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RESUMEN

Se ha demostrado que el manejo deficiente post-cosecha v los sistemas actualmente en
prictica para almacenar, no protegen a los granos de las variaciones climatoldgicas,
ocasionando cambios en el contenido de humedad de los mismos y fomentando la eventual
infestacién. Del mismo modo, se conoce que durante el almacenamiento se llevan a cabo
cambios iisicos y quimicos, sin embargo hay poca evidencia de lo que ocurre a nivel
molecular.

En este estudio se presentan resultados que ayudan a comprender la paturaleza de las
modificaciones moleculares que toman lugar por efecto de la temperatura y humedad
durante el almacenamiento. Para evaluar estos efectos se considero esencialmente la
diversidad climatolégica del pais en Ia cual se pueden encontrar tanto condiciones favorables
como adversas. Se utiliz6 la Calorimetria Diferencial de Barrido como herramienta analitica
para la evaluacién y seguimiento de las propiedades térmicas de los macrocomponentes de
un hibrido clasificado de mafz. Se monitorearon las transiciones debido a la
desnaturalizacién de las fractiones proteinicas, asi como los cambios en la transiciones
debido a la gelatinizacion para el caso de la fraccién de almidén. Los resultados entélpicos
de proteinas demuestran una disminucién de 84% aproximadamente (con respecto a un
control) cuando el grano se almacen6 a 40°C y 18% de humedad. El tiempo en el que s¢
present6 este decremento fue de solo 30 dias de almacenamiento para las proteinas con
predominios polares (albiminas y globulinas) y 60 dias para las de predominios hidrofébicos
(prolaminas y giutelinas). El almidén, disminuyé un 26% (el valor entdlpico bajé de 3.98 a
2.92 J/g) en 60 dias, esta tendencia indica menor necesidad de energia para su transicién
calorimétrica probablemente debido a una hidratacién primaria que motive la
desestabilizacién de las zonas amorfas del grano.

Para las proteinas la temperatura de desnaturalizacion aumenté de 80.2 a 106 °C, es decir un
32% para las hidrofobicas y un 15% para las polares. Asimismo, fa solubilidad de las tltimas
disminuyé en un 80% y un 50% para las de predominios hidrofébicos ocasionando su baja
recuperacién durante la extraccién. Se establecid la presencia de segundas transiciones,

tanto en las fracciones proteinicas como en la de almidén, a temperaturas mayores de las



registradas para Ia desnaturalizacion y gelatinizacién'.

Del mismo modo, a 40°C y humedad del 18% consideradas como condiciones extremas, el
grano sufrid modificaciones en sus atributos fisicos y aceleracién de la velocidad de
reacciones quimicas, dando lugar a la presencia de 4icidos grasos libres y peréxidos, como
productos de la oxidacién de los lipidos, asi como melanoidinas provenientes de las
reacciones de Maillard. En todas las condiciones a las que se almacend el grano se establecié
daflo quimico grave de las proteinas, sobre todo en las polares, este efecto incide
directamente sobre la lisina que puede perderse por alguna de las vias de deterioro
disminuyendo asi la calidad nutricional.

La temperatura y humedad de almacenamiento son factores cuyo control requiere de
infraestructura costosa. Debido a esto, el tiempo de almacenamiento podria ser un factor de
control ficil y econémico sobre todo en las zonas rurales, ya que en este trabajo se muestra
que el grano con un contenido de humedad de 10% al 15% y con temperatura ambiental de
20°C muestra respuestas térmicas que revelan pocos cambios en las proteinas a los 180 y 30
dias respectivamente. Condiciones de 18% de humedad y 20°C implican movimiento del
grano en un tiempo no mayor de 20 dias para asegurar la calidad integral del maiz. El
estudio demuestra que a condiciones de 40°C a cualquier intervalc de humedad
experimentado, el maiz sufre un severo dafio en menos de 10 dias, por lo gue bajo estas
condiciones el consumo o industrializacion deberd ser inmediato, Adicionalmente se
recomienda realizar estudios térmicos para conocer las zonas de estabilidad macromoleciilar
en otros intervalos de temperatura y humedad de almacenamiento, para que con esto aporte
mas opciones en las que se asegure un grano de mayor beneficio nutritivo. Para el
tecndlogo, estos datos le pueden indicar un ajuste de temperaturas en los procesos en los
que se involucre calor.

El estudio demostré que a través de la calorimetria diferencial de barrido es factible
establecer la historia de almacenamiento a la que fue sometido el maiz y que eventualmente
la metodologia puede ser aplicada a otros cereales o granos.

* seglin se definen en ¢l punto 1.5.3.1.1 y 1.5.3.2.1



INTRODUCCION,

En los paises Europeos se consume una variedad de cereales entre los cuales, el maiz ocupa
un cuarto o quinto lugar. En el Oriente, el arroz es el de mayor consumo. Sin embargo, la
produccién de maiz en China es de 40 millones de toneladas por aiio. En Estados Unidos, la
produccion es de 230 millones y México tiene una produccién de solo 14 millones de
toneladas por aiio la cual es insuficiente y obliga a la importacion.

El maiz, se adapta a diferentes suelos y condiciones climaticas; puede ser cultivado en
pequeila o gran escala. Debido a esto, tiene un magnifico rendimiento, pues en algunas zonas
de nuestro pais se pueden obtener dos cosechas al afio y cada mazorca puede producir,
seglin la variedad, un promedio de 300 granos. La superficie cosechada de aproximadamente
8 millones de hectéreas ha aumentado a 14 millones desde 1981 a la fecha y el consumo per
capita se ubica en 172 Kg./aflo. Las importaciones de maiz que para ¢l afio de 1996 fueron
de 1,062 miliones de délares han permitido mantener la disponibilidad en niveles adecuados
y apoyar el consumo alimentax_'io‘. Por otro lado, México carece de programas de control
eficientes para evaluar la calidad de los cercales importados, por lo que no es extrafio que

lotes deteriorados y contaminados con micotoxinas sean introducidos al pais.

La produccién agricola en México, en especial la de granos bisicos, se ve limitada por
factores diversos como la escasez de tierras y ague, mala organizacién de las pequefias
unidades de produccién, deficiente capacitacion de campesinos y técnicos, carencia de
asistencia técnica efectiva a las unidades de produccién, insuficiencia de insumos agricolas,
entre ellos de semillas mejoradas, y daflos provocados por plagas y enfermedades®™. Todos
estos efectos inciden de manera decisiva en la economia y en el estado de la alimentacion de
la poblacién, Por ejemplo, en 1990 la pérdida post-cosecha para el maiz fue de 732 mil
toneladas lo que representé un costo de 128.8 millones de délares'. Tan grandes pérdidas se
explican si se considera que un alto porcentaje de los almacenes se encuentran a la
intemperie. Estas pérdidas cuantitativas sélo son una parte de la reduccion de la
disponibilidad de alimentos; la otra, son las pérdidas cualitativas, que se producen por
deterioro en la calidad nutritiva y sanitaria del grano por accion de factores fisicos y bidticos,



aspecto completamente relegado en la comercializacion.

Para una adecuada conservacion de granos se requiere de cierta capacidad tecnolégica y
grandes inversiones en infraestructura, recursos de los cuales México carece en gran medida;
sin embargo, este aspecto se contrapone pues al parecer se prefiere gastar en la importacién
de maiz. Las infestaciones por hongos y plagas son las causas principales de deterioro del
grano, pero puede ocurrir un declive lento de la calidad aun en ausencia de estas causas’.
Este deterioro ocasiona variaciones en la acidez, pH, proteina cruda, aziicares solubles
totales, etc.'’. Estos cambios fisicos y quimicos repercuten de manera significativa en las
cualidades tecnolégicas. Algo similar ocurre para el trigo, que a la fecha ha sido el cereal
mis estudiado, y del cual se tiene mas informacién. De esta forma se sabe por ejemplo, que
las proteinas se modifican en cuanto a sus caracteristicas de solubilidad y agregacion
repercutiendo en forma importante en las propiedades panaderas; asi mismo, la pérdida de
caracteristicas apropizdas se agudiza en la medida en que las condiciones de almacenamiento
no resultan eficientes®’

En contraste con el trigo, la informacién sobre maiz resulta escasa, probablemente debido a
que en los paises desarrollados su uso estd encaminado

a la alimentacidén animnal y al aprovechamiento industrial de algunos componentes. Dada la
diversidad del uso del maiz en el pais, el cual se industrializa en un %0 % (tortillas, aceite,
pan, frituras, harina nixtamalizada, anticorrosivos, adhesivos, y decenas de productos
més”’), resulta evidente la importancia de contar con mas informacién sobre los cambios que
se presentan en los macrocomponentes durante el almacenamiento y evaluar el efecto de las

condiciones que prevalecen, para poder inferir las posibles consecuencias tecnologicas.
1. GENERALIDADES DEL MAfz

El maiz es un cereal de origen mesoamericano que pertenece a la familia Gramineae, al
género y especic Zeg mays. En EUA, donde Ia produccién de este cereal es mayor, existen
dos subespecies de importancia comercial €l Zea indurata y _Zea indentata. Dentro de Ia
clasificacién estructural, el maiz puede dividirse en varias subespecies, en funcién de
calidad, cantidad y patrén de composicién del endospermo en maiz dentado, cristalino,



harinoso, dulce, palomero y tunicado'®.

La clasificacién del maiz mexicano se hace a partir de razas, las cuales son poblaciones de
maiz cuyas semejanzas entre s{ son mayores que can las de otras poblaciones, lo cual indica
contenido genético comiin alto y por ende un parentesco. Esta clasificacion se hace con
el propésito de aclarar la historia

evolutiva del maiz. en México y como base para efectuar ¢l mejoramiento genético del
cultive. De las razas de maiz se cultivan hoy no menos de 40 (figura 1) y de ellas se derivan

decenas de variedades y clases’.

W R

1.~ DULCE 23.- COMPLEIO CRISTALING RE
2.- CACAHUACINTLE ) CHIHUAHUA-GORDO AZUL
3.- PALOMERO TOLUQUENO 24.- NAL-TEL

4.- PALOMERO DE CHIHUAHUA 25 ConEIG

5.- ARROCILLO 26.- ZAPALOTE GHICO

6.- Comco 27~ ZAPALOTE GRANDE

7.- ELOTES CONICOS 28.- BouiTa

8.- CONICO NORTERO 29.- RATON

30.- OLOTILLO-DZIT BACAL
31.- TEPECINTLE

9.- CHALQUEROD
10 - COMPLEID SERRANO DE JALISCO

1}.- PEPITILLA 32.- VANDESD

12~ ANCHO 33.- TuxpENG

13.- ELOTES OCCIDENTALES BOFO 34.- TUXPENG NORTERO
14.- CHAPALOTE 35.-CeLaYa

15.- REVENTADOR 36,- ZAMORAND AMARILLO
16.- TABLONCILLO 37.- CHIQUITO

1 7.- TABLILLA DE OCHO 38.- OLoTON

|8.- TABLONCILLO PERLA 39.- COMITECO

19.- OTAVEROD 40.- TEHUA

20.- BLANDO 41.- JaLa

21 .- DuLCILO DEL NOROESTE

22.- APACHITO

Modificado de: R. Ortega Packsa, 1.J. Sanchez et al., “Estado actua] de los estudios sobre maices nativos de
Meéxico”, en R. Ortega Packsa et al., avances en los recursos fitogenéticos de México, Sociedad Mexicana de
Fitogenética, A.C., México, 1991.

Desde el punto de vista compra-venta, el maiz se clasifica de la siguiente manera: mafz



blanco, la NOM (Norma Oficial Mexicana) lo define como €l que presenta un valor menor o
igual a 5% de maices amarillos y que contenga como méximo 5% de oscuros (rojo, azul y
morado). Las industrias harineras y almidoneras lo prefieren.

E! maiz amarillo, }a NOM lo indica como aquel maiz de granos amarillos o amarillos con un
tono rojizo, con un valor menor o igual a 6% de maices de otro color. Debido a su elevado
contenido en carotenos, este maiz es muy preciado para ser empleado como forraje y para la
extraccion de aceite.

El maiz mezclado, la NOM estipula como aque! maiz blanco que contenga entre 5.1 y el 10
% de maices amarillos o viceversa. Ambos sin sobrepasar el 5% de maices obscuros.

El maiz pinto, Ia NOM lo define como todo aquel maiz blanco, amarillo y mezclado que
contenga més del 5% de maices obscuros (rojo, azul y morado)'".

Otra clasificacién del maiz es la que sc obtiene por medios genéticos para producir
modificaciones en el contenido de almiddn, proteina, aceite y otras propiedades. Por
ejemplo, el maiz céreo (Zea mays cerea), fue introducido en Estados Unidos en 1908. Es un
mutante del endospermo y es poseedor del gene wx. Su almidén esta compuesto de 100 %
de amilopectina y se tifie de color café rojizo con una selucién al 2% de yodure de potasio,
mientras que el almidén del maiz coman, se tifie de color azul. Los tipos de almidén céreo
(nativo y modificado) son comercializados a nivel mundial debido a su estabilidad y a otras
propiedades de sus soluciones.

El maiz de alta amilosa es otro mutante del endospermo y tiene el gene ae  (amylose-
extender). En éste, se aumenta la fraccién de amilosa del almidén a 50 % o mas. Existen
dos tipos desarrcllados comercialmente, el que tiene un contenido de amilosa entre 50 y
60% y otro que contiene entre 70 y 80%. El grano es de apariencia deslustrado, transhicido,
es utilizado en la industria textil y como adhesivo en la manufactura de cartén. Los hibridos
ceroso y alto en amilosa se siembran bajo contrato con la industria de molienda himeda de
maiz. Ambos genes son recesivos y el campo en que son producidos debe ser aislado.

El mafz de ala lisina, es el nombre genérico para el que tiene un mejor balance de
aminodcidos y por consiguiente, una mejor calidad de proteina. En 1964, se descubrié que

¢l nivel de lisina es controlado por un gene recesivo {opaco-2 o harinoso-2), que reduce el
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contenido de zeina en el endospermo e incrementa el porcentaje de‘ lisina y triptofano'’.
Aungue recientemente se ha encontrado que esto no corresponde a un solo gene.

El maiz con elevado contenido de aceite, es aquel donde el porcentaje de aceite del material
que ha estado bajo seleccién continua se ha incrementado hasta en un 17.5%. Aunque las
variedades con altos contenidos de aceite tienen un bajo rendimiento, investigaciones
recientes que incorporan nuevos genes, indican que los tipos que contienen entre 7 y 8 % de
aceite, pueden ser productivos en cuanto a rendimiento'’.

En Affica, los programas de alimentacién han hecho que se desarrollen variedades de
elevada produccién mas que de alta calidad en términos de propiedades tecnolégicas,
organolépticas y nutricionales. Sin embargo, las mutaciones de mayor calidad como el
opaco-2, aunque es dos veces mas nutritivo que el grano convencional, no es muy aceptado
porque tiene una estructura blanda y endospermo calcdreo que resulta en baja produccién
por disminucion de la densidad del grano. La mutacién del opaco-2 también causa una alta
susceptibilidad a enfermedades y dafio por insectos. Las excepciones a lo antes expuesto,
son las variedades de maiz de calidad proteica (QPM, Quality Protein Maize) desarrolladas
por €l CIMMYT (Centro Imernacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo) en México, que
convierte al opaco-2 en variedades que tienen calidad nutricional, alta produccion,
apariencia tradicional y dureza convencional. El contenido de lisina es intermedio entre ¢l

214.15

normal y el opaco-

1.1. Caracteristicas estructurales,

Un diente de maiz consiste de 3 partes principales: el pericarpio o cdscara externa cuya
proporcién (dependiendo de la variedad) es de aproximadamente el 6%, el germen con 11%,
y el endospermo con 83% del grano.

El pericarpio estd formado por aproximadamente 40 % de celulosa y 40 % de
peptidoglucano, es una cubierta compuesta por una capa externa de células elongadas y
empaquetadas dentro de un tejido muy denso. Se adhiere fuertemente a la superficie exterior
de la aleurona y se cree que imparte propiedades semipermeables al grano de maiz. Debajo
de esta capa se encuentra un tejido esponjoso de células cruzadas y tubulares, unidas con la
punta y cuya funcién es de absorber agua. El agua contenida en el pericarpio y en la raiz



dentro del germen tiene alta movilidad, mientras que en el endospermo tiene la més baja
movilidad"®.

El germen se origina por la unién de los niicleos del grano de polen y del saco embrionario.
Est4 compuesto por las siguientes partes: el eje embrionario, que comprende el 10 % del
germen y es una estructura que desarrollara Ia planta durante la germinacion; y el escutelo,
que integra el 90 % restante y almacena los nutrientes que se movilizardn rdpidamente
durante la germinacién. La superficie del escutelo, en contacto con el endospermo, esta
cubierta de un epitelio secretor. Este epitelio es una capa profunda con células elongadas
cuya funcidn es generar enzimas amiloliticas que se difunden dentro del endospermo, donde

digieren al almiddn y otros constituyentes para proveer de nutrientes al embrién.

El escutelo esta formado por células parenquimales que contienen esferosomas, los cuales
estan constituidos de aceite liquido, estos organelos son también conocidos como cuerpos
oleosos y se encuentan en todas las oleaginosas. Los esferosomas contienen enzimas
hidroliticas, asf como las enzimas necesarias para la sintesis de lipidos. La pared celular del
escutelo, compuesta basicamente por hemicelulosa, es gruesa, porosa y con espacios
interestructurales para facilitar el movimiento de materiales. Su capa exterior, estd formada

por células secretoras que forman el contacto principal entre el embrién y el endospermo.

Dependiendo de la raza y variedad, el endospermo estd compuesto en un 86-89 % (peso de
almidén/peso del endospermo} por almidén en el diente harinoso. Se divide en dos regiones
bien definidas: el endospermo harinoso y el endospermo corneo. El primero representa el 34
% del peso total del endospermo, es de consistencia suave y de apariencia opaca, se
caracteriza por tener células longitudinales y granulos de almiddn grandes y redondos. Estos
granulos, estdn arreglados holgadamente con una delgada matriz proteica, que se rompe
durante el secado y forma espacios vacios. El endospermo comeo, es de consistencia dura y
apariencia translicida, se caracteriza porque sus granulos de almidén estan incrustados de
forma compacta en una gruesa matriz proteica, lo que origina que estos, formen superficies
angulares caracteristicas de este arreglo (son poligonales); la matriz, no sufre ruptura



durante el secado. Este endospermo, representa generalmente el 66 % del peso total en maiz
de tipo harinoso y su contenido de proteinas es de 1.5 a 2 % mds que el endospermo
harinoso.

La capa mds exierna del endospermo es la aleurona, la cual estd formada por una lamina
sencilla de células de diferente forma; esta capa cubre el endospermo y el germen"’.

1.2 Composicién quimica

La composicién quimica de las tres porciones principales del grano de maiz (harinoso) se
presenta en la tabla 1.1 y en la tabla 1.2 se muestra su andlisis proximal. Cabe hacer la
aclaracién que ésta depende de Ia raza de maiz de que se trate.

Tabla 1.1 COMPOSICION QUIMICA DEL MAiZ

{g/ 100 g en base seca)
Almidén | Grasa Proteina | Cenizas | Andcar | Fibra cruda
Germen 51-10 31.1-38.9 |17.3-20 19.38-11.3]10.1-12.5]1.8-2.9

Endospermo [83.9- 88.9 [0.7-1.1 16.7-11.1 {0.22 -0.46 [0.47-0.82 10.3-0.5

Pericarpio 35-104 {0.7-1.2 ]29-39 10.29-1.0 [0.19-0.52 116.0-17.0

Grano entero [67.3-74 39-58 181-11.5 [1.27-1.52]1.61-2.22 [1.8-2.0

Tabla 1.2 ANALISIS PROXIMAL DEL GRANO DE MA{z

(g/100 g de harina, base seca
Caracteristica Rango Promedio
Humedad 7-12 10.0
Almidén 61-72 71.7
Proteina 6 -11 9.5
Grasa 3.1-5.7 4.3
Cenizas 1.1-1.9 1.4
Pentosanas (xilosa) 5.8-6.0 6.2
Fibra 1.3-2.9 2.5
Celuiosa + Lignina 3.3-43 33
Azicares totales 1.0-3.0 2.0
Carotenoides totales mg/Kg. | 4-40 30.0

fuente: Stanfey A.W. 1987,

La tabla 1.1 muestra que el 85% del aceite de maiz estd presente en el germen. Debido a
esto, para prevenir la rancidez durante el almacenamiento, ¢l germen es generalmente
removido por decorticacién, proceso que hacen solo las fibricas que se dedican a la
produccién de aceite, Adems, esta estructura es mis rica en minerales que las otras
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porciones (tabla 1.1), probablemente porque son esenciales para el crecimiento del embrion.
El componente norgénico mas abundante es el fsforo y esta presente ¢n el germen
principalmente en forma de complejo con 4cido fitico para formar la fitina (hexafosfato de
inositol}, los cuales durante Ia germinacién son transportados a cuerpos proteicos de la

aleurona y el escutelo’.

1.3. Macromoléculas del maiz.

1.3.1 Hidratos de carbono.

Son los constituyentes quimicos principales del grano de maiz. Los polimeros estructurales y
de almacenamiento, ademas de una amplia variedad de hidratos de carbono simples, son
sintetizados en el grano en desarrollo. En la madurez, cuando la sintesis se ha completado,
los aziicares representan unicamente el 2 % del grano (base seca) y aunque estin en niveles
muy bajos, son muy importantes para la sintesis y transferencia de energia. Los azicares
simples presentes en el grano son: sacarosa, glucosa, fructosa y la mayor proporcion esté en
el embrién (tabla 1.1)".

Los principales monosacaridos del endospermo son la D-fructosa y D- glucosa presentes en
cantidades iguales. La sacarosa es el disacirido mas abundante, los trisacdridos y los
oligosacaridos son componentes menores y pueden estar presentes la rafinosa, maltotriosa
y los malto-oligosacaridos. )

Dentro de los hidratos de carbono estructurales, esidn las sustancias pépticas, hemicelulosa
y celulosa formando parte de la pared celular.

El almidén es el hidrato de carbono de almacenamiento del maiz, se almacena dentro de
grinulos en et endospermo que se genera dentro de un organelo celular llamado amiloplasto;
mide 25 pm de didmetro y difiere en dimensién y forma, propiedades que son relativamente
caracteristicas para los distintos cereales. Las moléculas de polisaciridos en los grénulos
estdn organizadas radialmente; debido a la presencia alternante de capas deficientes y ricas
en agua se pueden observar al microscopio diferencias en los indices de refraccidn. Los
granulos de almidén pueden ser gelatinizados y el intervalo de temperatura en el que se
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producen estos cambios asi como la magnitud de hinchamiento a una temperatura dada, son
caracteristicos y pueden utilizarse para identificar la procedencia del almid6n,

Los almidones altos en amilosa gelatinizan a mas alta temperatura y pueden ser usados para
formar geles y peliculas, ademds, reducen el hinchado, la solubilidad y no dan pastas
viscosas. Entre los constituyentes heterogéneos de los granulos de almidén se encuentran los
lipidos (60g de lipidos no polares y 40g de fosfolipidos y glicolipidos por cada 100 g de
lipidos amilaceos totales) y las proteinas (0.5g /100g de lipidos) que proceden de los
amiloplastos precursores'®.

