E) del cotiledon de Cicer arietinum L. (garbanzo) cultivar

“Tubutama”
alotropizada (AA) y solucion salina de Rockland y Metzler modificada

(SS).

después del

remojo en agua destilada (AD),
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TIEMPO GRANULOS DE ALMIDON
REMOJO
(horas) AD AA SS
NO SE OBSERVARON | GRANULOS ELECTRO- | SRANULOS AMORFOS,
GRANULOSDE  |TRANSPARENTES, CON| RQPEADOS FOR HAL
35 ALMIDON, SOLO | HALO ELECTRODENSO
CERCANOS A PARED
HUECOS ALREDEDOR
Fig. C 1 Fig. C 6 CELULAR
9 9 Fig. C 11
GRANULOS OVALADOS
: SIN HALO
5 GRANULOS OVALADOS | (2NEHALO SIMILAR AL ANTERIOR
Fig. C 2 Fig. C 12
ALREDEDOR
Fig.C7
, GRANULOS RODEADOS Hgfg&ig&”
DE SUSTANCIA SIMILAR AL ANTERIOR
12 ELECTRODENSA .
ELECTRODENSA ECTRODENS Fig. C 13
Fig. C 3 :
Fig. C 8
GRANULOS CON Gf,QNUS'-F?fR'EE'NECERS'
MEMBRANAS AN TE
MATERIAL SIMILAR AL ANTERIOR
24 TRANSLUCIDAS Y HALO .
ELECTRODENSO Fig. C 14
ELECTRODENSO
RODE CERCANO
9- Fig. C 9
GRANULOS
ELECTROTRANSPAREN GRANULOS
TES, DEFORMADOS Y IRREGULARES Y
' ALARGADOS CON SIMILAR AL ANTERIOR
36 RODEADOS DE .
MATERIAL EN EL Fig. C 15
CITOPLASMA CITOPLASMA VECINO
ELACTRODENSO ASMA Y
Fig.C5 ‘9.

Tabla 6. Cambios en la ultraestructura de los granulos de almidon del
cotiledon de Cicer arietinum L. (garbanzo) cultivar “Tubutama” después
del remojo en agua destilada (AD), agua alotropizada (AA) y solucion
salina de Rockland y Metzler modificada (SS).
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TIEMPO CUERPOS PROTEICOS (CP)
REMOJO
(horas) AD AA SS
NO DEFINIDOS, CP BIEN DEFINIDOS,
DELIMITADOS POR
ALGUNOS CUERPOS \
MEMBRANA; GRANULOS
ESFERICOS QUE NO DEFINIDOS AL
ELECTRODENSOS EN EL
. _CONTIENEN IGUAL QUE LA MATRIZ
35 A INTERIOR. VESICULAS DE
GRANULOS DE BAJO PROTEICA AUTOLISIS. DESTRUCCION
|CONTRASTE Y RESTOS Fig.D6 DE MATRIZ PROTEICA
o, DERE CITOPLASMICA
e Fig. D 11
T euer SEMEJANTE AL
| CUERPOS MEJOR | pesyl TADO DE AD 12
CONFORMADOS Y con| RESULTADO DE /0 1
S MATERIAL : SIMILAR AL ANTERIOR
6 ORGANIZACION DEL .
" |ELECTRODENSO EN su| , ORCARIZACION DEL_ Fig. D 12
‘ INTERIOR AL DEN
Fig. D 2 R
, ' NO SE OBSERVARON
1> SIMILAR AL ANTERIOR POR SIMILAR AL ANTERIOR
Fig. D 3 REBLANDECIMIENTO Fig. D 13
Fig. D 8
CP BIEN DEFINIDOS,
ELECTRODENSOS. | CP BIEN DEFINIDOS, MATRIZ PROTEICA
. GRANULO DELIMITADOS POR PRESENTA CUERPOS
o4 ELECTRODENSO MEMBRANA; ELECTRODENSOS BIEN
ALOJADO EN UNA ELECTRODENSOS Y | CONFORMADOS DENTRO
ZONA DE BAJA SIN GLOBOIDE  |DE MULTIPLES VESICULAS
DENSIDAD (GLOBOIDE) Fig. D 9 GRANDES
Fig. D 4 ELECTROTRANSPAREN-
TES CON CUERPOS
CP CONTIENEN UNA © | SPELECTRODENSOS | ELECTRODENSOS. EL
MAS VESICULAS NN CONFORMADOS. | CITOPLASMA PRESENTA
ELECTROTRANSPAREN CUERPOS CON MATERIAL
36 VESICULAS GRANDES
TES, SIN GLOBOIDE EN | VESICULAS GRANDES | ™ ESPIRALADO (TIPO
SU INTERIOR oS CANSEAREN| | CUERPOS MIELOIDES)
Fig. D 5 o D 10 Fig. D 14y Fig. D 15

Tabla 7. Cambios en la ultraestructura de los cuerpos proteicos (CP) del
cotiledon de Cicer arietinum L. (garbanzo) cultivar “Tubutama” después
del remojo en agua destilada (AD), agua alotropizada (AA) y solucion
salina de Rockland y Metzler modificada (SS).
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ANEXO 10

CURVA DE HIDRATACION DE
Cicer arietinum L.
CULTIVAR "TUBUTAMA"

45 -
40 -
35 -

30 - ——H20
25
20 -
15
10 -

PESO (g)

1

i
N R D L D g AP W

TIEMPO (h)

Curva de hidratacion de Cicer arietinum L. (garbanzo) cultivar
“Tubutama”, en la cual se observa que se alcanza el equilibrio
a después de las 12 horas. Cortesia de Esquivel et al., 1999
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ANEXO 11
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Relacién de TS50 del cultivar Tubutama de Cicer arietinum L.

en tres tipos de remojo.

AGUA DESTILADA (AD)

AGUA ALOTROPIZADA

\__\SOLUCION SALINA
(SS)

. | I
6 12 24 36

Tiempo de remojo (horas)

Curvas de los tiempos medios de cocciéon (Ts), de semillas
previamente remojadas de Cicer arietinum L.; presentando un
comportamiento similar entre el testigo (AD) y el remojo con
AA, donde se observo un menor Tsp en esta Gltima; con SS los
Tso obtenidos fueron menores respecto a las dos anteriores

(Esquivel et al., 2002).
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