1.3.2 Proteinas.

Las protetas en el grano se clasifican en: las de almacenamiento y las metabélicas
(citoplésmicas). Las proteinas de almacenamiento, como las zeinas y glutelinas, son
aquellas que 1) no tienen funcién metabolica a excepcién de proveer nitrdgeno para la
germinacién, 2) se forman relativamente tarde en el desarrollo de la semilla, 3) pueden ser
almacenadas en un paquete separado, generalmente conocido como cuerpo proteico, y 4
pueden estar compuestas de un mimero limitado de polipéptidos similares, Las proteinas
metabdlicas, tales como las albiiminas, globulinas y algunas glutelinas, éstas se hidrolizan
durante Ia germinacién para liberar aminodcidos necesarios en el desarrollo del germen.

Osborne y Mendel (1914) desarroilaron un proceso de extraccién secuencial para separar
las clases de protefnas de una mmestra simple de mafz basadas en diferencias en solubilidad.
Dentro de la clase original de Osborne estin las alliiminas (solubles en agus), globulinas
(solubles en sal), zeinas (solubles en alcohol acuoso) y ghitelinas (solubles en 4lcali diluido).
El agente reductor 2-mercaptoetanol ha sido utilizado para mejorar la extractabilidad de las
ghutelinas®.

La separacién clisica de proteinas (medida como nitrdgeno) denmtro de fracciones
clasificadas por su solubilidad, se presenta en la tabla 1.3. Cabe aclarar que esta distribucién
varia dependiendo de la raza y variedad del mafz estudiado.
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Tabla 1.3. DISTRIBUCION DE NITROGENO EN LAS FRACCIONES PROTEINICAS
(g de nitrégeno/ 100 g de proteina total}

Fraccién proteica | Grano entero | Endospermo | Germen
Albliminas 7 3 35
Globulinas 5 3 18
Zeina 52 60 5
Glutelina 25 26 13
N, no proteico 6 3 20
Proteina total 100 73 18
* 0.5M NaCl

fuente: Landry J. and Moureaux T. 1980.

La fraccién mas grande en el germen, son lag albiminas que contienen cerca de Ia tercera
parte del nitrégeno total”®,

Los factores que pueden influir en la extractabilidad de proteinas son: genotipo, dureza del
grano, edad y condiciones de almacenamiento de la muestra, procedimiento de molienda,
remocion de lipidos, tipo de alcohol y su concentracién, tiempo y temperatura de extraccion,
entre otros. Especificamente dos compuestos no protefnicos del germen afectan la
extractabilidad y solubilidad de protefnas; el fitato y el aceite que pueden formar complejos
con las alhiiminas y globuiinas'’.

El contenido de aminodcidos en las diferentes fracciones del maiz se muestra en 1a tabla 1.4.
La zeina, aporta cerca de la mitad del niu'(;genndelgranopcronadadelismaytriptoﬁm
en su hidrolisis digestiva por lo que su valor biolégico no es bueno. Como el valor
nutricional puede ser relacionado directamente con el contenido de lisina del grano, se ha
demostrado que el remplazo de zeina mejora este valor. Las otras proteinas contienen
niveles satisfactorios de lisina.

Tabla 1.4 CONTENIDO DE AMINOACIDOS ESENCIALES (% mol) COMPARADOS CON LOS
REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE LA FAQ.

| Aminodcido Patrén FAO* | Proteinas(Endosperma)** Zefna | Proteinas (germen)
Lisina 4.3 4.7 0.1 4.6
Treonina 3.9 49 3.0 4.4
Valina 4.2 7.1 3.6 6.6
Cisteina+ Metionina 3.0 4.5 1.9 32
Isoleucina 3.5 4.0 38 3.2
Leucina 6.2 9.0 18.7 7.7
FenilalaninaHirosina 4.0 6.2 : 8.7 5.6
Triptofanc 0.5 0.6 0 1.0
TOTAL 29.6 41.0 39.8 36.3

* 1973, ** no zefnas: albkiminas, globulinas y glutelinas. !
fuente: Stanley A.W. and Ramstad P.E. 1987,
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El total de amino4cidos esenciales en zefna no significa alta calidad, ya que el exceso de
leucina puede antagonizar la utilizacién de isoleucina. Las proteinas del embrién tienen mas
alto valor nutricional que las protefnas del endospermo, debido al mejor balance de
aminodcidos esenciales. En cuanto a su clasificacién, la heterogeneidad y tendencia a

asociarse han limitado la determinacion del peso molecular de las proteinas®®.

1.3.2.1 Zeipa.

Es la principal proteina del maiz clasificada como una prolamina y constituye cerca de la
mitad de Ia proteina total. Las proteinas del endospermo son en su mayorfa zeinas y los
sitios de deposicién de esta proteina son los cuerpos proteicos. El volumen: promedio de
estos cuerpos aumenta durante el desarrollo y su dimensién varia en diferentes regiones
del endospermo, miden de 1.5-1.8 um de didmetro. Se encuentran deniro de membranas
intactas que protegen a la proteina de digestién por proteinasas y parece que cambian en
estructura cuando las proteinas solubles que cubren la superficie del cuerpo proteico son
removidas.

La zeina es sintetizada por los ribosomas del reticulo endopldsmico y es depositada en la
membrana produciendo asi un cuerpo proteico. La matriz proteica envuelve los granulos de
almidén y rodea a los cuerpos, que son mas grandes y numerosos en el endospermo comeo
que en el harinoso'**',

La zeina pertenece a una familia de polipéptidos individuales que difieren en dimensiones,
en proporcitén de aminodcidos cargados, en hidrofobicidad y en cantidad relativa. Es sohuble
en soluciones acuosas de alcohol (60-70%), los primeros 33 aminodcidos (60.6%) son
hidrofébicos (alanina, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, tirosina y metionina), en
contraste con las albiminas y globulinas, lo que la hace primariamente soluble en alcohol. Su
pobre solubilidad en agua, es un obsticulo en la utilizacién de la proteina como un
ingrediente alimentario™. La zeina presenta polimorfismo debido a la presencia de
cantidades variables de fracciones de glutelina. Esto hace que haya diferencias en solubilidad
de las zeinas en soluciones alcohdlicas causando particién en varias fracciones, lo que ha
hecho la nomenclatura compleja. Sin embargo, se sugiri6 un sistet;m de clasificacién basada



14

en la estructura proteica mas que en su movilidad en electroforesis o solubilidad. Con este
sistema de clasificacién, las proteinas 19 y 22 Kd son las mas abundantes y se llaman zeinas
alfa, las de 14 Kd son las zeinas beta, las de 16 y 27 Kd son zeinas gamma y las de 10 Kd
son las delta.

En los estados miciales del desarrollo del grano, las zeinas beta y gamma estdn distribuidas
en cuerpos proteicos pequefios con poca o nada zeina alfa. En las etapas finales de
maduracién del cuerpo proteico, las zeinas alfa y delta llenan el nicleo del cuerpo, rodeado
por una capa de zeinas beta y gamma. Esto sugiere que estas tliimas son importantes en la

organizacién de zeinas dentro de los cuerpos proteicos®.

La zeina alfa, tiene una cadena de 210 a 245 amino4cidos y un alto contenido en glutamina,
valina, metionina, leucina y alanina. Tiene segmentos repetidos de aproximadamente 20
aminodcidos en la regién central de la proteina, en conformacién de alfz hélices, que
interactGan por puentes de hidrégeno al doblez de la proteina en moléculas con forma de
baston. Comprenden el 35 % de la zeina total, son las mas hidrofébicas y contienen
cantidades pequefias de prolina y fenilalanina.

La zeina beta tiene 160 aminodcidos de largo, contiene menos glutamina (16%), leucina
{10%), y prolina (9%) que !a alfs, pero tiene mas aminoécidos suifurados: metionina (7%) y
cisteina (4%). Tiende a formar enlaces sulfhidrilo intermoleculares, pero aparentemente no
forma agregados en los cuerpos proteicos. Cuentan con una alta concentracién de glicina,
histidina, arginina, metionina y tirosina al comparar con la zeina alfa. Es menos hidrofobica
que otras prolaminas, es extraida solo si un agente reductor esta presente.

La zeina gamma, es una proteina de 180 amino4cidos con alto contenido de cisteina (7%) y
prolina (25%). El aumento en prolina hace que cambie la estructura y trac como
consecuencia una serie de hexapéptidos repetidos en el amino terminal. Cuando hay 8 copias
repe'tidas el peso es de 27 Kd, pero cuando solo hay tres copias, entonces el peso es de 16
Kd. Tiene una alta cantidad de metionina y glicina. Comprende el 5-10% de la zeina total y
requiere un agente reductor para su extraccion. Probablemente la zeina gamma estd



mvolucrada en las interacciones disulfuro que influyen en la dureza del grano.

La zeina delta es una proteina pequefia de 130 aminodcidos, es rica en aminocidos
sulfurados, metionina (23%) y cistetha (4%). Constituye una fuente importante de
almacenamiento de azufre para la semilla. También posee un alto contenido de histidina®™®.
En cuanto a su conformacién, la zeina posee el 46 % de alfa hélice, 9% de beta-plegada y
45% de forma desordenada. Como la prolina no estd distribuida uniformemente, se
presentan segmentos largos de alfa hélice en las regiones libres de prolina y cortos en donde
Ia prolina es mas abundante. Cuando Ios enlaces disulfuro de zefna se rompen por la adicion
de 2- mercaptoetanol, e! contenido alfa hélice permanece constante. Por lo tanto, estos
enlaces no son importantes para mantener la estructura alfa-hélice™®.

13.2.2 Glutelinas.

En maiz, los precursores de glutelinas pueden estar en cuerpos proteicos tipo vacuolar ¢ en
el citoplasma donde interactan en el desarrollo. Se cree proceden de ciertas globulinas y
albuminas que fueron desnaturalizadas durante los estados finales de la maduracién y forman
enlaces disulfuro siendo asi incorporadas dentro de las glutelinas. Durante la germinacion,
ocurre el fendmeno opuesto amado disgregacion de glutelinas en proteinas solubles en sal,
que se lleva a cabo en ¢l endospermo antes de la hidrélisis de todo el grupo proteico.

Las glutelinas representan del 30-35 % del total de proteinas; pueden ser disueltas en
solucidn de detergentes conteniendo un agente reductor, de esta manera, las glutelinas son
desdobladas y asociadas por interacciones hidrofobicas asi como a través de puentes
disulfiro. Estas proteinas son parecidas a las zefnas, por su patrén electroforético similar y
facilidad en extraccidén con alcohol y mercaptoetanol. Debido a esto, sus extractos contienen
cantidades de zeina que no fueron extraidas con las prolaminas. De tal forma que presenta
varias fracciones: G1 solubles en alcohol acuoso, G2 insolubles en alcohol y seluble en agua
¥ G3 solubles en solucién salina. Los enlaces disulfurc interpolipéptido hacen a la glutelina
pobremente soluble, por lo que la extraccidn requiere reduccién. La solubilidad de la
fraccion en solucion de alcohol puede derivar de su alto contenido de prolina y aminoécidos
hidrofébicos, mientras que su concentracién mayor de aminoécidos basicos combinado con
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el bajo contenido de no polares puede explicar la solubilidad en agua de la otra fraccién®*.
Las glutelinas son intermedias en composicion de aminodcidos entre las zeinas, albuminas y
globulinas, tienen 3 veces mas cisteinz que la zeina y contienen un alto contenido de
histidina, metionina, arginina, prolina, glicina, valina y baja concentracién de aspértico,
alanina, tirosina, fenilalanina. En cuanto a su configuracidn, las glutelinas tienen el 22% de
alfa hélice, 18% de beta-plegada y 60% de cadenas desordenadas. El contenido alto de
prolina es consistente con la cantidad baja de alfa hélice comparado con zefna®™.

1.3.2.3 Albiminas.

Las albuminas son definidas como proteinas solubles en agua, y también como extraibles en
agua. Contienen alta lisina y arginina, tienen un peso molecular de 66 Kd y es una proteina
monomérica. Una molécula de albiumina contiene 17 enlaces disulfuro y un tiol libre de un

residuo cisteina. Puede ser extraida junto con proteinas solubles en sal.

1.3.2.4 Globulinas.

Las globulinas estin compuestas de menos fracciones que las albiminas y tienen un alto
contenido de lisina, histidina, fenilalanina y arginina. Ademas, tienen otros componentes
muchos de los cuales son enzimas. La globulina tiene un modelo universal con 6 pares de
enlaces disulfuro combinados en una configuracién bi-anular hexagonal que consta de dos
fracciones de 127 Kd y mayor a 200. Las globulinas son las principales proteinas de
almacenamiento del embrién. Durante los estados iniciales de germinacién, esas proteinas
pueden proveer los aminoéacidos requeridos para la sintesis de nuevas enzimas. Participan en
la hidrolisis de material de almacenamiento del endospermo y en la interconversion de
compuestos que vienen del endospermo a la semilla en desarrollo ™.

1.3.3 Lipidos. _

Los triglicéridos son los lipidos de almacenamiento predominantes en el grano.

Los fosfolipidos, glicolipidos, esteroles, 4cidos grasos libres, carotenoides (precursores de
vitamina A), tocoferoles (vitamina E) y ceras son todos lipidos encontrados en el grano de

maiz en menor cantidad.’
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La funcién de la fraccién lipidica no es bien conocida pero es constituyente importante de
membranas. Por ejemplo, los fosfolipidos, carotenoides y tocoferoles tienen propiedades
antioxidantes. Estructuralmente, los lipidos s¢ encuentran dentro de los esferosomas (gotas
microscépicas de aceite), estdn rodeados de una capa membranosa de proteina-lipido-
protena con el lado lipofilico hacia dentro de la matriz lipidica, miden 1.09 um de diAmetro
y son més pequefios en el endospermo que en el germen®. Su distribucién en e! grano se
presenta en la tabla 1.1.

En el germen, los triglicéridos constituyen el 85% de los lipidos totales, los fosfolipidos 3 %,
los glicolipidos 2% y los lipidos insaponificables 4 %. Los triglicéridos mé&s abundantes, en
orden decreciente son: trilinoleina, olecildilinoleina y palmitoildilinoleina,

En el endospermo, los lipidos estdn formando complejo con almidén y proteinas, sus icidos
grasos son mas saturados que los del germen y contienen niveles altos de 4cidos palmitico,
estedrico y linolénico asi como bajos niveles de cleico y linoleico. Los Ypidos en esta
estructura son divididos en lipidos de almidén (46g /100g de lipido total) y no amilaceos
(54g/100g de lipido total).

Los lipidos no almilaceos estdn constituidos por cada 100g de: 48-55g de triglicéridos, 19g
de dcidos grasos libres, 4g de fosfolipidos, 6g de glicolipidos y 10g de insaponificables.

Los lipidos amilaceos, son los que se encuentran dentro del grénulo y tienen alta proporcién
de 4dcidos grasos libres (51-62 g/100g de lipidos amilaceos) y bajos niveles de fosfolipidos
(24-46 g/100g de lipidos amilaceos), que correlacionan positivamente con la cantidad de
amilosa en ¢l almidén. Los lipidos que forman complejo con amilosa se tratan, casi
exclusivamente, de dcidos grasos libres, y su cadena queda deniro de la seccidn helicoidal.
De esta forma son resistentes a la extraccion por disolventes y autooxidacién La formacién
de complejos entre la amilosa y lipidos se favorece por !a humedad que causa que los
granulos de almidén se hinchen. En un granulo seco, se forman espacios intermoleculares
que disminuyen este contacto. Los lipidos de almidén también modifican la gelatinizacién.
Dentro de los lipidos no saponificables tenemos a los carotenoides (siempre y cuando no
estén esterificados) que representan un grupo de isoprencides. Son hidrocarbonos y se cree
que son los precursores biosintéticos de derivados oxigenados como las xantéfilas. La
distribucién en el grano es de 74-86% (g de carotenoide/100g de lipidos no saponificables)
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en el endospermo comeo, 9-23% en el harinoso, 2-4% en ¢l germen vy 1% en salvado.
Debido a su estructura isoprenoide (sisterna alternante de dobles ligaduras), los carotenos
son muy sensibles al oxigeno, luz, calor y 4cidos, por esto durante el almacenamiento
pierden parte de su actividad, lo mismo sucede con los pigmentos xantdfilos (luteina y
zeaxantina).

El gamma tocoferol es el tocol predominante en granos. Los tocotrienoles se encuentran
solo en el endospermo, mientras que el germen contiene la mayor proporcion de los
tocoferoles.

Las enzimas que degradan lipidos, estin presentes en cereales pero parecen Ser menos
activas que en los estados de germinacion de la semilla. Por ejemplo, la lipasa del escutelo
esté presente en los cuerpos lipidicos de semillas germinadas, pero no en las no germinadas,
La enzima es activa solo sobre triglicéridos que contienen 4cidos linoleico u oleico, los
4cidos grasos dominantes en el aceite de mafz La lipoxigenasa cataliza la oxidacién de
icidos grasos poliinsaturados produciendo hidroperoxidos de dcidos grasos, que son muy
reactivos y potencialmente dafiinos para los componentes celulares”, Como se puc@e ver la
humedad pude activar el metabolismo de ia semilla por esto se tiene cuidado en su control

junto con otros factores para la conservacion del grano durante su almacenamiento.

1.4 Almacenamiento del maiz.

F1 almacenamiento y conservacion de granos y semillas lo realizan en el pais cuatro sectores:
a) el sector oficial, a través de Bodegas Rurales CONASUPO y Almacenes Nacionales de
Depésito (ANDSA), que manejan los granos para el consumo humano y animal, b) la
Productora Nacional de Semillas, ¢) los comerciantes y por ultimo, d) el sector rural,
formado por los campesinos”.

1.4.1 Sistemas de almacenamiento.

El almacenamiento de los granos es muy variado y depende de los recursos disponibles en la
regién. El mas sencillo es apilar el grano sobre el suelo. Esta forma de almacenamiento no
deteriora la calidad del grano a corto plazo. Sin embargo, el grano absorbe humedad del
terreno y ia lluvia, y est4 sujeto al ataque de roedores, pajaros y al viento.
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El sistema de almacenamiento mas antiguo consiste en guardar el grano bajo tierra. Las
ventajas que ofrece este sistema es la proteccién del grano de las fluctuaciones de
temperatura durante el dia y la estacién, disminuye la proliferacién de insectos y hongos por
la poca disponibilidad de oxigeno y elevado contenido de biéxido de carbono. Pero ciertos
microorganismos aerobios, como las levaduras, pueden producir fermentaciones.

El almacenamiento en sacos es menos rudimentario y muy recurrido. El grano ensacado se
puede conservar en casi cualquier albergue que lo proteja de las inclemencias del tiempo y
de los predadores.

El almacenamiento a granel en depdsitos o almacenes es el sisterna mé4s generalizado. Los
almacenes comprenden una variedad de bodegas y silos. En general son de capacidad
variable, de distintas formas y algunas son completamente mecanizadas. Su capacidad
fluctia entre 1000 a 5000 ton.. Sin embargo, existe un déficit a nivel nacional que obliga al
almacenamiento a la intemperie®.

1.4.2 Periodo de almacenamiento.

Es un factor muy importante que tiene que considerarse en la conservacién de  productos
agricolas. Al inicio y durante el periodo de almacenamiento debe conocerse la condicién de
los granos y semillas, por lo que hay que determinar en forma precisa sus caracteristicas
fisicas y bioldgicas, tales como el contenido de humedad, la temperatura, las impurezas, los
porcentajes de germinacion y de semillas invadidas por hongos de almacén. La informacién
que se deriva de las pruebas de laboratorio de control de calidad permitird tomar medidas
para evitar €l deterioro del grano, tales como e} rechazo del grano o semilla al momento de
su arribo al almacén, €l secado, aireacion y beneficio de la materia prima, su traslado a otra
regién mas favorable, el uso inmediato del grano, el uso de fumnigantes para el combate de
insectos, etc?.

1.4.3 Factores de control durante el almacenamiento.
Se pueden citar dos factores: fisicos y biolégicos. Dentro de los factores fisicos se
encuentran la humedad, temperatura y aireacién del grano. Los factores biologicos se

refieren a insectos, aves, roedores y microorganismos.
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1.4.3.1 Humedad.

La humedad es el factor mas importante que influye en la proporcién o velocidad de
deterioro. La prictica comiin es que el grano sea recibido con niveles de humedad cerca o
muy por encima de los niveles criticos. Sin embargo, el deterioro se puede presentar en el
grano que se encuentra dentro de los limites de humedad considerados como seguros,
debido a marcadas diferencias de humedad en el espacio de almacenamiento.

Siendo un material higroscépico, el grano de maiz pierde o gana humedad dependiendo de la
presidn de vapor en el ambiente que Jo rodea. La humedad relativa det aire intersticial en el
grano almacenado tiende 2 permanecer en equilibrio con la humedad del grano. A cualquier
nivel de humedad relativa la cantidad de vapor de agua por unidad de volumen de aire
aumenta con el incremento de temperatura y como el aire se encuentra en movimiento
constante como resultado de difusién ¢ conveccidn, la humedad es transportada de las
regiones mas calientes a las més frias del grano para mantener el equilibrio.

Se conoce que para almacenamiento por largo tiempo una humedad relativa de 65% se
considera segura. Ademads, el crecimiento bacteriano es inhibido debido a que la humedad
relativa requerida por los microorganismos excede del 90%. Generalmente se acepta que el
nivel méximo de contenido de humedad en el grano para un almacenamiento fiable sea del
13%. En la fig. 2 se muestran las isotermas de equilibrio de humedad del maiz, que esta
basada en Iz ecuacion de Chung’.
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En dreas secas, donde la humedad relativa es baja, el secado de granos y semillas después de
la cosecha asegura en gran medida la preservacién de su calidad. En cambio, en areas
himedas secar los granos y semillas no es suficiente, ya que éstos adquieren del ambiente
suficiente humedad para activar los procesos metabdlicos de las semillas con un consiguiente
deterioro fisinlégico que se traduce en bajo vigor é pérdida del poder germinativo™.

1.4.3.2 Temperatura,

Existen dos temperaturas a considerar, la del grano y la del aire. El aire caliente retiene mis
humedad que ¢l aire frio en la saturacién. Si s¢ incrementa la temperatura, la respiracién del
grano se acelera hasta niveles en que ésta se ve afectada por factores como inactivacién
térmica de las enzimas, agotamiento del sustrato (incluido el oxigeno) y acumulacién de
inhibidores como el bidxido de carbono.

El efecto de la temperatura en la velocidad de respiracidn depende del contenido de
humedad de las semillas, asi como de la presencia de hongos ¢ insectos. La temperatura de
almacenamiento puede manejarse para combatir plagas de almacén; ya que los msectos
producen humedad y calor al consumir el grano, a medida que los contenidos de humedad
sean méis altos, es necesario bajar la temperatura. Los insectos no inviernan y mueren a
temperaturas menores a los 5°C. Sin embargo, el uso de temperaturas bajas representa altos
costos de energia e instalaciones, lo cual en la mayoria de los casos hace incosteable su
empleo.

1.4.3.3 Aireacién.

La aireacién es el Unico método prictico de controlar la migracién de humedad durante
almacenamientos prolongados; equilibra la temperatura lentamente entre el centro y el
exterior det silo. La acumulacién de humedad puede ser eliminada por un sistema de vacio
que saca el aire caliente sin pasar a través de capas de grano frio. Deben _de ser operados
intermitentemente ya que solo puede eliminarse de 0.25 -0.5 % de humedad del silo. Debido
a que la respiracidn aerdbica del grano y de los microorganismos asociados con el grano
involucran consumo de oxigeno y liberacién de bidxido de carbono, el proceso tiende a
limitar el aporte de oxigeno.



1.4.3.4 Factores bioldgicos.

Entre las causas de las pérdidas cuantitativas y cualitativas que sufren los granos y las
semillas en los almacenes, se encuentran los insectos, roedores, péjaros y hongos. En el caso
de los insectos y de los hongos, el principal factor que favorece su desarrollo es la humedad
y en segundo término la temperatura.

En algunas zonas agricolas, los granos se cosechan con alto contenido de humedad y quedan
expuestos al ataque de insectos y hongos del almacén. Por ejemplo, el grano quebrado es
mds susceptible a la accién destructiva de estas plagas’. Los hongos de almacén pertenecen
principalmente a especies de los géneros Aspergillus y Penicillium, cuya caracteristica
principal es su capacidad para crecer en granos con bajo contenido de humedad en equilibrio
con humedades relativas de alrededor del 70%. Aun mas, algunas especies son capaces de
producir aflatoxinas.

Los roedores son las plagas méas dafiinas destruyendo miles de toneladas de granos al arfio
mundialmente. Su accién se evita con dispositivos anti-roedores y buenas medidas

sanitarias’.

1.4.4. Cambios natritivos en el almacenamiento.

Un buen grano para alimento es caracterizado por su alta digestibilidad y valor biol6gico de
la proteina, por lz ausencia de sustancias toxicas (micotoxinas, pesticidas, etc.), por la
presencia de lipidos que no han sido hidrolizados u oxidados apreciablemente y por cambios
menores en vitaminas hidrosolubles y liposolubles (especialmente tocoferoi).

Los cambios nutritivos han sido pobremente definidos porque es dificil demostrar los
efectos en la alimentacién, de productos almacenados y deteriorados. Sin embargo, en
pruebas de alimentacién de cuyos con estos granos, se ha presentado malestar digestivo,
dermatitis y distrofia muscular. En cereales con hongos, se ha visto que se puede retardar el
crecimiento de pollos, tal vez por efecto de la presencia de compuestos toxicos en el
alimento.

En cuanto & cambios minerales, se sabe que la disponibilidad de fosforo es nutricionalmente

importante 'para humanos y animales. Como se mencioné anteriormente, mucho del fésforo
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en el grano esta en forma de fitina (hormona vegetal), de tal manera, que no es bien utilizado
en los animales y mucho de él es excretado sin cambio por los humanos. Durante el
almacenamiento, la fitasa actia sobre la fitina, resultando en la [iberacién de compuestos de
fosforo ficitmente asimilables'’.

Con temperaturas de almacenamiento de 50 a 60°C se puede reducir la capacidad de
hinchado de almidones y aumentar la degradacién a través de la formacién de dextrinas de
bajo peso molecular. Ademds, se puede presentar ¢l fenémeno conocido como “grano
enfermo™ que se manifista porque los granos tienen apariencia dura y los gérmenes estdn
muertos y ¢xhiben varios grados de oscurecimiento. Estos granos son muy susceptibles al
crecimiento de hongos y sus proteinas disminuyen en solubilidad y en digestibilidad. En
estudios, con ratas alimentadas con este gtano, el maiz decreci6 en palatabilidad y en valor

nutritivo, caracteristicas que se agravaron conforme aumenté el periodo de almacenamiento,

La pérdida de vitaminas puede ocurrir durante el almacenamiento. Los cereales son buena
fuente de tiamina, niacina, piridoxina, inositol, biotina, vitamina E y pequefias cantidades de
dcido pantoténico. Se cree que las vitaminas, con excepcion de este ultimo, son muy estables
y no son ficilmente destruidas en el grano bajo condiciones normales de almacenamiento.
Sin embargo, se ha demostrado que la tiamina puede disminuir con contenidos de humedad
por encima del 10 % y que la riboflavina asf como piridoxina son sensibles a la luz y pueden
ser inestables en productos molidos. La vitamina A es de importancia en alimentos para
animales v en la nutricién humana. En maiz amarillo, su actividad es debida a los beta
carotenos, criptoxantina y neocriptoxantina y en menor grado al alfa y kapa caroteno. Esas
sustancias son “provitaminas” y son convertidas, en grado variable, en vitamina A en el
cuerpo. Una disminucién considerable de esta vitamina puede ocurrir en maiz amarillo
durante el almacenamiento, ya que se ha demostrado que este grano puede sufrir un
decremento en carotencides.

La pérdida de tocoferoles es acelerada en grano almacenado bajo condiciones adversas. Su
ausencia se correlaciona con disminucién en 4cidos grasos insaturados (linoleico y
linolénico), y por la presencia de perdxideos, cambios que se agravan por infestacion con

insectos*:2,
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1.4.4.1 Deterioro por efectos quimicas.

Los granos contienen antioxidantes y las grasas del grano sin romper estan parcialmente
protegidas contra efectos del oxigeno en el aire. Debido a esto, el desarrollo de rancidez
oxidativa intensa es raro en almacenamiento. Por otra parte, las grasas, son rapidamente
hidrolizadas por lipasas produciendo &cidos grasos y glicerol durante almacenamiento,
particularmente cuando la temperatura y humedad son altas, favoreciendo el deterioro
general. Este tipo de cambios es acelerado por la actividad lipolitica de los hongos. Por esta
razén, la prueba de acidez ha sido propuesta como un indice de deterioro del grano™**.

En productos dafiados, el orden bioldgico es destruido y los cambios que ocurrer durante
almacenamiento dependen de factores externos. Un awmento en la capacidad de absorcién
de agua y reactividad facilita e intensifica el daito por las otras fuentes, como oxigeno, luz, y
alta humedad relativa. Es por esto que la retencién de propiedades deseables es mas dificil
que en ¢l grano sano. El aumento en humedad provoca la activacién de enzimas en los
granos, caracteristica de las etapas iniciales de germinacién; por ejemplo, la descarboxilasa
y la transaminasa del 4cido glitdmico-alanina son activadas en las etapas injciales de
imbibicién de agua. Los niveles de humedad de 15 a 18% en el grano activan ambos

sistemas enzimaticos™.

1.4.4.2 Deterioro por efectos biolégicos.

Los cambios que originan estos factores en los granos afectan al sabor y olor. Poco se ha
publicado acerca de los efectos sobre infestacion de insectos, entre los que se citan, pérdida
de peso y de germinaci6n en el grano. También el aumento del dcido drico se utiliza como
indice confiable de infestacién. Algunos cambios que acompafian a la infestacién son una
disminucién en el contenido proteico, solubilidad proteica, asi comc de tiamina y
riboflavina'®.

Los microorganismos generan un olor caracteristico del grano almacenado deteriorado
debido a la producci6n de 4cidos grasos volatiles (isobutirico y valérico). Algunos producen
micotoxinas provocando que los granos no sean aptos para consumo y en algunos casos
para su industrializacién®,

En este estudio este deterioro por efectos biolégicos fue prevenido al utilizar un fungicida,
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de forma que los tnicos cambios que se vieran fueran de origen quimice. La manera de
evaluar estos cambios es a través de pruebas fisicoquimicas, pero la informacién que brindan
se ve limitada a reacciones quimicas sin aportar informacion a cerca de cambios moleculares.
Ademas, ellas requieren de ciertas condiciones de las especies a probar como cantidad,
solubilidad, aislamiento e integridad estructural entre otras. Deniro de estas pruebas
podemos citar acidez, indice de perdxidos, determinacién de nitrégeno soluble,
electroforesis, las diferentes cromatografias, difraccidn 6ptica etc.

Por otra parte, la solubilidad ha sido tomada como indicador de integridad conformacional
proteica ya que refleja versatilidad y buen potencial de uso en alimentos, pero puede haber
cambios en la conformacién que no pueden ser detectados midiendo Ia solubilicad. Para
evaluar estas caracteristicas, el andlisis térmico por conducto de la técnica de DSC es til
para alimentos en donde las proteinas pueden ser analizadas sin solubilizarlas previamente.
Esto permite el andlisis directo de macromolécutas en el estado sdiido, semisolido o mezclas
sin purificar™. En el caso del almidén, la temperatura de gelatinizacién puede ser
investigada por pérdida de birrefringencia, pero la DSC tiene la ventaja que en adicién a la
temperatura puede ser obtenida la entalpia de gelatinizacién. Esta prueba también se ejecuta
€ON poca muestra.

1.5 Avalisis térmico

El anilisis térmico es una valiosa herramienta para probar la extension, rango y secuencia de
eventos térmicos en sistemas puros y complejos. Estos han permitido establecer los
mecanismos fisicoquimicos de transiciones de fase, conducta conformacional, interacciones
con otros constituyentes, degradacién pirolitica y alteraciones composicionales. La
informacién analitica puede ser cualitativa (por ejemplo, identificacion y caracterizacién de
una sustancia en su huella térmica y cooperatividad de una transicién) o de naturaleza

cuantitativa (como transicién de calor, parAmetros termocinéticos etc.)”.

En 1969, el comité de nomenclatura de la Confederacidn Internacional de Anélisis Térmico
(CIAT) definié como anilisis térmico a un grupo de técnicas instrumentales en el que una
propiedad fisica de una sustancia es medida como una funcién de la temperatura después de
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que la sustancia es sujeta a un programa de temperatura controlada. Existen varias técnicas
disponibles y entre las més utilizadas podemos citar el andlisis térmico diferencial (DTA),
andlisis termogravimétrico (TGA), andlisis termomecdnico (TMA), andlisis térmico
tensiométrico (TTA), calorimetria diferencial de barrido {DSC) y reduccitn a temperatura
programada. Debe resaltarse que en la mayor parte de los casos la utilizacion de una técnica
de anilisis térmico puede no proporcionar la informacién suficiente sobre un sistema dado.
Al igual que otros métodos analiticos puede ser necesaria informacién complementaria

proporcionada por otras técnicas, termoanaliticas o no.

1.5.1 Calorimetria Diferencial de Barride.

El fundzmento de esta técnica estd en registrar el flujo cal6rico de una sustancia, cuando
ésta es sometida a un régimen de calentamiento determinado. Dicho flujo puede ser hacia o
desde la muestra, o sca endotérmico o exotérmico. Con este instrumental obtenemos los
llamados “termogramas” los cuales son el registro de calentamiento de una muestra en un
intervalo de temperatura a una velocidad constante, de tal manera que el incremento de la
temperatura resulte lineal con el tiempo. Las lamadas curvas de DSC pueden presentarse en
formas variadas en funcién de los factores que la afecten o de los cambios que se involucren
en ¢l proceso de calentamiento. En estas curvas, el drea de los picos sera proporcional a la
masa de la muestra y las transiciones indican la presencia de uno o mds componentes

sensibles al calentamiento.

El andlisis por DSC puede verse afectado por varios factores como son: los instrumentales
(geometria del portarnuestras, atmésfera del horno, material del crisol) y los relacionados
con las caracteristicas de la muestra (tamafio de particula, grado de empaquetamiento, masa
de 1a muestra, conductividad térmica, capacidad calorifica etc.)*.

1.5.2 Caracteristicas térmicas medidas por DSC.

Uno de los pardmetros mas obvio es la temperatura a la que la transicidén ocurre. En el caso
de proteinas, es llamada temperatura de desnaturalizaciéon (Td) y en el de almidones se
conoce como temperatura de gelatinizacion (Tg). Segun la figura 3 corresponde al pico
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méximo de temperatura y representa una medida relacionada con la estabilidad térmica’ de
las substancias.

-

Flujo de calor

Fig. 3 Termograma de DSC tipico que muestra: (a) temperatura méxima del pico, (b) temperatura
media, (c) cambio en la capacidad de calor, (d) cambio entdlpico (abarca toda ¢l érea bajo la curva),
() linea base.

El anilisis de la Td en proteinas puede proporcionar evidenciza de los cambios en la
estructura intrinseca, cardcter predominante de enlace o interaccién. Por ejemplo, el pH
extremo tiene un efecto desnaturalizante responsable de cambios conformacionales por un
predominio de cargas iénicas que provocan un descenso en la Td, o simplemente refleja un
cambio en la estabilidad térmica por sclutos afiadidos sobre interacciones proteina-agua

* segtm se define en el punto 3.2.1
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(como aziicares y algunas sales) o el efecto de enlaces directos soluto-proteina (por ejemplo
con detergentes aniénicos, metales y otras proteinas).

El valor de Td en esas situaciones es la clave para optimizar las condiciones del proceso
térmico y potencialmente para utilizar efectivamente las protemas constituyentes. Este
pardmetro es influenciedo por la velocidad de calentamiento y concentracion de la molécula,
pero en el caso de sobreposicidn de transiciones, es la tnica temperatura accesible.

El cambio entalpico denotado por AH (figura 3), es el resultado de reacciones endotérmicas
y exotérmicas, fundamentalmente gobernadas por el rompimiento de puentes de hidrogeno
intramolecular, ¥ en menor medida, formacién de estos puentes que implican agregacién y Ia
ruptura de interacciones hidrofobicas, EI AH representa un pardmetro que evaliia el grado de
desnaturalizacién (AHd) o gelatinizacién (AHg) como se definen mas adelante, en estos
procesos se involucran mayormente el rompimiento de puentes de hidrégeno dando lugar a
Ia absorci6n de calor y por lo tanto son regidos por eventos endotérmicos. De esta forma, el
valor de entalpia calculada a partir del 4rea bajo el pico de transicién, brinda un estimado de
la energia térmica requerida para desnaturalizar la molécula. Por ejemplo, las proteinas que
contienen enlaces disulfuro tienen mas alto Td y AHd que las proteinas sin enlaces de este
tipo.

En los alimentos donde estd presemte una mezcla de proteinas, es posible obtener datos
semicuantitativos de la cantidad de cada proteina por comparacién de las dreas de transicién
cuando estas no coinciden. Sin embargo, los valores de entalpia en éstos sistemas representa
un valor compuesto que refleja contribuciones de la proteina nativa, ¢l medio que la rodea,
asociacion de las protefnas y compuestos no proteicos en el sistema. Por lo tanto, la entalpia
es un valor compuesto que involicra entre otros, la conformacién y el grado de asociacidn
de la proteina como resultado del proceso u otro evento. Debido a la naturaleza
composicional del AH, los cambios pueden no necesariamente reflejar modificacién en la
conformacion de la molécula®*’,

La entalpia de gelatinizacién también debe ser interpretada con precaucién, debido a que
representa cantidades termodinimicas netas de diferentes eventos como hinchamiento del
grénulo y fusién cristalina (endotérmico), ¢ hidratacién y recristalizacién (exotérmico). La
Tg y AHg, son influidas por el rango de calentamiento, contenido dé humedad y lipidos

~
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granulares®!.

Cuando se establece un nimero especifico de condiciones, los pardmetros térmicos (cambio
entlpico y temperatura maxima) pueden utilizarse como indice de homologia*.

Otro parametro es Ia T (figura 3), la cual es medida como la anchura a la mitad de la altura
del pico de transicién y estd relacionada con su agudeza (debido a que adquiere un valor
pequefio cuando el pico de transicidén es aito y delgado). También se conoce como un indice
de la naturaleza cooperativa de la transicién del estado nativo al desnaturalizado. Este
pardmetro puede ser usado como una medida para valorar la complejidad del proceso bajo
investigacidn.

La presencia de otros picos, evidenciados en el perfil de la tramsicién, hacen Ia
interpretacién de la temperatura maxima y AH dificil. En estas circunstancias puede ser de
mayor importancia el valor de T'? aunque su significado no es todavia claro su valor puede
indicar disociacién o rompimiento de la estructura cooperativa®,

1.5.3 Aplicaciones de DSC en alimentos.

De las técnicas disponibles de analisis térmico, la DSC es muy utilizada en el estudio de
transformaciones térmicas de las proteinas, hidratos de carbono y lipidos. Puede ser
utilizada para detectar transiciones de primer orden (fusién) y de segundo orden (transicién
cristalina). En alimentos, las transiciones de primer orden estén principalmente relacionadas
a desnaturalizacién proteica, gelatinizacion de almidén y fusién cristalina de grasas. La
transicién cristalina es una caracteristica de las substancias amorfas, y en alimentos, los
grinulos de almidén y los productos congelados exhiben transiciones cristalinas. Cuando los
compuestos son calentados en ef estado sélido y/e un medio ambiente acuoso, experimentan
una serie de transiciones fisicas y quimicas interrelacionadas que se manifiestan por cambios
en sus propiedades como: capacidad de calor, entalpia, peso, volumen y cristalinidad. Los
métodos de andlisis térmico pueden monitorear esas propiedades®.

1.5.3.1 Aplicacién en proteinas.
Las técnicas de DSC en el estudio de desnaturalizacién térmica relacionado a las proteinas,
han empleado ribonucleasa, quimotripsindgeno, B-casefna bovina, lisosima y proteinas
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globulares en general. Los cambios en la estabilidad al calor de proteinas de la carne han
sido probados utilizando DSC. Muchos de los estudios de DSC han sido aplicados a
protefnas vegetales como lIas de soya, chicharo y girasol entre otras*'.

En general, la aplicacién se divide en dos categorias: 1) estudios bdsicos donde
principalmente se trabaja con proteinas aisladas o sistemas modelo y 2) aplicaciones
pricticas para obtener més informacion sobre un nimero de diferentes aspectos de conducta
de proteinas directamente relacionados a la calidad de alimentos o procesos. Por ejemplo,
control de calidad de ingredientes, estudios de interacciones entre ingredientes, comprender
los principales fundamentos de Ia operacién del proceso.

~ Los estudios son ejecutados bajo pardmetros que se aproximan a las condiciones o medio
ambiente dei producto o proceso. La DSC puede monitorear indirectamente los efectos de
otras operaciones como congelado, secado y mezelado, siguiendo los cambios resultantes en
I conducta térmica de Ia proteina. '

1.5.3.1.1 Desnaturalizacién térmica.

Para fines de este estudio, se entiende por desnaturalizacién proteica cualquier modificacion
de la conformacién (secundaria, terciaria o cuaternaria) que no vaya acompafiada de la
ruptura de enlaces peptidicos, implicados en la estructura primaria. Los cambios inducidos
en proteinas de alimentos por tratamientos térmicos a menudo producen desnaturalizacién,
el cual es un fenémeno complejo en el que aparece una nueva configuracién o cambio
parcial, a veces efimera. Un aumento en el grado de estructuracidn con respecto a la
estructura nativa debe considerarse también como una forma de desnaturalizacién®,

La desnaturalizacién térmica es un fenémeno cooperativo, es decir, la estructura de la
proteina se disocia en forma secuencial hasta llegar a un total desdoblamiento, esto puede
ser detectado como um pico endotérmico en DSC. En sistemas de alimentos, la
desnaturalizacién es normalmente irreversible debido a la agregacion posterior de las
moléculas desdobladas.

Las proteinas globulares, por ejemplo, esencialmente toman una conformacién simple en su
estado mativo; cuando se aumenta la temperatura hay un rompimiento de interacciones, las
cadenas se abren y una vez abiertas se asocian entre si debido generalmente a las
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interacciones hidrofobicas dependientes de Ia temperatura’’. Puede estar presente el estado
“molten globule” que se conoce como conformacién intermedia parcialmente doblada entre
las formas nativa y totalmente desnaturalizada. Es caracterizada por una reunién no
especifica de segmentos de estructura secundaria lograda por interacciones hidrofobicas que
‘dan lugar a racimos que son expuestos al medio ambiente acuoso. Por otra parte, los
aminodcidos residuales hidrofilicos también son expuestos. Esto le confiere una naturaleza
anfifilica a este estado****.

Los efectos de la despaturalizacién proteica son muiltiples; merecen especial atencién los
siguientes: el descenso de la solubilidad, modificacién de la capacidad de fijacion de agua,
pérdida de la actividad biolégica, incremento de la susceptibilidad al ataque por las
proteasas, incremento de la viscosidad intrinseca e incapacidad de cristalizar.

Por otra parte, la susceptibilidad de las proteinas a la desnaturalizaciéon por el calor depende
de numerosos factores como la naturaleza de la proteina, concentracion de la misma, Aw,

pH, fuerza i6nica y la naturaleza de los iones presentes™.

1.5.3.1.2 Interacciones proteicas.

La estructura de una proteina es dependiente de un balance entre interacciones proteina-
proteina y proteina-solvente; cualquier factor que influya en ellos, puede alterar la
estabilidad inherente de la molécula. De importancia particular son la composicion del
solvente (pH y fuerza idnica) y los perturbantes de estructura (estabilizadores y
desnaturalizantes)™.

Interacciones proteina-proteina.

Las interacciones intramoleculares proteina-proteina de tipo especifico, responsables de la
integridad estructural de una molécula v la forma intermolecular no especifica, estdn
involucradas en la conformacion y/o agregacion de las proteinas. El efecto de interacciones
proteicas puede manifestarse en una variedad de caminos, como cambios en la Td,
dimensién o forma de la transicién o la velocidad o proporcion de desnaturalizacion®.

La DSC puede ser utilizada para estudiar interacciones entre dos diferentes porteinas. De tal

manera que sc puede tener un incremento en la Td por la formacién del complejo y se
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produce una gran estabilizacién al calor debido a que [a entalpia de desnaturalizacién del
complejo formado es igual a la suma de las entalpias de sus componentes. Sin embargo, hay
excepciones a esto como asociaciones especificas proteina-proteina que pueden alterar la
conducta térmica de una o ambas de las proteinas en cuestién. Por ejemplo, el aumento en la
estabilidad del complejo avidina-biotina incluye un cambio entalpico asociado con las dos
moléculas asi como una modificacion en la amplitud de desnaturalizacién de avidina. Es
importante mencionar que las interacciones proteina-proteina no siempre pueden promover
estabilidad térmica, ya que todo depende de la naturaleza de las proteinas y de la proporcién

entre ambas,

Interacciones proteina-agua.

El papel del agua es central en la desnaturalizacién de proteinas. El balance entre fuerzas
protena-proteina y proteina-solvente determina la estabilidad. La proteina en s{ misma
influye en la estructura y propiedades del agua que 1a rodea .

A bajo contenido de agua, donde estd presente Unicamente agua de hidratacién primaria
enlazada directamente a la proteina, la Td y AHd son dependientes de la concentracién.
Ademis, se corre el riesgo de que el agua no se distribuya uniformemente en la muestra, y
por lo tanto, restringe la cantidad de proteina que experimenta desnaturalizacién térmica.

A medida que et contenido de agua aumenta, la AHd s¢ incrementa, mientras que ambos
Td y T2 bajan casi exponencialmente. Este aumento refleja mayor ntimero de puentes de
hidrdgeno entre solvente y soluto y ocasiona una disminucion en la cooperatividad global del
proceso de desnaturalizacién. Cuando los cambios conformacionales ocurren, el agua de

hidratacién secundaria (estructurada por la proteina) es la que se afecta en primer término™,

Interacciones de proteinas con polisacdridos e hidratos de carbono.

La interaccion proteina-polisacarido es importante en las propiedades de textura de
alimentos. Entre proteina-polisacdrido aniénico puede haber unz interaccion electrostitica
débil causando una minima desestabilizacién de la proteina y por lo tanto el AHd disminuye.
En contraste al efecto polisacdrido, la presencia de aziicares estabiliza los constituyentes

proteicos, debido a la influencia sobre la estructura de! agua en la vecindad de la proteina, y
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consecuentemente modifican las interacciones hidrofobicas. Hay poca mformacién al

respecto, sin embargo, mas adelante se hacen algunos comentarios.

Interacciones proteina- lipidos

El enlace de 4cidos grasos a albimina sumenta ia estabilidad térmica de la proteina,
limitando su uso como protefna coagulable con calor. Los fosfolipidos se podrian asociar a
fas globulinas pues tienen fuerte afinidad para lipidos polares. Pueden ocurrir cambios en la
solubilidad de las proteinas causados por desengrasado de la harina®'*2,

1.5.3.1.3 Efecto del ambiente en la conducta térmica de las proteinas.

pH.

Las caracteristicas térmicas de las proteinas estén grandemente influidas por el pH. Las
condiciones extremas icidas o alcalinas causan alteracién de la conformacién proteica. En
general, Td y AHd son menores a pH extremos por debilitamiento de la estructura, debido a
un cambio dramético en el equilibrio de cargas. EI AH es bajo posiblemente debido a un
incremento en la estabilidad de las imteracciones hidrofébicas que tienen una contribucion
exotérmica al AH, lo que resalta la importancia de su controL

Sales.

La adicion de cloruro de sodio a proteinas incrementa la Td indicando estabilizacién. Esto se
atribuye al aumento en la contribucidn de imteracciones hidrofbbicas a la estabilizacién de la
conformacién nativa, probablemente, por modificacién de la estructura del agua. Sin
embargo, ¢l grado en que la estructura del agua es afectada, depende de la naturaleza de los
cationes o aniones. Por ejemplo, los iones Ca** y SCN * organizan mejor a las moléculas
de agua de tal forma que tienen mayor influencia en la disminucitn del agua de hidratacién
de la proteina y pueden debilitar las interacciones hidrofobicas intramoleculares. Este efecto
aumenta la tendencia de desdoblaje bajando asila Td y AHd.

Aungque esos componentes pueden represeniar un bajo porcentaje del peso dei producto
total, su impacto sobre las proteinas y funcionatidad puede ser considerable™**.



34

Azticares y polioles (glicerol, sorbitol).
Estos compuestos estabilizan las proteinas contra desnaturalizacién por calor. La magnitud

del efecto depende de la proteina y el poliol o azicar y su influencia es muy probablemente
la estructura del agua vecinal de la proteina.

Alcoholes monohidricos.

Los alcoholes perturban la estructura del agua y promueven la desestabilizacion de proteinas
por debilitamiento de las interacciones hidrofobicas entre residuos no polares,

El 2-mercaptoetanol actila como un alcohol monohidrico que desestabiliza las proteinas ya
que rompe la capa de hidratacién asociada a la proteina y achia sobre la regién hidrofobica
principalmente por reduccién de los grupos -8-S- de la proteina.

EI tratamiento con solventes como el hexano, no afecta la Tdo AH.

Los alcoholes con cadena alkilo corta no afectan la Td pero disminuyen la AHd
probablemente por su facilidad de penetracién en la molécula de proteina®™*'.

Agentes modificantes de estructura proteica.

Algunos agentes quimicos meodifican la conformacién proteica ya que influyen sobre la
conducta térmica de las proteinas. Entre ellos tenemos: el etilenglicol que disminuye la
constante dieléctrica del medio e interacciona con los sitios no polares de la cadena
debilitando las interacciones hidrofébicas con disminucién de la estabilidad proteica ydela
Td.

La urea, destruye la estructura de enlace con hidrogenos del agua y facilita el
desdoblamiente proteico por debilitamiento de las interacciones hidrofébicas, esto provoca
incremento del contacto del agua con los residuos no polares, causando pérdida de la
estructura proteica y estabilidad al calor.

Los detergentes aniénicos como el dodecilsulfato de sodio (SDS) disminuyen la entalpia o la
Td ya que a concentraciones altas puede causar repulsion de cargas entre cadenas
polipeptidicas conduciendo al desdoblamiento molecular. Mientras que a bajas
concentraciones estabiliza a las proteinas aumentando la Td.

Existen algunos compuestos para modificar la carga, entre los que s¢ encuentran el anhidrido
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succinico o mdlico que reaccionan con residuos de lisina o carboximida. Debido a
limitaciones en el uso de proteinas quimicamente modificadas en alimentos, el uso de analisis
térmico en valorar la modificacién proteica es restringido™.

1.5.3.2 Aplicacién en el almidén.

La DSC ha sido ampliamente utilizada en estudios térmicos de almidén. Esta técnica detecta
transiciones de materiales poliméricos y proporciona datos valiosos sobre fenémenos de
orden-desorden de almidones granulares,

Los primeros estudios fueron sobre cambios macromoleculares de amilosa y amilopectina en
cereal modificado y nativo, asi como almidones de tubérculos. Por otra parte, se han hecho
estudios para definir la interaccién con otros componentes como SDS-almid6n, sacarosa-
almidén en trigo. Se ha investigado el efecto de humedad y contenido de NaCl sobre
transiciones de fase de diferentes almidones granulares, estudios de gelatinizacion,
retrogradacion y conducta de genotipos del almidon entre otros®****".

Dentro de las propiedades fisicas importantes del almidén se incluyen; los requerimientos
térmicos para gelatinizacion, la viscosidad generada, estabilidad de grinulos gelatinizados y
susceptibilidad del almidén gelatinizado a retrogradacidn. Entre éstos se encuentra que la
gelatinizacién es un fendmeno importante que ocurre en varias operaciones de proceso de
alimentos. Por ejemplo, en coccién de pan, pasteles, extrusién de productos en base a
cereales, espesado etc”™". El uso de DSC ha permitido probar térmicamente la estructura del
granulo de almidén revelando su naturaleza biopolimérica. Ademds, se ha mostrado que el
almidén céreo presenta conducta térmica similar al almidén normal de maiz y que el almidén
alto en amilosa no exhibe un pico claro y su endoterma se extiende por arriba de 100 °C*,

1.5.3.2.1 Efectos térmicos sobre la estructura del almiddn.

Los grinulos de almidén son heterogéneos quimica y fisicarnente porque estin compuestos
de moléculas de amilosa y amilopectina as{ como de estructuras cristalina y amorfa. La
cristalinidad de los grénulos de almidén esta generalmente en el orden de 15-35%; por lo
tanto, el modelo que puede describir morfolégicamente la estructura semicristalina podria
ser un sistema de dos fases, independientes una de otra, en donde los cristales son dispersos
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en una mairiz homogénea amorfa. La cristalinidad del almidén se debe a la presencia de
racimos paralelos de cadenas cortas ( 50-60 A° ) empaquetadas lado por lado. Esas cadenas
pueden ser las externas de amilopectina o partes de la molécula de amilosa. Las regiones
amorfas son las que se presentan en racimos miltiples y previenen la formacién de
estructuras poliméricas ordenadas.

Dentro del grdnulo, la amilosa se puede localizar entre moléculas de amilopectina y puede
asociarse con las regiones lineales de ésta, el arreglo implica alto grado de orden originando
regiones cristalinas, que por medio de la birrefringencia, indica una naturaleza perfectamente
organizada.

El almidén en su estado nativo existe en la forma de granulos insolubles en agua. Cuando se
dispersan en agua fria, experimentan un hinchamiento reversible limitado debido a la difusién
y absorcion de pequefias cantidades de agua dentro de las regiones amorfas; este proceso es
exotérmico.

En el calentamiento, las propiedades dpticas del almidén (birrefringencia) y su patrén de
difraccién de rayes X se retienen, hasta que la temperatura de gelatinizacién se alcanza. En
este momenio, la organizacién cristalina se pierde y los grinulos se hinchan
irreversiblemente para formar una pasta viscosa. Este proceso desordenado se llama

gelatinizacién y es un fenémeno endotérmico. Las etapas transicionales se muestran a

oy
Cristalino % insoluble en agua fria

I 1* TRANSICION

dobie helice B & alto hinchado
y ramas - f(g/ baja solubilidad

| 2 TRANSICION

enrollamiento al azar @4}? solubilidad aita

Figura 4. Modelo de transiciones moleculares durante la gelatinizacién del almidén. De Colonna P.
and Mercier Ch.1985.

continuacién (figura 4),



kY

El modelo ejemplifica a lz amilosa y su asociacién cristalina se ve influenciada por la
longitud de 1a cadena, presencia de la amilopectina y/o de lipidos complejantes.

Las diferencias sobre las caracteristicas de gelatinizacién entre varios genotipos de maiz se
deben a su diferente dimensién, organizacién y composicion del granulo, provocando
variaciones en los perfiles y pardmetros térmicos. Por otra parte, se dice que el hinchado y la
fusién cristalina parecen ser procesos cooperativos™.

1.5.3.2.2 Interacciones del almidén.

Interaccion almidén-agua.

La gelatinizacién depende de la infiltracién de agua dentro del granulo. Si estd presente una
alta cantidad de agua, hay hidratacién extensiva e¢ hinchado de las regiones amorfas,
facilitando la fusién de los cristales de almidén en el calentamiento. Esto ocurre en un
intervalo de temperatura muy estrecho y produce una transicién endotérmica simple.
Adicionalmente a estas condiciones, al aumentar la temperatura se incrementa la difusién
translacional y rotacional de las cadenas dentro de las partes amorfas de los granulos. En
este momento se hincha en forma reversible (limitado por los entrecruzamientos de las
cadenas). Al aumentar méds la temperatura, hay mayor movimiento de las cadenas,
principalmente en la parte amorfa, la cual ejerce una accién desestabilizante en el resto del
granulo.

Con niveles de agua intermedios, se tienen dos transiciones endotérmicas, una debido a la
desorganizacién del almidén, mientras que otra, a méds alta temperatura, se atribuye a
complejos amilosa-lipidos.

Bajo condiciones extremas, donde la humedad no esta presente en el sistema, y el dnico
desnaturalizante es el calor, podria ocurrir la fusion de cristales. Es obvio que el agua juega
un papel importante en ¢l proceso global ya que ayuda a la fusién de cristales de almidon.
En un disolvente como el agua, los requerimientos para un estado energético minimo podria
favorecer la conformacién compacta. Esto se apoya si consideramos que la ramificacién
extensiva facilita una conformacién ordenada, por restriccion de la rotacién de enlaces
glucosidicos individuales. Unicamente cambios de orden fisico ocurren dentro del grénulo
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como resultado del tratamiento humedad-calor sin haber degradacion quimica. Sin embargo,
estos cambios son de gran importancia ya que estan relacionados con la funcionalidad®’.

Interacciones almiddn-lipidos.

Los lipidos actian como medificadores de textura cuande interaccionan con el almidén,
principalmente a través de los complejos con amilosa. El orden conformacional (rollo-hélice)
de amilosa, inducido por agentes complejantes, promueven nucleacién y subsecuente
organizacién de hélices dentro de agregados parcialmente cristalinos. El mecanismo exacto
no se sabe, pero la presencia de éstos complejos se denota por una transicién a temperaturas
entre 95-130 °C. La estabilidad térmica de los compiejos aumenta con incremento de la
longitud de la cadena del 4cido graso, la entalpia varia dependiendo de! agente complejante y
de las condiciones empleadas para la formacién del complejo. El contenido de agua también
es importante, ya que a un contenido alto, la fusién del complejo es altamente cooperativo,
produciendo una sola transicion, a bajo contenido de agua, resulia en un pico que se

desplaza a una segunda transicién a més alta temperatura.

La entalpia aparente de gelatinizacién del almidén desengrasado es més alta que las de las
muestras nativas, ya que la formacién del complejo amilosa-lipido seguida por cristalizacion
ocurre exotérmicamente durante la gelatinizacién, Ademés, la extraccion de lipidos
disminuye la Tg del granulo®.

1.5.3.2.3 Efecto del ambiente en la conduncta del almidén.

Azticares.

Los azicares compiten con el almidén por el agua, donde los disacdridos retardan mas el
hinchado que los monosacéridos. Por ejemplo, la adicién de 50% de sacarosa, glucosa y

62,63

fructosa al almidén, aumenta la Tg y baja la AH requerida para gelatinizacion™ ™,

Surfactantes.
Al igual que para las proteinas su efecto depende de la concentracién. Generalmente
desestabiliza la estructura granular, baja la Tg y AHg"".
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Sales.

Los iones de sales ejercen efectos distintos sobre la gelatinizacién; algunos incrementan y
otros decrecen el hinchado del granulo a una temperatura dada. Los electrolitos afectan la
Tg del almidén, es decir, aniones y cationes pueden causar cambios en esta temperatura por
modificacién de la estructura del agua. Los iones hidratados fuertemente (como sulfato y
Litio) tienden a incrementar ei orden de la estructura del agua y disminuyen !a
concentracién de agua “libre™ resultando en el aumento en Tg.

No sole la interaccion sal-agua sino también la de sal-almidon puede afectar la
gelatinizacion. Cuando la concentracion de sal aumenta a un cierto nivel, se rompen los
puentes de hidrogeno entre el agua y el almidon y esto acelera la gelatinizacién, lo cual
puede contribuir a disminuir la Tg del almidén®™.

1.5.3.2 Aplicacién en grasas.

Cuande el DSC se equipa con un accesorio de enfriamiento, se puede investigar lz fusién
cristalina y el templado usado en el proceso de materiales grasos (chocolate). Las grasas
tipicamente existen en varias formas cristalinas por lo que su textura y estabilidad en el
almacenamiento dependen de la proporcién relativa de ésas formas. La temperatura de
templado puede ser usada para fortalecer la nucleacion y el crecimiento de los cristales de la
forma deseada. El templado impropic causa pérdida de la textura y apariencia. E1 DSC es
estable para estudiar el polimorfismo de las grasas por la temperatura. Puede también
determinar cualitativamente la composicién de triglicéridos de un aceite o de una grasa o

mezclas de ellos™.
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HIPOTESIS.

Las condiciones de almacenamiento en las que se encuentra ¢l grano de maiz van a alterar
Ias caracteristicas intrinsecas de sus macromoléculas.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la estabilidad de las principales
macromoléculas del grano de maiz a través de la determinacion de los perfiles
calorimétricos y sus parametros.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Estudiar los posibles cambios, modificaciones, interacciones y/o degradacion de proteinas,
hidratos de carbono y lipidos, causados por el almacenamiento del grano de maiz,

Definir ei efecto de la temperatura y la humedad de almacenamiento sobre los pardametros
estudiados.

Establecer metodologias que permitan obtener informacién acerca de los posibles cambios e
interacciones que toman logar a nivel macromolecular y que puedan ser aplicables a otros
granos. .



41

2. TRABAJO EXPERIMENTAL

El estudio se realizé en 2 etapas: en la primera se seleccionaron y validaron los
procedimientos de extraccién, hidratacién y requisitos térmicos de barrido para el almid6n y
4 fracciones proteinicas aisladas del grano; en la segunda etapa, estos métodos de separacion
de macromoléculas y especificaciones de barrido fueron aplicados al grano para la
evaluacién calorimétrica del efecto de temperatura y humeded de almacenamiento.

En este estudio se utilizé maiz hibrido H-447 cultivado en el ciclo 1994, procedente de la
Unidad de Investigacién de Granos y Semillas del Instituto de Biologia ubicado en Pabellon
de Artega, Aguascalientes, México. Con el objeto de prevenir el efecto causado por
microorganismos, el mafz se traté previamente con el fungicida Tilletién 500 (Clorotalonil)
con una concentracion de 5% (v/v) y en una proporeién de 10 mi/Kg.

Como control se utilizd maiz H-447 almacenado en condiciones herméticas a 4°C y aun
contenido de humedad del 10 %.

2.1 Primera etapa. Validacién de DSC para macromoléculas del maiz.

2.1.1 Anilisis quimico proximal.

Con el propdsito de establecer ¢l perfil fisicoquimico del maiz bajo estudio y que se
someteria al almacenamiento, se inicié con un examen bromatolégico general™ (apéndice
Al).

2.1.2 Separacién de macrocomponentes.

Para poder emprender el estudio sobre el comportamiento térmico de las macromoléculas
fue necesario separarlas del grano de maiz. Para lograr esto se molié 150 g de maiz en un
molino Super Lines Type SCES Mitsubishi Electric Co. y se utilizé el método de
desengrasado en frio de la harina (apéndice A2.1). A partir de la harina desengrasada se
continud con el aisla.miénfo, purificacién y evaluacién de las macromoléculas, esto con el
propésito de conocer sus concentraciones y empezar & ajustar las varinbles y condiciones de
corrida térmica que influyen en este estudio. En el caso del almidén, se utilizé la separacién
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himeda (apéndice A2.2)y para proteinas, se utilizé el método de Osborne y Mendell”® que
se basa en diferencias de solubilidad (apéndice A2.3). De esta forma se obtuvieron 4
fracciones de proteinas: albiminas, globulinas, prolaminas y glutelinas con diferentes
concentraciones, donde la fraccidn predominante fue la de prolaminas. La tabla 2.1 muestra

sus porcentajes.

Tabla 2.1, FRACCIONES PROTEINICAS EXTRAIDAS A PARTIR DE
HARINA DESENGRASADA
(g de fraccién/100g de proteina total}

Fraccién proteica %
Albiminas 1.3+0.2
Globulinas 0.8+0.06
Prolaminas 4.0£0.8
Glutelinas 3.840.3

Rendintiento total 9.9

Proteina total (microKj. 9.96%:), n=3

La evaluacién del almidén separado se hizo por el método de fenol-sulfitrico y las fracciones
proteinicas por ¢l método de microkjeldhai®’.

El paso 2.1.2 de este procedimiento se repitié para el maiz sujeto a almacenamiento de
donde se desprendieron los resultados sobre solubilidad con base en los rendimientos

obtenidos para el grano control y cada una de las condiciones de almacenamiento.

2.1.3 Cordiciones térmicas de barrido.

Para llevar a cabo el estudio de termoandlisis se utilizo un Calorimetro Diferencial de
Barrido Perkin-Elmer modelo DSC-7. El procedimiento de la preparacién de las muestras
para el anlisis térmico se describe en el apéndice A2.4. Debido a que no hay antecedentes
especificos para tomarlos como base en este estudio, la tabla 2.2 presenta los ajustes y
materiales a los que se debe someter ta muestra una vez preparada®.
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Tabla2.2 CONDICIONES TERMICAS PARA LA OBTENCION DE

TERMOGRAMAS.
Gas de acarreo Nitrégeno
Velocidad de flujo {ml/min) 20-30
Velocidad de calentamiento (°C/min) 10
Crisoles para proteinas de acero inoxidabie con contratapa de oro (P-E B018-2905)
Crisoles para almidén de aluminio (Perkin-Elmer 0219-0014)
Rango de calentamiento (°C) 25-200

McNaughton J.L. y Mortimer C.T. Perkin-Elmer 1975.

El equipo DSC se calibré con Indio que es un material muy estable en el intervalo de
temperatura en la que se dan los procesos térmicos en estudio. El DSC tiene una
sensibilidad de 0.5 meal/min , o sea 0.002 J/min®.

Los parimetros que fueron obtenidos directamente del software del DSC para Ia transicion
son: cambio entilpicc (AH) en J/g, temperatura maxima (Td), temperatura inicial (To) y
temperatura final (Tf) en °C. Adicionalmente, en la etapa de almacenamiento, se determiné
la temperatura media (T'?) para desnaturalizacién de proteinas midiendo la altura del pico a
la mitad (y a lo ancho) de la transicién con ayuda de una regla.

2.1.4. Establecimiento de los parimetros de humedad en los macrocomponentes para
la obtencién de curvas térmicas.

En esta etapa, se procedié a confirmar la interrelacién materia seca-agua, para seleccionar y
validar las condiciones de corrida calorimétrica en funcién del contenide de agua y de la
temperatura necesaria para que se verifiquen los procesos de gelatinizacién del almidon y
desnaturalizacion proteinica.

Para el almidén aislado; se hicieron barridos a diferentes concentraciones de agua-almidén
{10,20,30,40,50,60,70,80 y 90g de agua/100g de almidén), utilizando como punto de
comparacion barridos de almidones comerciales (Arancia) alto en amilosa (60% de amilosa)
y alto en amilopectina (90% de amilopectina). De esta manera, se conocié la conducta
térmica de estos 2 componentes principales del almidén y se identificé la huella térmica del
almidén aislado del maiz H447. Con estos datos se fijé a cantidad de agua necesaria para
manifestar efectos'mis claros del proceso de gelatinizacién por DSC.
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Para las fracciones proteinicas; se hicieron barridos a diferentes concentraciones de agua-
protefna (10,20,30,40,50,60,70,80 y 90g de agua/i00g de proteina), utilizando como punto
de comparacién barridos de zeina comercial (donada por Arancia de concentracién 60%), de
esta forma se identificé la huella térmica de las prolaminas, componente proteinico
mayoritario en €l grano y de las otras fracciones. Con estos datos se fijé la cantidad de agua
necesaria para manifestar, en su forma mis clara, el proceso de desnaturalizacién por
Dsc”.

2.2 Segunda etapa. Almacenamiento del maiz.

2.2.1 Establecimiento de las condiciones de almacenamiento.

Se seleccionaron de acuerdo a las variaciones climaticas esencialmente de temperatura y
humedad relativa, a las que se expone el grano durante su almacenamiento, en los diferentes
lugares de acopio’. Tratando de abarcar las condiciones de conservacion del grano desde
favorables hasta de alto riesgo 'se propusieron 2 temperaturas ¥ 3 contenidos de humedad en
el grano que dieron lugar a 6 diferentes tratamientos que se muestran en la tabla 2.3.

Tabla2.3. CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO DEL MAIZ H-447

Contenido de humedad en el grano Temperatura (°C)
% 40 20
18 Tl T2
- 15 T3 T4
10 T3 T6
grano control almacenado herméticamente a 4°C y 10% de
contenido de humedad

T= tratamientos.

2.2.1.1 Ajuste de los 3 contenidos de humedzad en el grano.

Para lograr estas condiciones en el grano, se hicieron pruebas con microambientes simulados
en las que el maiz se colocé en contenedores de pldstico cerrados. Estos mantenian
humedades relativas en equilibrio con la humedad del grano a la temperatura definida, a
través del empleo de soluciones saturadas de diferentes sales. Se probaron KCl, KBr, NaCl y
KNO,. el procedimiento se desglosa en el apéndice B2. De las curvas de humedad del grano
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(apéndice B2.1), se escogieron las sales adecuadas y se establecio el tiempo necesario para
alcanzar la humedad en el grano a la temperatura deseada . La siguiente tabla 2.4 muestra

estos datos.

Tabla 2.4 SALES ADECUADAS PARA LOGRAR LAS CONDICIONES DE
HUMEDAD EN EL GRANO DE MAIZ H-447 DURANTE SU ALMACENAMIENTO.

humedad del grano solucidén saturada humedad relativa (%)
(%) 40°C dias 20°C dias
i8 Nitrato de potasio 89 3 93 5
15 Cloruro de sodio 75 6 75 8

En el caso del contenido de humedad del 10% en el grano, no fue necesario utilizar ninguna
sal. Sin embargo, para asegurar €l mantenimiento de este contenido, las muestras de maiz se
mantuvieron cerradas y llenas para evitar fluctuaciones en la humedad dentro del mismo

contenedor al ser sometidos a 40y 20 °C™.

2.2.1.2 Ajuste de las temperaturas de almacenamiento
Las temperaturas de 20 y 40°C fueron controladas manteniendo los contenedores en
incubadoras Ambi-Hi-Chamber que tienen una precisién de 0.1 °C.

2.2.2 Calendario de almacenamiento y monitoreo.

Una vez adecuadas las condiciones de almacenamiento, se establecieron los intervalos de
tiempo y periodicidad de los monitoreos del maiz para las diferentes condiciones. La
frecuencia del monitoreo se fijé considerando que en las condiciones mds severas, los
cambios moleculares se presentan a mayor velocidad. El calendario y la frecuencia de

muestreo se esquematizan en la figura 1.21.
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Figura 1.21

CALENDARIO DE MUESTREOQ DEL MAIZ (SEMILLA) 447 EN ALMACENAMIENTO

TIEMPO (DIAS)
t 10]15]20]30]40V45] 50| 60{ 75| 80190100 [ 1207 1401150 | 160 | 180|210
0°CIt 13 It |1 13 {1 {1 3 [5 |3 |5 5
5 {3 |35 3
5
20°C 4 2 |4 |2 2 2 4 2 2 4
[ 4 4
6 6
C C C C C
MUESTRA INTERVALO  TIEMPO MAXIMO No. MUESTREOS
1 18% Humedad, 40°C c/10dias 60 dias 6
2 18% Humedad 20°C c/20dias 120 dias 6
3 15% Humedad 40°C </15dias 90 dias 6
4 15% Humedad 20°C ¢/30dias 180 dias 6
5 10% Humedad 40°C c/20dias 120 dias 6
6 10% Humedad 20°C ¢/60dias 180 dias 6

C= maiz control a 10% humedad, 4°C ¢/45dias 210 dias

Se determind la humedad det grano® en cuanto es retirado de fa cdmara de almacenamiento.




2.2.3 Esquema analitico.

Enseguida se desglosa la secuencia de anAlisis para los monitoreos.

Grano (H-447)
(150 g
__________ > Eval. é¢ pigmentos’
Determinacion de humedad
Tecado en estufa)

Moler

: FE—
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} -------- >  Eval.delipidos™
Extrae¥ almidén Extracf proteinas (Osbome & M.)
{50 8)
Fenol-sulfirico
prolaminas glutdlinas albhiminas gldbulinas
L ! I

Hidratar 60% Hidratar $0% Hidratar 70% Hidratar 10%
L 1 ] : ]

l

Reposar (3.5 e

Pesar (5 mg)

Cal%dar DSC

Termograma

Las flechas punteadas corresponden a las prucbas fisicoquimicas que se hicieron en forma parateta™ y

cuando se requieran serdn comentadas en la discusién de resultados.
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2.3 ANALISIS ESTADISTICO.

Se aplicé con ¢l objetive de que los resultados encuentren un elemento de apoyo en el
anlisis y discusién. Para ello se utilizé el ANOVA (Analisis de varianza) de una via, para
evaluar los efectos de la humedad y ia temperatura sobre los parametros térmicos durante el
tiempo de almacenamiento. Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizd el paquete
SPSS (Statistics Package for Social Sciences). Dado que el modelo del experimento es
desequilibrado no pudo aplicarse alguno ya establecido. El analisis se encuentra en el
apéndice.



49
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Primera etapa: Trabajo preliminar al almacenamiento.

En la primera etapa, se realizé un estudio para determinar la cantidad de agua necesaria para
la obtencitn de registros térmicos de gelatinizacidn y desnaturalizacién del almidén aislado y
de las 4 fracciones proteinicas.

Los termogramas de la figura 3.11 muestran los registros calorimétricos de los almidones
de referencia y del almidén aislado. Los resultados que fueron obtenidos para la transicion,

correspondientes a la gelatinizacién se muestran en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 RESULTADOS DE DSC OBTENIDOS PARA GELATINIZACION DE

ALMIDONES

HIDRATACION % 30 | 40 ] 50 |- 60. ] 70 | 8 | 90
ALMIDON AISLADO ~

AH (7g) 0.0920.1 [1.520.5_|1.9+0.9 |3080.6 ]3.6203 [2.740.1 [1.7x0.4
Tg 68.5:0.2 | 67.940.3 | 68.0£1.0 |67.6£0.9 |67.720.6 | 68.650.4 | 67.1=1.1
To $4.230.2 | 54.921.0 | 56.750.5 [ 535209 | 53.320.5 | 55.040.2 | 55.440.2
Tf 85.420.1 | 85.621.0 | 86.020.7 [ 84:9%0.5 | 85.520.2 | 83.620.7 | 81.5%0.5
ALMIDON CEROSO

AH (/g 0.5340.1 | L.0920.1 | 1.320.3 |258%1:0 ] 2.5120.3 | 1.77%0.2 | 0.9420.4
Tg 67.950.3 | 67.420.4 | 67.880.4 [67.4%0.5 [ 67.8+0.5 | 68.020.2 | 68.3+0.6
To 56.540.3 | 55.3£0.7 | 53.4%0.9 55.440,5/] 54.620.5 | 53.1=0.8 | 55.5+0.3
Tt 83.320.1 |83.920.6 | 84.720.3 | 84.1£0.2 | 83.20.9 | 84.720.1 | 84.820.2
AMILOALMIDON

AH (7g) 3.872.07 | 5.4520.3 | 5.640.1 | 5.8640.7 [4.57%0.2 | 3.97+0.2 | 2.4220.1
Tg 83.850.0 | B1.8£0.7 | 81.340.9 [81:640.4 | 82.420.5 | 81.0+0.8 | 82.220.1
To §8.220.5 68.320.3 | 67.020.6 | 66:230.9 | 65.040.8 [ 64.5£0.8 | 61.3£0.5
Tf 11.320.5 [112.20.4 | 111£0.8 [111.6%3 [110.5+.9 | 105,522 | 101.4%.3

n=3, %= g. de agua/100g de almidén
To=temperatura inicial, Tf=temperatura final, T=temperatura méxima de gelatinizacién en °C.

Con esta informacién se pudo constatar la conducta similar entre el almidén aislado y del
alto en amilopectina (ceroso). Los perfiles térmicos (figura 3.11A y B) de estos dos
almidones son muy parecidos, €l intervalo de temperatura en que se produce la
gelatinizacién fue de 53-85°C y 55-84°C respectivamente, con 60% de hidratacién. Esto
concuerda con el intervalo de 58.3-83°C que se ha encontrado para la gelatinizacion del

L) o]

almidén normal® y la semejanza en sus perfiles ha sido denotado por otros autores




Figura 3.11. TERMOGRAMAS DE GELATINIZACION DE ALMIDON AISLADO, ‘o
ALMIDON CEROSO Y ALMIDON ALTO EN AMILOSA OBTENIDOS POR DSC*
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El amiloalmidén gelatinizé en un intervalo de 66-111°C y la forma del perfil difirio
apreciablemente, cuando se compara con Jos almidones anteriores (figura 3.11C). Esto lo
han puesto de manifiesto diversos estudios™ . Probablemente esta conducta se deba a que
en el acomodo molecular de este tipo de almiddn, predominan las zonas cristalinas, que
pucden presentarse entre cadenas de diferente longitud, lo que origina una respuesta
energética mds alta, esto se muestra en la tabla 3.1 ya que se requiere de una Tg y AHg
mayor que para los almidones anteriores con un intervalo amplio de temperatura y un perfil
térmico aplanado. Adicionalmente se puede observar que a contenidos de agua extremos
(menores o mayores) la gelatinizacién no se leva a cabo adecuadamente por falta de agua o

por efecto de dilucién respectivamente.

En la tabla 3.2 se registran las condiciones con las que se obtienen los resultados térmicos
mas claros para la gelatinizacion. Estas incluyen nivel de hidratacién del 60% para los tres
almidones, peso adecuado del almidén hidratado para las corridas térmicas, ademas se fij6 el
tamafio de particula asi como el tiempo de hidratacion. Los resultados se muestran a

continuacion.

Tabla 3.2 CONDICIONES ESTABLECIDAS PARA LA GELATINIZACION

DEL_ALMIDON
Hidratacion (%) 60+0.5
Peso de la muestra hidratada (mg) 50.1
Tamaifio de la particula (in.} 0.007
Tietnpo de hidratacién (hr.) 3-5

n=3, %= g/100g de almidén.

En relacién a proteinas, los termogramas de la figura 3.12 muestran los registros
calorimétricos del estandar de zeina y de los componentes proteinicos aislados (prolaminas,
glutelinas, albiiminas y globulinas). En forma adicional, también se obtuvieron los

resultados de entalpias y temperaturas de desnaturalizacion que s¢ muestran en 1a tabla 3.3.
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Tabla 3.3 RESULTADOS DE DSC OBTENIDOS PARA DESNATURALIZACION DE

PROTEINAS
HIDRATACION % 50 ] 8 | 70 | 60 [ s0 [ 40 | 30
zefnas
AH (J/g) 15.051.5 12.320.8 [ 8.1940.7 | 7.09£0.5 [ 7.320.2 {4.2320.8 |3.23+0.4
Td 0301 | 94.420.4 | 94.5£0.6 [96.1£0.2 [105.4+1 [112.8+.1 (93,11
To 73.542.5 | 83.5+] |83.4+0.9 [94.520.5 [90.71 | 98.9+0.1 | 81.5%1.5
Prolaminas
AH  (J/g) 12.240.2 |8.2:0.2 |6.13+0.1 [4.18+0.8 }3.924+0.2 {3.040.4 [2.1120.5
Td 89.020.6 | 84.40.1 |93.120.5 [ 94.320.1 [94.9+0.2 | 81.3x1 |97.420.2
To §0.8£0.1 | 75.420.3 | 78.6+1.5 | 85.3£0.1 | 89.420.5 | 80.3+1 191.9+0.1
glutelinas
AH (i) 452301 18.3240.1 1 15.340.2 [9.24+0.1 [3.3+0.2 |2 821.5 [3.2320.5
Td 87.720.2 | 86.5%0.1 | 80.5+0.3 [84.1£0.4 | 81.4+0.3 |85+£0.7 |10t*1.3
To T4.3+0.8 | 79.321.3 | 74.7+1.3 | 67.721 }70.3+0.1 | 77.3£0.8 | 77.4+0.]
HIDRATACION % 50 T 40 [ 30 | 20 [ 10
albiminas
AH (/g 2.4+0.2 1.28+2 7.14+0.2 7.78+0.5 16.2540.2" -
Td 50.8=1 58.8+0.5 54.9+0.7 68.0+0.2 68.420.1--
To 48+0.5 55.820.9 44 2+ 57+0.2 47.6¢1.1 -
globulinas
AH (/g 4.0+0.2 3.33+0.9 4.62+0.6 6.35£0,2 8.35+0.2
Td 65.8+1 62.6£1.5 52.3+0.4 63.5+0.5 52.3+0.2
To 62.320.03  ]54.2x1.3 47.6+2 62.30.4 40.10.1

n=3, %= g. de agua/100g de almiddn
To=temperatura inicial, Td=temperatura maxima de desnaturalizacién en °C.

En la figura 3.12A, B, C, D y E, se observa que los perfiles térmicos de las 5 fracciones son
asimétricos revelando procesos térmicos sobrepuestos posiblemente por la presencia de
subfracciones o cambios de conducta de la misma proteina originados por su diferente -
ambiente acuoso. En lo que se refiere a prolaminas aisladas y zeinas de referencia (figura
3.12A y B), es notoria la conducta similar. Sin embargo, la diferencia de tamafio de la
transicién podria ser consecuencia de algiin dafio durante la extraccién de las primeras. Los
parametros que cuantifican estos cambios (tabla 3.3) muestran, ademas, que el intervalo de
temperatura en que se produce la desnaturalizacion en forma mas acentuada fue de 73-98°C
para las zeinas y de 80-98°C para las prolaminas con Td del pico de transicion de 93°C y
90°C respectivamente. Esto segin otros estudios, indica un grado considerable de

homologia entre las proteinas™.
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Las glutelinas (figura 3.12C), presentaron un intervalo de desnaturalizacién de 74-103°C
con Td de 80°C. La hidratacién requerida para la desmaturalizacién de esta proteina fue
menor que para zeinas, probablemente por tener un caricter menos hidrofdbico. Para las
albliminas y globulinas (figura 3.12D y E) este intervalo fue de 47-88°C y 40-58°C
respectivamente con Td de 68°C y 53°C.

En la tabla 3.4 se registran las hidrataciones requeridas para obtener los resultados mas
marcados para la transicién por desnaturalizacion. Las proteinas polares; mds solubles y
sensibles a el calor, requirieron menos agua y temperatura para su desnaturalizacién.
Adicionalmente se estableci6 el peso de la muestra hidratada (5.0mg +0.5) y el tiempo de
hidratacion.

Tabla 3.4 CONDICIONES ESTABLECIDAS PARA DESNATURALIZACION DE

PROTEINAS.
PROTEINAS HIDRATACION
g /100g de proteina
prolaminas 90+1.4
_glutelinas 70+1.8
albGiminas 10£2.1
_globulinas 10£2.0

n= 3, tiempo de hidratacién de 3-5 horas.

Los termogramas de la fig. 3.12 muestran que se requiere proporcionatmente alta energia
para movilizar el agua asociada a centros polares (puentes de hidrégeno) y lograr la

desnaturalizacién en las fracciones proteinicas.

3.2 Segunda etapa: Almacenamiento del maiz.

Antes de entrar a esta seccidn, s necesario mencionar que paralelamente a este estudio y
dentro del mismo marco de investigacién, se evaluaron la recuperacién de lipidos extraidos y
su integridad a través del indice de peréxido y la acidez titulable; el oscurecimiento no
enzimético del embrién y la extraccién de albiminas, globulinas y prolaminas’. Los
resultados encontrados coinciden con los presentados a lo largo de este trabajo y, cuando se

requiera, serdn comentados para contar con més elementos de discusién.
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En esta etapa, se procedio a evaluar el efecto de las condiciones de almacenamiento en las
macromoléculas del maiz a través del seguimiento calorimétrico dei almidén y de las
fracciones de albiiminas, globulinas, prolaminas y glutelinas. Es importante recordar que las
condiciones de almacenamiento se centraron en variar la humedad y la temperatura. Se
evalud el efecto a 40 y 20 °C y el de humedad en el grano de maiz a 3 contenidos (18%,
15% v 10%).

Para poder conocer la magnitud de los cambios provocados por estas condiciones se
comparé con el maiz control, el cual estuvo almacenado a 4 °C con una humedad del 10 %
por un periodo de 210 dias. Se obtuvieron las fracciones de almidén y proteinas de este maiz
que fueron utilizadas como controles para comparar los resultados calorimétricos con los
obtenidos de las fracciones correspondientes a las diferentes condiciones de almacenamiento.
Adicionalmente, se discuten los resultados obtenidos de los rendimientos de extraccién de
las fracciones proteinicas, asi como del almidén de harina desengrasada de maiz, los cuales
se anexan (apéndice, tabla 6.1 y 6.2).

Ademés de los pardmetros obtenidos directamente del software del DSC para la transicién,
se calculé et valor ancho medio del pico (T'?) en °C. Este dato ayuda a explicar las formas
transicionales. Por otra parte, debido a que los puntos de inicio y fin de la transicién son
variables y dificiles de puntualizar por los perfiles obtenidos, la discusién se centrara en los
valores obtenidos de entalpia, Tméxima (Td o Tg)y T'%.

3.2.1 Determinacion de las caracteristicas térmicas de l:;s proteinas.

Es necesario mencionar que en el presente estudio, se consideré que la desnaturalizacién
depende de la intensidad de accién de la humedad y temperatura asi como del tiempo de
exposicion del grano provocando cambios de diferente magnitud en la conformacién o
asociacién de la molécula, los cuales se van a poder evidenciar por los resultados
calorimétricos.

El calorimetro al inducir térmicamente la desnaturalizacién de ésas moléculas expuestas a las -
condiciones de almacenamiento previas, muestra por medio de los termogramas un
comportamiento y resultados diferentes entre esas moléculas y el control. Esto, junto con
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informacion adicional brindada por las pruebas en lipidos’' nos dan un panorama general de
lo que probablemente ocurre.

La transicién proteica de una conformacion nativa a desnaturatizada es acompafiada per la
ruptura de enlaces o interacciones fnter e intra moleculares dando lugar a procesos
endotérmicos. En estos procesos, la desnaturalizacién de proteinas representa una transicion
en la que la estructura nativa compuesta de bloques o dominios cooperativos
independientes e importantes en la organizacion conformacional se pierden”’, dando lugar a
estructuras sin conformacion defimida. Lo cual repercute en la forma y valores de Ia
transicién.

En este trabajo, resulia importante definir la estabilidad térmica de la proteina, como su
capacidad a resistir dafio estructural ¢ conformacional cuando es sometida al calor. Asi
mismo, Ia entalpia de desnaturalizacién se entiende como Ia cantidad de calor necesaria para

que se lleve a cabo ¢l proceso.

3.2.1.1 Resultados calorimétricos de las fracciones protefnicas del matz control H447,
En la figura 3.13 AB,C y D se¢ muestran los perfiles térmicos de desnaturalizacion,
obtenidos de las fracciones de albtiminas, globulinas, prolaminas y glutelinas del maiz
controL

Estas curvas muestran intervalos de desnaturalizacion mas cortos, asimetria y forma aguda
en las albliminas y globulinas (figura 3.13A y B) y miés achatada y prolongada en las
prolaminas y glutelinas (figura 3.13C y D). La anchura o achatamiento de la endoterma
sugiere una transicién térmica secuencial relacionada a una mezcla de conglomerados
proteinicos que son mas pequefios y sensibles a el calor en las proteinas de tipo polar®,
Como se puede observar, estas formas se mantuvieron durante todo el periodo al que fue
almacenado el maiz. De esta manera no se distinguié ningin cambio apreciable en los
resultados calorimétricos que se muestran en la tabla 6.3 y que se colocan en el apéndice
debido a que no muestran grandes modificaciones.

De acuerdo con los perfiles de albiiminas y globulinas (figura 3.13A y B), se establece que se
desnaturalizan de una manera altamente cooperativa como lo muestra la magnitud de la T'?,
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Figura 3.13. TERMOGRAMAS DE DESNATURALIZACION DE LAS FRACCIONES
PROTEICAS AISLADAS A PARTIR DEL MAIZ CONTROL ALMACENADO
EN CONDICIONES HERMETICAS A 4°C

2 S B o
=
E fA. ——--‘\::: § A \

/ﬂ - A — \

P B

N — mgjm. YT

Vomporoture i

GLOBULINAS CONTROL: Almacenamiento por 210
dias, con monitoreos cada 45 dins, contenido de agua
del 10% (g/100g de prot.), 5 mg de peso y vel de

ALBUMINAS CONTROL: Almacenamiento por 210

dias, con monitoreos cada 435 dixs, contenido de agua

del 10% (g/100g de prot.), Smg de peso y vel de
0°C/min

qalentamiento de 1 calentamiento de 10°C/min.
g—- Jaurel ame L1 D— —-l:h:A
Ry ~ . -
el

i " gnd g s ‘,J\T-—_—/__::
4 ~ 3
3 ‘/\\:‘\ ¢ na

P A Py p . _

2 t 2 3 L ] m 1 ¥ .:-—M"ﬁ- E

GLUTELINAS CONTROL: Almacenamiento por 210
dias, con monitoreos cada 45 dias, comenido de agua

del 70% (g/100g de prot.), Smg de peso y vel de
caleptamiento de 10°C/min.

PROLAMINAS CONTROL: Almacenamiento por 210
dias, con monitoreos cada 45 dias, contenido de agua
del 90% (g/100g deprot), Smg de peso y vel de

calentamiento de 10°C/min.




59

es decir, se partié de una estructura con dominios cooperativos bien organizados y estables
va que el intervalo de temperatura del evento fué corto. Resulta importante destacar que el
valor constante de estas temperaturas durante todo el estudio demostré que los procesos de
extraccion de estas proteinas as{ como las condiciones de humedad y temperatura en las que
se mantuvo almacenado el maiz control, no afectaron su conformacién. Sin embargo, hay
que mencionar que a nivel estructural, el efecto del disolvente de extraccién también es
desnaturalizante. Por lo tanto, se puede decir que hay cambios conformacionaies durante Ia
extraccién que pueden afectar principalmente la entalpia, y el perfil térmico. Estas cualidades
también se presentaron para los perfiles de glutelinas (figura 3.13C) las que ademas
muestran asimetria, indicando con esto, la posible presencia de 2 fracciones proteinicas con
diferente Td o interacciones intramoleculares de la misma fraccién. Esas transiciones
parciales, no coinciden con la Td de la fraccién que estd en mayor proporcién, pero
contribuyen a la transicién global dando lugar a una forma alargada y achatada. La Tddela
fraccion que esta en menor proporcién coincide con la Td de las prolaminas, por lo que
pudiese ser pertenezca a zeinas gamma y delta que fueron sustraidas con las glutelinas al
disolverlas con el 2-mercaptoetanol. Asf mismo, se sabe que e! disolvente tiene efecto sobre
la solubilidad en la proteina como resultado de su exposicién, lo que probablemente afecte el
perfil y sus valores calorimétricos. Este efecto del disolvente también se presenta sobre la
conformacién de las prolaminas (figura 3.13D) que muestran una amplitud en el rango de
temperatura de desnaturalizacién obteniéndose una forma alargada y aumento desuT %.
Debido a que estos cambios son constantes durante el perfodo de estudio, estos resultados
aseguran que los comparativos, con las demas condiciones, resultan validos ya que solo se
verd el efecto debido a la condicidén correspondiente (los grupos entre controles son
estadisticamente iguales segiin la prueba de Duncan A del apéndice).

3.2.1.2 Resultados calorimétricos de las fracciones proteinicas del maiz almacenado a
40 y 20 °C, con 18, 15 y 10% de humedad.

Los cambios en la fraccitn de albiminas, globulinas, prolaminas y glutelinas por exposicién
2 la temperatura y humedad de almacenamiento se evaluaron mediante sus perfiles y
pardmetros calorimétricos. Las figuras 3.14, 3.15, 3.16 y 3.17 muestran los cambios



Figura 3.14. TERMOGRAMAS DE DESNATURALIZACION DE ALBUMINAS,*
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Figura 3.15. TERMOGRAMAS DE DESNATURALIZACION DE GLOBULINAS,
OBTENIDOS POR DSC, EN LA FASE DE ALMACENAMIENTO DEL MAIZ
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Figura 3.16. TERMOGRAMAS DE DESNATURALIZACION DE GLUTELINAS,
OBTENIDOS POR DSC, EN LA FASE DE ALMACENAMIENTO DEL MAIZ.
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Figura 3.17. TERMOGRAMAS DE DESNATURALIZACION DE PRO].:AMINASv
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obtenidos para cada una de las condiciones de almacenamiento. En ellos se puede observar
un cambio apreciable en el perfil conforme el tiempo de almacenamiento se incrementa. Las
proteinas con carécter polar {figura 3.14 y 3.15) muestran un cambic mas dramético ya que
el intervalo de desnaturalizacién se prolonga a temperaturas mas altas que la del control y la
curva se achata casi inmediatamente a temperatura y humedad alta.

Los resultados de AHd y T'? que cuantifican los cambios de los perfiles térmicos, se
esquematizan en las tablas 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 39 y 3.10 y enseguida se muestran
gréficamente para su mejor apreciacion:

Tabla 3.5 SFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE L4 ENTALPIA DE
DESNATURALIZACION DE PROTEINAS DEL MAIZ CON 18 % DE CONTENIDO DE HUMEDAD

AH (J/g)
Dias* 40°C 20°C
albiimina | globulina | prolamina | glutefina | albdmina | globulina | prolamina | glutelina
0 15.050.08 § 10.8320.7 [ 14.21£0.3 ]13.1320.4 {15.040.08 | 10.8320.7 | 14.2120.3 }13.13+0.4
10 |3.41x0.25 | 3.6¢ 0.05 | 7.96+0.5 8.54:0.4
20 3.0:0.02 [298+0.1 [6.3320.02 |7.38+03 [3.36+:09 |3.640.15 |7.84+0.78 |9.91+0.3
30 | 2.40.06 [2.53+0.02 {5.78+0.05 [6.12:0.04

40 3.722003 [4.6120.1 |2.49+0.1 ]2.93+0.04 |4.51£0.2 {8.10+0.2

50 2.14:0.2 2.82+0.05

60 1.31£0.05 | 1.14x0.08 |4.08+0.06 | 7.620.1

80 3.0620,04 |4.3730.3

100 2.75+0.01 |2.2740.3

120 1.350.06 | 1.66+0.1
*dias de almacenamiento

Tabla 3.6 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE L4 ENTALPI4 DE
DESNATURALIZACION DE PROTEINAS DEL MA[Z CON 15% DE CONTENIDO DE HUMEDAD
AH U

Dias* 40°C 20°C
albimina | globulina { prolamina | glutelina | aiblimina | globulina prolamina } glutelina

0 15.0+0.08 [ 10.8320.7 | 14.2120.3 | 13.1330.4 [15.0+0.08 | 10.8330.7 | 14.2120.3 | 13.1330.4

15 3.7520.25 £ 3.8+ 0.06 | 8.71+0.17 | 8.7:0.21

30 2.85:0.02 | 2.96+0.01 [6.34+0.2 7.32x0.09 [5.86£0.2 |3.962042 | 6.74+0.5 | 10.9140.3
45 1.75+0.03 | 1.05+0.03 }5.2240.02 |6.56+0.03 ]

60 4.69£0.01 | 4.84+0.05 |2.45+0.07 | 2.99+0.01 | 4.85+0.07 | 8.2240.4
75 3.5320.05 }3.36+0.18

90 1.91x0.04 { 1.11x0.1 | 1.95+0.05 | 4.77+0.03 | 4.67+0.2
120 3.9330.04 | 3.69+0.03
150 3.12+0.01 ;3.5+0.01
180 3.08+0.02 § 2.97+0.01

*dias de almacenamiento
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Tabla 3.7 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE L4 ENTALPIA DE
DESNATURALIZACION DE PROTEINAS DEL MAIZ CON 10% DE CONTENIDO DE HUMEDAD

AH (3/g)
Dias* 40°C 20°C
albimina | globulina | prolamina | glutelinas | albdmina | globulina | prolamina | glutelinas
0 15.0:0.08 1 10.83+0.7 | 14.2120.3 [13.13+0.4 | 15.020.08 | 10.8340.7 | 14.2130.3 | 13.13+04
20 3.9+0.3 [4.1220.07 | 10.53+0.3 | 10.97:0.3
40 2.9+0.2 3.0120.1 |6.98+0.2 |9.520.05
60 2.4140.03 | 2.740.03 {4.61:0.1 [ 6.97£0.05 | 6.4240.17 | 7.1540.15 [12.630.6 | 11.48+0.1
80 4.15+0.04 | 5.07:0.02
100 3.05+0.02 ]3.540.03
120 2.6+0.02 ]2.6:0.01 |5.88+0.08 | 6.42+0,03 |10.3£0.2 [10.8+0.03
180 4.8240.02 | 5.83:0.05 [9.17+0.01 | 10.7+0.01

*dias de almacenamiento
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entalpia (J/g)

3.6 Efecto de la temperatura de almacenamiento de 20°C sobre la entalpia de desnaturalizacién

a) Humedad en el grano 18%
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El valor de la T'? es de importancia ya que aumenta su valor conforme la proteina parece
desdoblarse. Enseguida se muestra este efecto.

Tabla 3.8 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE L4 TEMPERATURA

MEDIA DE DESNATURALIZACION DE PROTEINAS DEL MAIZ CON 18 % DE CONTENIDO DE
HUMEDAD

T gde desmaturslizacion

Dias* 40°C 20°C
albtimina | globulina | prolamina | glutelinas | albimina | globulina prolantina | glutelinas

0 31008 |1.5:002 [45:008 [2.540.1 [3.1:0.08 |1.5+0.02 14.5+0.08 |2.540.1
10 4.940.04 {5.0+0.07 [47:0.03 [4.520.04

20 4,6:0.07 |6.540.05 15240.06 |3.5404 |3.0+05 |5.340.07 [2.640.8 4.3+0.01
30 6.0+0.03 |6.8:0.02 |5.040.1 1.0+£0.5

40 6.0:0.06 ]0.9+0.1 6.130.08 }6.0:0.02 §5.0:0.04 |3.640.6

50 724001 [5.04005

60 5.5:0.7 |79+0.08 |5.7:0.02 ]5.5+0.1

80 5.840.01 |6.540.07

130 5.5+0.6 7.040.4

120 5.840.1 5.0+0.8
*dias de aimacenamiento

Tabla 3.9 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE L4 TEMPERATURA

MEDIA DE_DESNATURALIZACION DE PROTEINAS DEL MAIZ CON 15% DE CONTENIDO DE
HUMEDAD,

T Y de desnaturalizacién

Dias* 40°C 20°C

albiimina | globulina | protamina | glutelinas | albimina | globulina prolamina | glutelinas
0 3.120.08 1154002 ]4.520.08 |2540.1 3.1:0.08 |1.5£0.02 |4.540.08 |2.5:C.1

15 5.120.01 |6.5:0.02 |0.840.05 |4.9:0.02

30 5.1:0.05 |6.5:0.08 |0.85+0.07 14.8+0.18 [3.030.5 [2.0+40.09 |1.530.8 13.5+0.08

45 42408 66402 ]0.450.9 16.040.08

60 592001 [7.0:0.05 1554004 [6.540.01 14.050.01 |9.420.01
75 604005 |6.0+0.04
S0 8.540.0.8 |5.5+0.08 |4.0£0.5 |5.9+0.01 |5.5£0.03
120 4.040.03 | 5.8+0.07
150 4.0+:0.08 |7.0+0.05
130 3.8+0.3 6.0:0.7

*dias de almacenamiento
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Tabla 3.10 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE [4

TEMPERATURA MEDI4 DE DESNATURALIZACION DE PROTEINAS DEL MAIZ CON 10% DE
CONTENIDO DE HUMEDAD.

T % de desnaturalizacién
Dias® 40 °C 20°C
albimina | globulina | protamina | glutelinas | albmina | globulina | prolamina | glutelinas
0 [3.1+008 |1.520.02 |4.5+0.08 |2.5+0.1 3.1+0.08 | 1.5+0.02 {4.540.08 |2.5+0.1
20 6.0+0.02 }16.840.03 [4.5+0.1 6.2+0.02
40 [5.7+£0.05 |} 6.620.1 5.7:20.02  }6.0:0.2
60 14.0:0.7 [6.3+0.2 |5.040.5 7.0:0.01 | 1.3£0.7 3.0+0.05 [4.0£0.5 2.5+0.03
80 5.5+0.4 6.240.1

100 6.8+0.01  [6.5+0.1
120 6.0+0.7 7.840.04 |2.6+0.03 |[2.4:0.01 |4.6+0.06 10.7+0.8
130 1.5+0.8 2.0+0.5 5.1+0.08 10.620.9

*dias de almacenamiento.



3.8 Efecto de la temperatura de almacenamiento de 40°C sobre la T2 de desnaturalizacion
de proteinas extraidas del maiz.

a) humedad en el grano 18%
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3.9 Efecto de la temperatura de almacenamiento de 20°C sobre la T2 4e desnaturalizacion
de proteinas extraidas del maiz.
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Los resultados mostrados de AH y T'? establecen modificaciones que se dan con mayor
rapidez en las condiciones severas (40 °C y 18% de humedad en el grano), ya que a partir
del dia 10 de almacenamiento se pone de manifiesto una pérdida de la definicion del registro
debido a la transicién de albiiminas y globulinas. Asi mismo, es importante sefialar que a
partir de este mismo dfa, se presenté una segunda transicién y finalmente a los 40 dias
desaparecié la respuesta térmica (figura 3.14A y 3.15A). Esto indica que el efecto de

interacciones s¢ ve favorecido en cortos tiempos.

Con el proposito de evaluar los efectos contra tiempo, se procedié a efectuar un anlisis de
rangos milltiples (apéndice tabla 1A). Que establecen que estos valores son
significativamente diferentes a partir de los 10 dias, cuando se compara con las fracciones

control.

En la grifica 3.5a, se observa como los valores entélpicos disminuyeron hasta en un 84 % a
los 30 dias con respecto a el control Esta disminucién se puede explicar por las
interacciones hidrofobicas que se ven favorecidas en estas condiciones. Estas pueden
interaccionar con componentes no proteinicos contribuyendo a la porcién exotérmica del
valor de entalpia, bajando la entalpia observada. Es importante mencionar que el valor
exotérmico se puede incrementar por reacciones de oxidacién, por presencia de radicales
oxidantes o interacciones hidrofobicas (eventos comunes en estas condiciones, confirmadas
por la presencia de los productos de deterioro de lipidos’").

En las grificas 3.5a,b,c resalta la conducta por parejas de las 4 fracciones. En lo que
respecta a albiiminas y globulinas su respuesta fue muy similar tal vez por la semejanza en
composicion de aminoécidos polares.

Resulta interesante hacer notar que Ja Td aumenté en un 15 % (tabla 6.4 del apéndice).
Esto confirma las interacciones mencionadas ya que las proteinas mas estructuradas
requieren de mayor temperatura para levar a cabo la transicién, es decir, al estar
interaccionando con algin tipo de molécula, se afecta su estabilidad térmica. La prueba de
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rangos multiples (apéndice tabla 9A y 10A) establece diferencia significativa con el control
a partir de 30 dfas de almacenamiento.

Las interacciones probables son principalmente con lipidos hidrolizados o incluso con los
parcialmente oxidados, dando lugar a la presencia de segundas transiciones. Esto se infiere
ya que cn este ambiente de almacenamiento se comprob6, en el estudio fisicoquimico de
lipidos, una acentuada disminucién en la extraccién de lipidos y un aumento significativo en

el indice de perdxidos y de 4cidos grasos libres a partir de los 20 dias de almacenamiento.

Otro pardmetro que apoya lo anterior es la solubilidad, la cual disminuyé en un 80% a los 60
dias (tabla 6.2 del apéndice), lo que sugiere agregaciones de la molécula por interacciones
entre ella misma o entre €sta y otros componentes, dificultando la extraccién de estas
fracciones proteinicas. En los estudios paralelos”’, la prueba de Duncan para solubilidad,
establece una diferencia con el testigo a partir de los 10 dias de almacenamiento.

El efecto predominante, producto de estos cambios, es que se incremente el valor de la
T'? lo que demuestra una paulatina pérdida de la agudeza del pico de transicién alcanzando
formas achatadas o semiplanas; producto de la disgregacién de las unidades que conforman
la molécula (grafica 3.8a,b.c).

De manera adicional, es importante comentar que al observar los atributos fisicos en el
grano almacenado en estas condiciones (figura 3), se hizo evidente el oscurecimiento que fue
adquiriendo principalmente en el drea del germen, donde se encuentra en mayor proporcién
el aceite, vitaminas y fracciones de albiiminas y globulinas®'. Este efecto se comprobé en los
estudios mencionados’', midiendo los pigmentos generados, §eguramente por reacciones de
oscurecimiento no enzimitico (Maillard), que se incrementaron a partir de los 50 dias de
almacenamiento.
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Fig. 5. MAIZ EN ALMACENAMIENTO A TEMPERATURA DE 40°C Y DIFERENTES
. HUMEDADES
a - CONTROL: Maiz de 210 dias, guardado a 4°C,
Y G c hermético, monitoreado cada 45 dias.
£ 2 = Wl TRATAMIENTO 5: Maiz de 120 dias, humedad
_ Q | u del 10%, monitoreado cada 20 dias. -

C QI "' Wl TRATAMEENTO 1: Maiz de 60 dias, humedad
e & de 18%, monitoreado cada 10 dias.
s -,'" Ol TRATAMIENTO 3: Maiz de 90 dias, humedad
G G L G @ de 15%, monitoreado cada 15 dias.

Figura 5

Por lo que respecta a las prolaminas y glutelinas, las curvas térmicas en las figuras 3.16A y
3.17A, revelan cambios en formas y éareas, dificultando la interpretacién de éstos
pardmetros ya que reflejan la presencia de otras transiciones en el mismo rango de
temperatura, De esta manera, se obtuvieron transiciones multiples con valores alternantes de
la T* (graficas 3.8b y 3.8b). Este efecto parece revelar division del drea cooperativa de la

entidad proteica originando transiciones independientes de diferentes partes de la molécula,
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En estas proteinas, el efecto de interaccion con lipidos s més acentuado debido a sus
caracteristicas predominantemente hidrofébicas. De tal manera que hubo presencia de
segundas transiciones a partir de los 10 dias de almacenamiento en esta condicién,
posiblemente como respuesta de sefales de componentes producto de estas interacciones.
Esto se ve corroborado por la Td, que aumenté en un 32% indicando mayor estructuracién
molecular. '

En estas condiciones de tiempo, temperatura y humedad, las pruebas de deterioro de
lipidos™', revelaron una mayor formacion de per6xidos e hidroper6xidos, posiblemente por
una participacién indirecta de las enzimas lipoliticas que generaron 4cidos grasos libres
ahora més susceptiblefs a la oxidacién. Debido a esto, entre otras causas ya mencionadas, la
sefial en los termogramas de las proteinas fue disminuyendo por cambios en la
conformacion, que pueden explicarse por la exposicion de nuevos grupos reactivos,
principalmente de naturaleza hidrofobica, capaces de interaccionar con los lipidos. Esto
afecté a la extraccién proteinica ya que la solubilidad dismimiyé un 50 y 30 %
respectivamente para estas fracciones, a los 60 dias (tabla 6.2, apéndice). De esta manera ia
concentracion proteica fue disminuyendo, Lmitando la cantidad de proteina que sufre
desnaturalizacién y como consecuencia, la AH suftié un decremento del 85% a los 50 dias
de almacenamiento (gréfica 3.5a).

En la condicién a 40°C con 15 % de humedad en el grano, los efectos en los perfiles
térmicos (figura 3.14B y 3.15B) y sus parametros, fueron muy parecidos a la condicién
anterior, pero se dieron en mayor tiempo (estudio estadistico tabla 3Ay 4A). Por ejemplo, el
AHd disminuy6é 90% en 45 dizs y la T'? aurment6 a partir de los 15 dias (grafica 3.5b y
3.8b).

Es decir, para las albuminas y globulinas, las segundas transiciones se presentaron a los 45 y
30 dfas respectivamente, como resultado de cambios conformacionales que exponen sus
grupos hidréfobos v puede ser muy probable que tomen lugar interacciones con residuos de
lipidos oxidados o intermediarios mﬁMo la polaridad de las macromoléculas, como
consecuencia la solubilidad bajé en un 64% a los 90 dias. Esto indica que las fracciones
sufren el mismo dafio ya que practichmente es la misma respuesta que la condicién anterior.
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Las glutelinas y prolaminas presentaron perfiles térmicos muy complejos (fig. 3.16B y
3.17B}, asi como segundas transiciones a los 15 y 60 dias, esto es indicativo de cambios
conformacionales por establecimiento de nuevas interacciones, con incremento en la Tden la
misma proporcion que la condicidén anterior. Esto se ve apoyado por parametros como la
solubilidad la cual bajé 34 y 20 % respectivamente en 90 dias, que puede indicar la
potenciacion de las interacciones proteina-proteina®. Como consecuencia de estos cambios
en donde predominan las interacciones hidrofébicas, la AHd disminuy6 85% en 90 dias. En
contraste, es interesante observar en las graficas 3.5b,c que los valores de entalpia para
prolaminas son mas altos que los de glutelinas. Esta conducta de las prolaminas
probablemente se deba a que siendo moléculas muy hidrofSbicas, sean mas susceptibles de
interaccionar con sus congéneres, los lipidos, principalmente en ambientes de mas baja
humedad. Esto trae como consecuencia una mayor estructuracion y un valor de entalpia mas
alto que para las glutelinas, albliminas y globulinas. Algunos autores®, publican que de entre
los eventos propiciados por interacciones, el incremento en Td puede indicar formacién de

complejos con amplitud (achatamiento) del perfil térmico de la proteina.

En la condicién de 40°C y 10% de bumedad en el grano, se puede evidenciar el efecto de
la temperatura. Los perfiles de las aliiminas y globulinas en la figura 3.14C y 3.15C no
muestran gran diferencia con las condiciones anteriores, desarrollaron segundas transiciones
a los 80 y 60 dias respectivamente y también sus pardmetros se vieron afectados de forma
La prueba de rangos miiltiples demuestra la semejanza entre estos grupos Tabla 3A y 4A.

La temperatura es el factor promotor de la presencia de reacciones de autoxidacion. Esta es
una evidencia encontrada en el estudio paralelo’’, que informa acerca de una diferencia
altamente significativa (p<0.01) en el contenido de perdxidos debida a la temperatura de
almacenamiento. En el estudio calorimétrico, estas reacciones pueden dar lugar a un
aumento en la estabilidad térmica de la proteina y del almidén por su resistencia térmica y el
intervalo mas amplio de desnaturalizacién asf como por el aumento en el valor de Td.

Las albiiminas y globulinas tienen fuerte afinidad para los lipidos polares y para los
productos de su deterioro (peréxidos, dcidos grasos libres), por esto es muy probable que se
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formen asociaciones 4dcidos grasos-proteina dando lugar a segundas tramsiciones, a un
aumento de un 16% en la Td, y también cambian la polaridad de las moléculas provocando
disminucién de la solubilidad en un 53 % a los 120 dias (tabla 6.2). En cuanto al AHd, este
sufre una disminucidn en un 80% y 74% a los 60 dias de almacenamiento (gréfica 3.5¢c),
debido a esta serie de eventos, que ocasionan una disminucidn entre las fuerzas que
mantienen la configuracion en el grano. La consecuencia final es un aumento de la T'? de la
transicion (gréifica 3.8¢).

Las prolaminas y glutelinas desarrollaron segundas transiciones a los 40 y 60 dias
respectivamente. De manera similar que para las fracciones anteriores, en esta condicidn se
generan perdxidos que cambian el ambiente redox haciéndolo menos reductor. Las
subunidades de las prolaminas (beta, gamma y delta), asi como las glutelinas contienen
aminodcidos sulfurados que pueden ser oxidados € incrementar los enlaces disulfuro (S-S)
dismimiyendo Ia facilidad a la extraccion. Como consecuencia la solubilidad disminuyé en un
22 % a los 120 dias (tabla 6.2 apéndice). Los grupos SH de los aminoéicidos sulfurados,
facilmente donan el hidruro sufriendo rupturas homoliticas que dan origen a radicales que
pueden participar con los originados por las reacciones de autooxidacién de los lipidos. Esto
puede dar origen a nuevos enlaces entrecruzados entre proteinas y lpidos. Ademds, puede
explicar las segundas transiciones que se observan en la figura 3.16C y 3.17C. Al disminuir
la solubilidad baja la concentracién de la proteina extraida, por lo que se afectan los
pardmetros Td y AHd dependientes de la concentracion (la grifica 3.5¢ muestra como la
AHd bajé en un 80% en 120 dias). Sin embargo, 1a tabla 6.4 del apéndice muestra que la Td
aumentd en un 15 y 20% respectivamente, posiblemente debido a la contribucién estructural
de los enlaces o interacciones entrecruzados. La gréfica 3.8c muestra el aumento en la T'?,
indicando desdoblamiento y achatamiento de la molécula.

En la condicién de 20°C y 18% de bumedad, las albindnas y globulinas continian
presentando el mismo perfil achatado (figura 3.14D y 3.15D) y por consiguiente el valor de
T'?es alto (grafica 3.9a). Adicionalmente, se presentd una segunda transicién a los 60 dias, y
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se establecid que a los 80 dias hay una pérdida mayor de la conformacion nativa de la
proteina, como se demuestra por la ausencia de respuesta térmica.

En estados avanzados de almacenamiento, a los efectos antes mencionados se puede sumar
las modificaciones en la estructura del agua, que en estas condiciones puede encontrarse
mis ordenada debido a la interaccién con sitios hidrofobicos. Como consecuencia se
debilitan los contactos intramoleculares provocando que la tendencia al desdoblamiento de
la proteina se incremente. A su vez, esto provoca la disminucién de la AHd en un 90 % a los
60 dias de almacenamiento al compar con el control (grifica 3.6a). Esto probablemente se
debe al aumento en intensidad de las interacciones mencionadas solo por efecto de la
humedad. E! andlisis estadistico de los datos, en el estudio que se hizo en forma alterna”’,
mostrd una influencia significativamente mayor (p<(.01) debida a !a humedad, que a la
temperatura de almacenamiento. En este trabajo, sucede lo mismo, la humedad de
almacenamiento propicia reacciones de hidrélisis por el acercamiento molecular dando lugar
a modificaciones moleculares que se evidencian por los cambios en los perfiles, disminucién
del 4rea de transicibn y ganancia en estabilidad térmica que indica la presencia de
interacciones.

Sin embargo, no se puede disociar el efecto humedad-temperatura sobre los valores
alcanzados durante este estudio.

El descenso evidente de la entalpia en condiciones de humedad alta, probablemente sea
coadyuvado por efecto de hidrélisis de proteasas sobre fragmentos de proteinas
principalmente en el embrién. La protedlisis durante el almacenamiento puede Liberar dos o
mas unidades cooperativas que pueden interaccionar con componentes no proteicos
impactando a las formas transicionales asi como a sus valores. Como se ha informado en
otros estudios, las interacciones térmicas enmtre proteinas, carbohidratos y lipidos en
alimentos son complicadas, ya que en condiciones favorecidas podemos encontrar grupos
muy reactivos que pueden estar en alimentos como resultado de reacciones, por ejemplo, las
de oxidaciéon de lipidos no saturados, que en el embrién son los que estdn en mayor
cantidad. El agua actiia como vehiculo que facilita el contacto, propiciando las interacciones

o la formacién de entrecruzamientos dentro o entre las cadenas polipeptidicas®.



79

En esta condicidn, también aumenté la Td de albiminas y globulinas en un 20%. Esto se
debe a que el agua asociada con la hidratacion proteica, entre mas ordenada esté, mas
energia se requiere para mobilizarla y esto puede influir en el proceso de desnaturalizacién
originando que aumente la Td. Esto sugicre formacién de agregados con una estructura
ordenada compacta de peso molecular alto y elevada estabilidad térmica que influye en Ia
solubilidad. Una de las vias de esta agregacién puede ser por formacién de puentes
disulfuro que estdn relacionados con la ganancia de la estabilidad térmica’*”. Esto trae
como consecuencia la disminucion de la solubilidad en un 70% a los 120 dias de

almacenamiento (tabla 6.2 apéndice).

Las prolaminas y glutelinas en esta condicién de almacenamiento, presentaron los perfiles
que se ven en la figura 3.16D y 3.17D. En ambas hay desarrollo de una segunda transicién a
los 40 y 60 dias respectivamente. En la gréfica 3.6a se muestra un decremento de la AHd de
90 % a los 120 dias. Esto quiere decir que el efecto de la humedad sobre este tipo de
proteinas tuvo menor intensidad que sobre las proteinas polares, ya que los valores de
cambios entélpicos son mas altos para prolaminas que para glutelinas y proteinas polares. La
explicacién, como ya se menciond anteriormente, es en base a la elevada hidrofobicidad de
las prolaminas que en este ambiente de alta humedad, exponen sus residuos hidrofobicos
para interaccionar con los productos de degradacién de lipidos principalmente con acidos
grasos libres como producto de su hidrélisis. De ahi que también haya un ascenso mas
evidente de la T'? (grafica 3.9a) para esta fraccion.

Por otra parte, a medida que aumenta el agua en ¢l cereal, se establece un efecto de ditucién
de los radicales generados, evitando asf que las reacciones de autooxidacion s intensifiquen;
sin embargo como ya se menciond, la liplisis se puede ver favorecida por la presencia de
agua y los 4cidos grasos ahora libres, pueden presentar mayor susceptibilidad a la oxidacitn.
Esto trae como consecuencia cambios en la solubilidad de estas fracciones ocasionando una
disminucién en la extraccién de 50 y 30 % respectivamente con respecto a el control. En
- este ambiente de alta movilidad se inducen mas ficilmente las interacciones por el mayor
acercamiento molecular, esto puede explicar el aumento de la Td en un 11 y 17% (tabla 6.4
apéridice), indicando aumento en la estabilidad térmica.
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En la condicién de 20°C y 15% de humedad, las albuminas y globulinas desarrollaron
perfiles ligeramente mas agudos que en las condiciones anteriores (figura 3.14E y 3.15E).
Las segundas transiciones empezaron a manifestarse tardiamente a los 120 y 150 dias. De
igual manera, el agua manifesté su efecto sobre la conformacién aumentando la tendencia al
desdoblaje, ya que la entalpia bajé en un 92% a los 90 dias (grafica 3.6b) y la T’ muestra un
incremento en la grifica 3.9b. Estos cambios en los parametros indican dafio similar en estas
fracciones, como en la condicién anterior, por efecto de la humedad de almacenamiento. La
mayor proporcién de amino4cidos polares en estas fracciones las hace interaccionar con
mayor facilidad en los ambientes acuosos (que se demuestra pues la Td aument6 enun 12 y
19% respectivamente por incremento de interacciones). Esto promueve las agregaciones
entre ellas mismas con disminucidn de la solubilidad en un 47 % en 180 dias (tabla 6.2
apéndice).

Las prolaminas y glutelinas desarrollaron perfiles que se muestran en la figura 3.16E y
3.17E, en ellos se observan segundas transiciones a los 120 y 150 dias, lo cual indica un
retraso en la aparicidn de efectos por interacciones ya que al parecer a menores contenidos
de humedad, se presenta una mayor estabilidad frente a los cambios mencionados (tabla 1A
y 2A del estudio estadistico p<0.01).

Esto se refleja en los pardmetros como la entalpia la cual disminuyé en un 78% (gréfica
3.6b) y la T'? sigue presentando un incremento principalmente en la fraccién de prolaminas.
Como ya se menciond, estas fracciones son ricas en aminoécidos sulfurados con grupos -SH
que en este ambiente pueden transformarse en grupos -S-S-. Esto provoca disminucién de la
solubilidad que en esta condicién fué de un 23% a los 180 dias (tabla 6.2 apéndice), y
aumento de la Td en un 4%. En general, los efectos son los mismos perc s¢ presentan a un
tiempo mas prolongado. Esto reitera ¢l efecto deteriorante de la humedad que se mostrd en

la condicioén anterior.

Es importante mencionar que en todas las fracciones protefnicas en la condicién de 20°C y
10 % de humedad se manifestaron transiciones con un &rea mas grande y un perfil térmico
parecido al que muestra el control (figura 3.14F,3.15F). Hubo cambios conformacionales de
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menor intensidad y la probabilidad de interaccionar entre si o con otros grupos reactivos
resultantes del deterioro, fue menor. Estadisticamente esta condicion es similar el control y
difiere hasta los 180 dias de almacenamiento tablas YAy 10A.

Esto se refleja en los rendimientos de extraccion mds altos para albiminas y globulinas (la
solubilidad bajé solo un 38%}.

Los valores térmicos fueron similares a los del control. Sin embargo, la entalpia disminuyd
en un 68% para albaminas y un 45 % para globulinas a los 180 dias (gréfica 3.6¢). Esto pone
en evidencia que atn en estas condiciones menos severas, se producen cambios muy
marcados en estas fracciones. Sin embargo, resalta el aspecto de mayor cooperatividad en la
desnaturalizacién térmica en esta condicién (grifica 3.9¢), lo que nos indica mayor agudeza
en el perfil e intervalos de temperatura mas cortos.

Las prolaminas y glutelinas (figura 3.16F,3.17F) disminuyeron su solubilidad solo en un 13%
a los 180 dias, lo que indica mayor resistencia al dafio que las proteinas polares. El cambio
que sufricron los parémetros calorimétricos fue menor al comparar con los valores del
control (pruebas estadisticas tabla 8A y 9A apéndice).

El AHd bajé en un 35% y 18% respectivamente (grafica 3.6¢). Es evidente el valor mas alto
que adquiere ¢l cambio entalpico para estas fracciones que para las proteinas de tipo polar,
lo cual puede indicar un cambio estructural menor durante el almacenamiento, argumento
que se ve apoyado por el valor bajo que adquiere l]a T'”. En esta condicion de
almacenamiento, no hubo evidencia de segundas transiciones ni aumento de la Td lo cual
indica disminucion de interacciones.

Es evidente que el dafto sobre las proteinas del maiz debido a la temperatura y humedad alta
(40°C y 18% de humedad) es sinérgico. Sin embargo, en este trabajo la humedad de
almacenamiento, cuyo efécto se puede ver en la condicién de 20°C y 18% de humedad, es
factor principalmente responsable del rompimiento o establecimiento de nuevas
interacciones.

El dafio es més severo para las albiminas y globulinas que para las prolaminas y glutelinas
(figura 6), debido a sus caracteristicas predominantemente polares que las hace mas
sensibles y reactivas a los efectos de humedad y temperatura estudiados. Esto se comprobd
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por la mayor sensibilidad térmica mostrada por estas fracciones y evaluada por su Td menor

(62 y 67°C) en comparacién con la obtenida por las prolaminas y glutelinas (80 y 92°C).

FRACCION PROTEINICA EXTRAIDA Y LIOFILIZADA A PARTIR DEL MAIZ
- EN ALMACENAMIENTO A 40°C

CONTROL TRATAMIENTO |
4°C, 210 dfas de almacenamiento (60 dias de almacenamiento

Figura 6.
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3.2.2 Determinacion de las caracteristicas térmicas del almiddn.

Una de las propiedades fisicas que afectan esta molécula es la gelatinizacién, el cual es un

proceso inducido térmicamente en el que se involucran la formacion y/o ruptura de enlaces o
interacciones inter e intramoleculares que son detectables por DSC y dan lugar a procesos
endotérmicos. Los parametros calorimétricos obtenidos de la gelatinizacion y manejados con

el programa del software para conocer los cambios de la transicién fueron: cambio entalpico

(AHg) en J/g y ternperatura maxima (Tg).

3.2.2.1 Resnltados calorimétricos de Ia fraccion de almiddn del maiz control Hd47,
Los perfiles térmicos obtenidos para el almidén se muestran en la figura 3.18. En ella se
observan diferencias debidas a la gelatinizacién, con simetria y forma achatada que se

mostré igual a lo largo del periodo de almacenamiento.

= almidon CONTROL

PraT-

210 DIAD

a5 piad

Flujo de calor

P O PLAS

Tawparaturs iC)

Figura 3.18

La anchura o achatarmiento de Iz endoterma sugiere una mezcla heterogénea por la presencia
de amilosa y amilopectina en los granulos. Adicionalmente se encontr6 que la Tg del maiz
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control H 447 fue de 67°C, valor que fue similar con la Tg de 67.3°C que se ha publicado
para maiz alto en amilopectina y rico en zomas amorfas y ademds con la Tg de 68°C para
almidén extraido de maiz normal, en condiciones de laboratorio®*. Los resultados
calorimétricos de esta fraccién control se muestran en la tabla 6.5 del apéndice, debido a que
no se aprecié ninglin cambio en estos valores (estadisticamente no hay cambio 1A apéndice).

3.2.2.2 Resultados calorimétricos de la fraccion de almidén del maiz almacenado a 40 Y
20°C, con 18, 15 y 10% de humedad.

Los cambios en Ia fraccion de almidén por exposicién a la temperatura y humedad de
almacenamiento se evaluaron mediante sus perfiles calorimétricos. La figura 3.19, muestra
los cambios obtenidos para cada una de las condiciones de temperatura. El efecto general es
una ligera disminucion en el drea de transicién cuando se compara con el control.

De acuerdo con los resultados térmicos, se establece que la fraccién de almidén sufre menos
modificacién en sus perfiles, que el componente proteinico.

Los pardmetros de entalpia y Tg que cuantifican los cambios cualitativos de los perfiles
térmicos, se muestran en. las tablas 4.1 y 4.2 asf como graficamente para una mejor

apreciacién.
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Figura 3.19. TERMOGRAMAS DE GELATINIZACION DEL ALMIDON

AISLADO, OBTENIDOS POR DSC, EN LA FASE DE  ALMACENAMIENTO
DEL MAIZ.
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Tabla 4.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE LA ENTALPI4 DE
GELATINIZACION DE_ALMIDON DEL MAIZ CON DIFERENTES CONTENIDOS DE HUMEDAD

Entalpia de gelatinizacién _(J/g)
*Dias 40 °C 20 °C
Contenido de humedad Contenido de humedad
18 % 15 % 10 % 18 % 15 % 10 %
0 3.98+ 0.03 | 3.98+0.03 |3.98+0.03 3.98+0.03 | 3.98+£0.03 3.98+0.03
10 3.35+0.01
15 3.4120.05
20 3.03+0.05 3.3520.01 3.35+0.07
30 2.95+0.01 ]3.0320.02 3.65x0.02
40 2.8440.02 3.2520.07 3.16+0.05
45 2.92+0.07
50 3.03+0.02
60 2.92:30.01 | 3.0+0.03 3.310.01 2.93+0.01 | 3.0:0,07 3.84+0.07
75 2.68+0.02
80 3.00+0.02 2.6640.05
90 2.61x0.01 3.15+0.01
100 2.8420.06 2.53x0.02
120 2.8£0.08 2.3440.03 3.0+0.03 3.82% 0.04
150 2.63+0.02
180 . 2.430.06 3.7740.02

n=3, *dias de almacenamiento.

Tabla 4.2 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO SOBRE Ld TEMPERATURA
MAXIMA DE GELATINIZACION DE ALMIDON DEL MAIZ CON DIFERENTES CONTENIDOS DE

HUMEDAD.
Tg (°C
*Dias 40 °C 20°C
Contenido de humedad Contentdo de humedad
18 % 15 % 10 % 18 % 15% 10 %

0 67.60.05 67.6+0.05 67.6:0.05 67.640.05 67.6+0.05 67.6+0.05
10 ]70.2£0.03

15 68.930,1

20 ]69.2:0.08 70.2:0.03 68.1+0.09

30 170.4+0.02 70.1+0.02 §9.3+0.02

40 ]69.2+0.04 70.3:£0.02 68.84+0.04

45 69.1+0.05

50 |70.10.03

60 | 69.1+0.05 69.3+0.03 70.230.01 68.0+:0.07 67.5+0.08 68.1x0.07
75 i 69.3+0.06

80 69.7+0.03 67,0+:0.8

90 69.1+0.05 67.940.01

100 68,7+0.04 68.3+0.06

120 68.9+0.02 67.5+0.4 §7.70.06 68,0006

150 67,740.03

180 66.0+0.08 68,3+0.03

n=3, *dias de almacenamiento.
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4.1 Efecto de la humedad y temperatura durante el almacenamiento del grano de maiz sobre la

entalpia de gelatinizacion del almidén.
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4.2 Efecto de la humedad y temperatura durante el almacenamiento del grano de maiz sobre la

temperatura maxima de gelatinizacién del almidén.

a) almacenamiento a 40 °C
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En la condicién a 40°C y 18% de bumedad, se obs¢rva un achatamiento progresivo de ia
transicién y la presencia de segundas transiciones que aparecen a los 30 dias (figura 3.19A).
La grifica 4.1a presenta disminucién del AHg en un 26 % a los 60 dias. La causa que
provoca estos cambios y por consiguiente las modificaciones de édreas de transicion es
probablemente un reordenamiento molecular motivado por el agua y la presencia de otros
constituyentes que interaccionan con el almidén propiciando mayor estructuracién. Esto
puede ser muy probable ya que en las pruebas fisicoquimicas’’ efectuadas al maiz estudiado,
en el mismo periodo de almacenamiento, se detectd un incremento considerable de
peréxidos, 4cidos grasos libres, grupos amino y carboxilo que pudiesen estar
interaccionando con la amilosa. La formacién de complejos con la amilosa puede ocasionar
cambios en la organizacion de hélices dando lugar a agregaciones que denotan su presencia
por la aparicién de segundas transiciones en el perfil, esto se refleja zn 1a Tg que aumenta
hasta 706°C (un 2%, grafica 4.2a). Otras moléculas presentes en cantidades considerables,
como la glucosa y los iones fosfato, pueden interaccionar con la amilosa®.

Las amilasas pueden activarse en las condiciones de humedad alta, propiciando aumento de
monosacdridos que pueden interaccionar con grupos amino®. La evidencia sc ve
confirmada por el grado de empardeamiento no enzimdtico detectado por las pruebas
fisicoquimicas mencionadas y por la apariencia que el grano y el almidén aislado manifiestan
en este estadio de almacenamiento (figuras 5y 7).
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ALMIDON EXTRAIDO A PARTIR DEL MAIZ EN ALMACENANIENTO A 208

CONTROL: 4¥C y 210 dlas de TRATAMIENTO 2: Humcdad de 18B%. 120 dias
almacenamiento. de almacenamiento.

ALMINON EXTRAIDO A PARTIR DEL MAIZ EN ALMACENAMIENTO A 40'C.

TRATAMIENTG 1: Humedad de 18%, &0 dfas
de almacenamiento.

Figura 7.

En la condicién de 40°C y 15% de humedad, se presenté una segunda transicién a los 90
dfas de almacenamiento (figura 3.19B), lo que sugiere que el efecto de interaccion se
manifiesta en forma tardia cuando se compara con la condicién anterior (prueba de Duncan,
tabla 5A apéndice). Sin embargo, la cantidad de agua presente en esta condicién, es
suficiente para hidratar parcialmente las zonas amorfas de los granulos. La temperatura
facilita la difusidn dentro de las cadenas hinchando el grénulo; esto crea solo un cierto grado
de desorden de tal manera que hay disminucion del AHg en un 34% a los 90 dfas (gréfica

4.1a). La formacién de este conglomerado por la participacion de las interacciones antes
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mencionadas, probablemente ocasiona que la Tg aumente en la misma cantidad que la

condicidn anterior.

En la condicién de 40".(‘,‘ y 10% de humedad {figura 3.19C), ocurrié solo la manifestacion
de una desestabilizacion parcial por efecto de la temperatura sobre las cadenas (zonas
amorfas y cristatinas), favoreciendo una estructura compacta, ya que la Tg aument6 al igual
que en las condiciones-anteriores. La cantidad de agua presente no es suficiente para
permitir un acercamiento intramolecular por lo que la interaccién con otros componerntes no
amiliceos no es muy probable, de tal forma que no se desarrollaron segundas transiciones.
Asi mismo, los efectos como la disminucion del AHg en un 27% tardan en manifestarse (120
dias, grifica 4.1a) (prueba estadistica tabla 5A).

En la condicién a 20°C y 18% de humedad, se obtuvieron dreas mas pequeiias que en las
condiciones anteriores (figura'3.19D), de tal manera que el AHg. bajb en un 40 % a los 120
dias (grafica 4.1a), con respecto al valor del control. Esto manifiesta un efecto severo de
caracter fisico mas que quimico dado por la humedad, ya que en esta condicion de
almacenamiento, no se desarrollaron segundas transiciones y no aumentd la Tg. La
explicacién mas probable es el efecto de hidratacion e hinchamiento del granulo,
principalmente en la parte amorfa donde el agua puede interaccionar con mayor facilidad a
través de puentes de hidrégeno. Cabe recordar que la amilopectina es la molécula
composicional mayoritaria en el grénulo de almidén y por lo tanto, la variacién en la
estructura puede modificar el endospermo y resuitar en grénulos de almidén con diferentes
propiedades térmicas. Los granulos se hidratan con el consecuente aumento de volumeny la
tc;ma de .agu.a por los polisacaridos reduce la adhesién intracelular lo que resulta en una
disminucién de la firmeza del grano™. La hidratacion disminuye la estructuracién de las
macromoléculas favoreciendo su transicion en el calentamiento, lo que se traduce en un
valor entélpico menor.

Biliaderis*, recomienda utilizar el valor que adquiere la Tg para caracterizar almidones ya
que un cambio refleja modificaciones marcadas en la organizacién granular y en la
cristalinidad. '
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La condicion a 20°C y 15% de humedad (figura 3.19E) present6 perfiles muy similares a
los anteriores. Sin embargo, la entalpia (gréfica 4.1b) disminuyé ligeramente tal vez debido a
que la desestabilizacion de las zonas amorfa y cristalina fue menor. Esta disminucién se
presenté de forma similar a la condicidn anterior pero a los 180 dias y la Tg no parecid
afectarse. Es decir, se presentan los mismos cambios pero ea'tiempos mas prolongados. La
prueba de rangos miltiples de Duncan confirna este comportamiento en la tabla 5A
apéndice).

En la condicién de 20°C y 10% de humedad, los perfiles térmicos fueron muy similares al
control (figura 3.19F). La tabla 11A de rangos miiltiples (apéndice) establece que se
requieren 100 o mas dias para que se establezca una diferencia con el control. Al parecer,
este tratamiento no desestabilizé a los componentes del granulo ya que la AHg baj6
ligeramente un 5% & los 180 dias (grifica 4.1b), y la Tg no se afectd, lo que indica un
minimo efecto sobre la estructura del almidén. '

En las condiciones de 20°C y 10 -15 % de humedad, no hubo un dafio apreciable debido a
modificaciones quimicas, lo cual en gran medida puede asegurar propiedades adecuadas en
el grano, que permitan su industrializacibn. Sin embargo, los resultados hasta aqui
discutidos muestran deterioro en todas las condiciones de almacenamiento. Este deterioro es
mas acentuado sobre las albiminas y globulinas, ya que por sus caracteristicas de afinidad a
compuestos polares y neutros son muy susceptibles a formar asociaciones impidiendo con
esto, la disponibilidad nutricional de aminoacidos o 4cidos grasos esenciales. Esta situacidn
se torna mas dificil al considerar que estos componentes esenciales estin presentes en
cantidades limitantes. Una via de pérdida de Acidos grasos insaturados es debido a Ia
autoxidacioén, que se presenté en las condiciones de almacenamiento que se trabajaron aun

en presencia de antioxidades naturales en el grano.

Por otra parte, al afectarse la globulina también se afecta su mecanismo de activacion para la
germinacién de la semilla, dando lugar a perdida de la viabilidad.
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El andlisis de resultados demuestra que et efecto de la humedad de almacenamiento sobre las
macromoléculas aisladas fue mayor que el de la temperatura, tal vez por esto la practica
comum en algunas regiones es ¢l secado del grano al sol hasta tener det 10-12 % de humedad
que miden de forma empirica y posterior almacenamiento sin control del tiempo ni de la
temperatura. Alcanzar y mantener estas condiciones “benignas™ es dificil sin' una
infraestructura, situacion que se agrava debido a fendmenos climatologicos como el del
“nifto”. Debido a esto, el tiempo de almacenamniento podria ser un factor de contro! facil y
econdmico sobre todo en las zonas rurales, ya que en este trabajo se muestra que el grano
con un contenido de humedad de 10% al 15% y con temperatura ambiental de 20°C
muestra respuestas térmicas que revelan pocos cambios en las protefnas a los 180 y 30 dias
respectivamente. Condiciones de 18% de humedad y 20°C implican movimiento del grano
en un tiempo no mayor de 20 dias para asegurar la calidad integral del maiz. El estudio
demuestra que a condiciones de 40°C a cualquier intervalo de humedad experimentado, el
maiz sufre un severo dafio en menos de 10 dias, por lo que bajo estas condiciones el
consumo o industrializacion deberd ser inmediato. Sin embargo, es necesario conocer los
cambios térmicos en las humedades y temperaturas de almacenamiento intermedias (12 y
13% de humedad y temperaturas de 25 y 30°C) para tratar de construir zonas de seguridad
y de deterioro por medio de datos calorimétricos que brinden mas informacién para el

almacenamiento del grano como lo hizo Chung® con los isotermas.

Desde el punto de vista de tecnologia, este estudio puede brindar informacion a cerca de las
temperaturas que se deben manejar cuando se utilice este grano para algin proceso que

involucre calor.

Todavia existe mucho por hacer ya que seria de interés conocer la disponibilidad de lisina en
las proteinas con caracter polar, evaluar el grano en su poder germinativo tal vez enfocando
el estudio sobre la funcionalidad de la globulina o realizar estudios mas profundos sobre el
almidén y lipidos para identificar completamente la historia térmica del maiz.
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IV. CONCLUSIONES.

-Se considera que hay evidencia de cambios conformacionales de macromoléculas del maiz
en todas las condiciones de almacenamiento estudiadas.

-Los indicadores calorimétricos se vieron sensiblemente modificados principalmente en las
fracciones proteinicas. Los valeres de AHd de 14.2 y 13.1 J/g disminuyeron un 85 y 78% en
50 dias para las proteinas hidrofobicas (prolaminas y glutelinas) y en solo 30 dias para las
polares (albiminas y globulinas).

-La transicién debida a gelatinizacién se vio ligeramente afectada posiblemente por una
desestabilizacién del grénulo en fas condiciones mds extremas, de tal forma que el AHg de
3.98J/g disminuyd en un 37% en 60 dias.

-La Td. aument6 de 80.2 a 106°C y la de gelatinizacién de 67 a 70°C lo que indica un
cambio en sus propiedades térmicas y por consiguiente en la funcionalidad normal de éstas
macromoléculas.

-La solubilidad de albuminas y globulinas disminuyé en un 80% en 60 dias de
almacenamiento; la de las prolaminas y glutelinas se redujeron en 5¢ y 30% respectivamente.
Esto trae como consecuencia modificaciones en las proteinas que obedecen esencialmente a
efectos de agregacién y nuevas interacciones entre ellas o con otros componentes.

-Como consecuencia, estas modificaciones provocan la baja disponibilidad de cisrtos
aminoscidos como la lisina y 4cidos grasos esenciales como el 4cido linoleico indispensables
y limitantes en cereales, disminuyendo el valor putritivo del maiz.

-En la semiila hay pérdida de viabilidad ya que los componentes en el embrion se ven
directamente afectados por las reacciones de oscurecimiento.

-Se encontrd que adn en las condiciones menos severas de almacenamiento, las proteipas
pierden su conformacion nativa, sobre todo las fracciones con predominios polares.

-En la condicién de 20°C y 10 % de humedad en el grano se obtuvieron los mismos
resultados que en las otras condiciones de almacenamiento, pero a mas de 180 dias de
almacenamiento. Probablemente sea dificil el control de estas condiciones pero el grano
puede durar mucho tiempo sin que se afecte en gran medida su calidad.

-Se establecié que a través de estudios calorimétricos es posible conocer la historia de
almacenamiento en ¢l mafz y que eventualmente, la metodologia puede ser aplicada a otros

ETARos.
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APENDICE.
A2 CARACTERIZACION DEL MAIlZ
PRUEBAS FISICOQUIMICAS
(g/100g de harina de maiz)
DETERMINACION RESULTADO
humedad (pérdida al secado) 9.72+0.37
grasa (goldfish) 4.2540.3
roteinas (kjeldahl) 8.700.4
cenizas (por calcinacién) 1.81+0.05
fibra cruda 2.0+0.36
carbohidratos 73.240.27
| plaguicidas organoclorados  ppm NEGATIVO
organofosforados i

aflatoxinas (aflatest) ppb NEGATIVO
carbohidratos reductores (dns) 0.5£0.05
indice de peroxidos meq/kg 0.8520.03
reszitados de 3 repeticiones.

A.2.1 Desengrasado de la harina®.

Se pesa 150 g de la harina de maiz (perfectamente homogeneizada) en un vaso de
precipitado de 500 ml. Previamente se determina el contenido de humedad®. Se afade éter
etilico en una proporcién 1:1 (peso harina: volumen de éter) y se mantiene en agitacién
media hora. Se filtra sobre pape]l Whatman No.l1 y se recibe el filtrado en un vaso de
precipitado de peso conocido. Se repite la extraccién 4 veces mis, cambiando de papet filtro
cada vez, o hasta que al colocar una gota del disolvente en papel filtro limpio, no quede
residuo al evaporarse el disolvente. Se obtiene asi la harina desgrasada. Se utilizé éter etilico

como solvente extractor (Merck grado analitico).

A.2.2 Extraccién del almidén

Se pesa 50 g de harina desengrasada y se tamiza para quitar la mayor parte de cascara,
después se lava con agua destilada fria en una proporcion 1:1. Se centrifuga la mezcla a una
velocidad de 3000 a 3500 r.p.m. en una centrifuga marca Damon modelo HT por 15 min.
Se extrae la capa acuosa y el residuo se pone a secar en estufa de vacio (marca National
Appliace modelo 5831) a 30°C por 24 horas. El almiddn asi obtenido se pesa y se macera
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en un mortero y se hace pasar por malla 100 (0.007 in) para uniformar el tamafio de
particula.

A.2.3 Extraccién de proteinas'.

1) Albiminas

Se Pesa 100 g de harina desgrasada, en un vaso de precipitado de 500 ml, se agita la harina
con 250 m! de agua desionizada por 1 hora en refrigeracién. Se centrifuga a 10,000 r.p.m.
por 15 min. en una centrifuga Janetzki K24 con refrigeracion. Se colecta el sobrenadante
¥ el residua se vuelve a lavar con 200 ml de agua siguiendo el mismo procedimiento. Se
unen los sobrenadantes y se dializa contra agua, por 24 horas cambiando por lo menos 3
veces el agua, fmalmente las proteinas son liofilizadas. El residuo se utiliza para la
extraccion de globulinas.

2) Globulinas.

Al residuo se le agregan 250 ml de soluci6n salina ( NaCl 0.5 M) y se agita por 1 hora en
refrigeracién. Se centrifuga a 10,000 r.p.m. por 15 min, separar el sobrenadante y el
residuc se vuelve a lavar con 200 ml de agua desionizada siguiendo el mismo
procedimiento. Se unen los sobrenadantes y se dializa contra agua, finalmente las proteinas
son liofilizadas. El residuo se utiliza para la extraccién de prolaminas.

3) Prolaminas,

Al residuo anterior se le agregan 100 mil de solucién alcohélica { Etanol al 70%-acetato de
sodio 0.5%} y se agita por 1 hora en refrigeracién. Se centrifuga a 10,000 r.p.m. por 15
min. Se separa el sobrenadante y el residuo se vuelve a lavar dos veces mis siguiendo el
mismo procedimiento. Se unen los sobrenadantes y se dializa contra agua. El precipitado
obtenido se liofiliza. El residuo se utiliza para la extraccion de glutelinas.

4} Glutelinas. .

Al residuo anterior se le agregan 100 ml de solucién de etanol 70%-acetato de sodio 0.5%-
B-mercaptoetanol 0.1M y se agita por 30 min. Se centrifuga a 10,000 r.p.m. por 15 min Se
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separa el sobrenadante y el residuo se vuelve a lavar dos veces mas con la solucién de
etanol-acetato de sodio, siguiendo el mismo procedimiento. Se unen los sobrenadantes y se
dializa contra agua. El precipitado obtenido se Liofiliza.

A.2.4 Procedimiento para la obtencién de curvas térmicas y sus pardmetros.

a) Almidoén,

Se hidrata el almidén aislado con agua desionizada pesando en una relacién 3:2 6 60% (g
de agua/100g de almidén) en un contenedor eppendorff con tapa hermética para evitar
evaporacién. Se homogeneiza manualmente y se deja reposar por 3-5 horas para permitir
que los componentes se hidraten completamente.

Posteriormente con la ayuda de una microblanza Mettler-Toledo Ag 245 se pesan 5 mg de
la mezcla hidratada én un crisol de aluminio (P-E 0219-0041) y se sellan inmediatamente
con un encapsulador hermético Dupont . El erisol cerrado se coloca en el portamuestras del
DSC-7 (previamente calibrado y ajustada su linea base) y en la celda de referencia se pone
un crisol vacfo. Se inici6 el programa de temperatura haciendo circular nitrégeno para
asegurar una atmésfera inerte. Finalmente se obtuvo el termograma y los parametros
termodindmicos de gelatinizacién, el software det DSC-7 reaiizé los calculos directamente.

b) Fracciones proteinicas.

De forma similar, se hidratan separadamente, las prolaminas y glutelinas aisladas con agua
desionizada pesando en una relacién 9:1 6 90% y 70% (g de agua/100g de proteina) en un
contenedor eppendorff con tapa hermética para evitar evaporacién. Se homogeneiza
manualmente y se deja reposar por 3-5 horas para permitir que los componentes se hidraten
completamente.

Posteriormente con la ayuda de una microblanza se pesan 5 mg de cada una de las mezclas
hidratadas, en forma separada cada una en un crisol de acero inoxidable P. E. B018-2905
y se sellan inmediatamente con un encapsulador para alta presién P.E. B018-2864. El crisol
cerrado se coloca en el portamuestras del DSC-7 (previamente calibrado y ajustada su linea
base) y en la celda de referencia se pone un crisol vacio. Se inicia el programa de
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temperatura haciendo circular nitrdgeno para asegurar una atmésfera inerte. Finalmente se
obtiene el termograma para cada fraccién y los pardmetros termodindmicos de
desnaturalizacién de cada una de las proteinas los calcula directamente el software. La
temperatura media (T'?) se mide directamente de la curva térmica con ayuda de una regla.
Lo mismo s¢ hace para Ias albtiminas y globulinas pero éstas se hidratan en una relacién 1:9
6 10% (peso del agua/peso de proteina).

B.2 Preparacion de sales saturadas™.

Se preparan soluciones al 31.2, 56.0, 33.4 y 31.7% de KCl, KBr, KNO; y NaCl, escogidas
de acuerdo a las condiciones de almacenamiento planteadas. Las soluciones saturadas se
agregan a desecadores con el fin de almacenar el maiz a 40 y 20 °C. Se monitorean los

granos para determinacién de humedad, por pérdida al secado, en un horno Blue M
890629, cada 12 6 24 horas,

B.2.1 CURVAS DE HUMEDAD DEL MAIZ H-447 CON DIFERENTES SALES EN

FUNCION DEL TIEMPO
a} Temperatura de 40 °C b) Tempaeratura de 20°C
20 20
19 3
5% 3 18%
18
17
1 3 15%
£ 151
g 14 3
13—2
12 4
11 4
Nall HR 75'%
10 - KNO, HR 93%
KC! HR MS%
9 - KBr HR 84%
8- IR
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Tabla 6.1 RECUPERACION EN PORCENTAJE DEL ALMIDON DE MAIZ DURANTE EL

ALMACENAMIENTO A DIFERENTES CONDICIONES DE HUMEDAD Y

TEMPERATURA. (g almidén /100g de harina)

40 °C 20 °C
Dias* humedad en ¢l grane humedad en el grano
18% A% -] 10% 18% - 15% 10%
¢ 92.3+1.2 92.3£1.2  192.3+1.2 92312 92.3%1.2 92.3%1.2
20 92+ 0.66
30 92426
40 90.8+3.0 91.2+0.76 93.1£3.2
60 93.5+2.6 92.8+0.56 90.5+2.1 92.6+0.6
80 92+0.93 91x1.1
% 90.2+1.7
120 91+2.3 90+2.1 91.4+1.8 92.8+0.87
130 90.3+0.68 92.641.5
*dias de almacenamiento

Tabla 6.2 PERDIDA EN PORCIENTO DE LA SOLUBILIDAD DE-FRACCIONES
PROTEINICAS EXTRAIDAS DEL MAIZ DURANTE EL ALMACENAMIENTO A

DIFERENTES CONDICIONES DE TEMPERATURA Y HUMEDAD.

(&proteina perdida/l OOSEprotcma)
T Trahent o g i 2 ALHUMINAS C-iEekdg b W
0°C 20°C
*humedad % humedad %
dias** 18 15 10 13 | 15 10
&0 80.5
90 62.5
120 49 69.7
180 43.8 |21
T F L. e ¢ GLOBULINAS - T M Lt T W
60 81.7
90 64.7
120 53 57.6
180 47 38.8
o o ine o win o PROLAMINAS -+t S |t s
60 51.5
90 34.6
120 22 32.2
180 . 232 12.3
Vo T e s e QLUTELINAS oo doc¥esit f S
60 30
920 20.2
120 19 24
180 174 (134
*en ¢] grano

** diag de almacenamiento




Tabla 6.3 VALORES TERMICOS DE LAS FRACCIONES PROTEICAS CONTROL
SEPARADAS DEL MAIZ ALMACENADO A 4°C Y 10 % DE HUMEDAD POR 210 DIAS.
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Dia Albiminas Globulinas Prolaminas
AHg | Td TV | AHd | Td T AHd | Td T
0 1520.08 |67.2+.6 |3.1£0.5 | 10.8+.7 |63.5:0.4 1.540.6 | 14.2+.5 80.2+0.5 | 4.5+0.6
25 1152206 | 66221 |2.850.4 | 109+.3 |62.3¢0.5 |1.6£1.0 [144+9 |802+0.4 |4.5:0.8
90 1152204 |66.8+.2 |2.720.2 | 10.8+9 [63.5:0.5 |1.5+0.1 [14.9+5 [81.5+0.6 |4.0:0.8
150 | 15,6202 [67.25.1 |3.130.4 [10.8+.6 [63.560.5 [1.6502 [13.8+3 |81.5+0.4 |4.840.06
210 | 15.520.1 |66.25.6 |3.140.6 | 11.2:0 |62.4:02 |1.60.2 | 14244 [81.340.7 |4.5¢03
Dia Glutelinas
AHd Td T
0 13,1508 [92.3:0.3 |2.540.2
45 12.5¢12 [91.420.5 |3.3xL.8
90 | 12.120.9 |923+02 12.0:0.2
150 | 12.6:0.8 92.350.6 [2.5:0.3
210 113.120.5 1923302 $2.540.5

DESNATURALIZACION (Td) DE FRACCIONES PROTENICAS EXTRAID

Tabla 6.4 AUMENTO

DURANTE EL ALMACENAMIENTO A DIFE

EN PORCIENTO DE LA TEMPERATURA MAXIMA DE

Y HUMEDAD.
40°C__ 20°C
*humedad % humedad %

dias** 18 15 10 18 15 10
60 15

90 15

120 16 20

180 12 0

60 15

90 15

120 16 20

180 19 0

Sy .- ,PROW -t R T N

60 32

90 32

120 15 11

180 4 4]
o wa ra too - Tx  GLUTELINAST - e
60 32

90 32

120 20 17

180 4

*cn el grano, ** dias de almacenamiento.

AS DEL MAiz
RENTES CONDICIONES DE TEMPERATURA
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Tabla 6.5 VALORES TERMICOS DE LA FRACCION DE ALMIDON CONTROL SEPARADA
DEL MAIZ ALMACENADO A 4°C Y 10 % DE HUMEDAD POR_210 DIAS.

Dias* Almidén
‘AHg - (J4 -, - Tg. :
0 3.98+0.08 67.2+0.6
43 3.9420.6 66.240.7
90 4.08:0.4 66.8:0.9
150 3.96:0.2 67.2+0.5
210 3.94x0.1 66.240.6

*dias de almacenamiento
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ANALISIS ESTADISTICO

Para cada una de las mediciones se aplicé un anlisis de varianza (ANOVA) de una via, para
conocer el efecto de cada variable de tat forma que se evalub los tratamientos, humedad,
tempemmydiasdcahmmnﬁmomnddmmloelnimodempeticiones.&malﬁb
una comparacién entre las muestras segim el tiempo de almacenamiento. No fué posible
conocer el efecto de interacciones debido a que ef tiempo de almacenamiento entre las
condiciones fué disparejo, embargo, se hizo el andlisis entre las condiciones de
almacenamiento cuya frecuencia de toma de muestra (dias) coincidiera, para ello, se tomaron
diferentes grupos. Se aplicé el anlisis entre todos los tratamientos comparando las muestras
que se habian mantenido en abnacenamiento.
Unavezmalizado,selﬂapﬁcéhpmcbaderangosmﬂlﬁpmdeblman(pmgramaSPSS)
para determinar hasta que dia de almacenamiento los valores de entalpia, temperatura
méxima y temperatura media permanecian igual, comparando con las diferentes condiciones
de almacenamiento y el control.

1. Condiciones de almacenamiento.

Tabla 1. Anilisis de varianza para todas las condiciones de almacenamiento.

Clase Fuente de variaciém Suma de G.deL. |Mediade F
- cuadrados cuadrados
glutelinas | Entre condiciones 1372.6 17 80.74 416.619**
Dentro decondiciones | 6.976 36 0.193
Total 1379.59 53
Desv. st. 3.45
Error 1.021

**denota diferencia altamente significativa
Hayunadiferenciaaltmne:ﬁcsigxﬁ&aﬁvaenﬁclaentalpia,Tdmi de glutelinas control y
hdedifcmﬁcswndicbm’?mwmwrenﬂcquegmmssemescnwbaesmdifaemhsc
hizo la siguiente prueba.
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Tabla 1A. Prueba de Rangos multiples de Duncan (0.05% de significancia).

Los valores dentro de los grupos control son iguales entre si.

Las siguientes grupos de condiciones son iguales entre si, pero tienen una diferencia
altamente significativa con la entalpia, Td y T** del control:

dias de almacenamiento condicion
A) 20 20° y 18%H
10 40° y 18%H
30 20°y 15%H, 40° y 15%H
60 20° v 10%H
B) 20 40° y 18%H, 40° y 10%H
120 20° y 10%H
180 20° v 10%H
Q) 30 40° y 18%H
40 40° vy 10%H
D) 40 20° y 18%H
60 20° y 18%H,15%H, 40° y15%H, 10%H
90 20° y 15%H
40 40° v 18%H
E) 80 20° y 18%H, 40° y 10%H
F) 100 . 20°y 18%H, 40°y 10%H
50 40° y 18%H
120 20° y 18%H, 20°y 15%H, 40° y 10%H
150 20°y 15%H
75 40°y 15%H
G) 180 40° y 15%H

Las letras indican el grupo ¢n donde las condiciones se comportan de manera similat, pero a diferentes
tiempos.

Tabla 2. Andlisis de varianza para todas las condiciones de almacenamiento.

Clase Fuente de variacion Suma de G.del. |Mediade F
cuadrados cuadrados
prolamina | Entre condiciones 910.22 17 53.542 143.36%*
Dentro de condiciones | 13.44 36 0.3735
Total 923.67 53
Desv, st. 1.57
Error 1.023

**danota diferencia altzmente significativa

Hay una diferencia altamente significativa entre la entalpia, Td y T'? de prolaminas control
y la de las diferentes condiciones. Para conocer entre que grupos se presentaba esta
diferencia se hizo la sigujente prucba.
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Tabla 2A. Prueba de Rangos miltiples de Duncan (0.05% de significancia).
Las siguientes letras seftalan las condiciones que son iguales entre si, pero tienen una
diferencia altamente significativa con la entalpia, Tdy T'? del control:

dias de almacenamiento condicion
Ay 20 20°y 18%H
40 20°y 18%H
20 40° y 18%H
30 40°y 18%H, 20° y 15%H
60 20° y 10%H
B 80 20° y 18%H
40 40° y 18%H, 40° y 10%H
60 20°y 15%H
15 40° y 15%H
20 40° y 10%H
120 20°y 10%H
180 20° v 10%H
C) 30 40° y 15%H
45 40° y 15%H
20 40° vy 10%H
Dy 100 20° y 18%H, 40° y 10%H
50 40° y 18%H
120 40° y 10%H

Las letras indican el grupo en donde las condiciones s¢ comportan de manera similar, pero a diferentes
tiempos.

Tabla 3. Analisis de varianza para todas las condiciones de almacenamiento.

Clase Fuente de variacién | Suma de G.del.. |Mediade F
cuadrados cuadrados
albiaminas | Entre condiciones 1532.05 12 127.671 1757.81%*
Dentro de 1.888 26 0.072
condiciones
Total 1533.94 38
Desv. st. 6.35
Error 1.07

**denota diferencia altamente significativa

Hay una diferencia altamente significativa entre la entalpia, Tdy T'? de albuminas control y
la de las diferentes condiciones.
Para conocer entre que grupos se daba esta diferencia se hizo la siguiente prucba.
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Tabla 3A. Prueba de Rangos muiltiples de Duncan (0.05% de significancia).
Las siguientes letras sefialan las condiciones que son iguales entre si pero tienen una
diferencia altamente significativa con la entalpia, Td y T'? del control:

dias de almacenamicnto condicion
A) 20 20° y 18%H
10 40°y 13%H
20 40° y 18%H,10%H
30 20°y 15%H
60 20° y 10%H
B) 30 40° y 18%H
40 20° y 18%H,10%H
15 40° y 15%H
120 20° y 10%H
C) 60 20° y 15%H, 10%H
30 40° y 15%H
180 20° y 10%H
Dy 60 20° y 18%H
45 40° y 15%H
90 20° y 15%H
Las letras indican grupos diferentes.
Tabla 4. Anélisis de varianza para todas las condiciones de almacenamiento.
Clase Fuente de variacién Suma de G.deL. [Mediade | F
cuadrados cuadrados
 globulinas | Entre condiciones 567.738 12 47.311 324.58%
Dentro de condiciones | 3.644 25 0.145
Total 571.382 37
Desv. st. 3.92
Error 0.637

*sgdenota diferencia altamente significativa
Hay una diferencia altamente significativa entre la entalpia, Td y T'? de globulinas controt y
la de las diferentes condiciones.

Tabla 4A. Prueba de Rangos miltiples de Duncan (0.05% de significancia).

Las siguientes condiciones son iguales entre si, pero tienen una diferencia altamente
_significativa con la entalpia, Td y T'? del control:

dias de almacenamicnto condicion

Ay 10 40°y 18%H
20 20° y 18%H, 40° y 10%H
60 20°y 10%H

B) 20 40° y 18%H
15 40°y 15%H
40 20°y 18%H, 40° y 10%H
30 40°y 18%H, 20° y 15%H, 40° y 15%H
60 20° y 15%H
120 20° y 10%H

C) 60 ! 20°y 18%H, 40° y 10%H

180 20°y 10%H




Tabla 5. Analisis de varianza para todas tas condiciones de almacenamiento.
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Clase Fuenic de variacion | Suma de cuadrados | G.de L. | Media de F
cuadrados
almidén | Entre condiciones 9.4338 12 0.7903 41.184**
Dentro de condiciones | 0.4989 26 0.0192
Total 99827 38
Desv. st
Error

**denota diferencia altamente significativa

Hayunadjferemhahametﬂesigﬁﬁcaﬁvacmehema]pia,Tdmi de almidén control y la

de las diferentes condiciones.

Tabla 5A. Prueba de Rangos muiltiples de Duncan (0.05% de significancia).
Iassiglﬁmmleuashdkanlmcomicbmsquesoniguaksmmipemﬁenenum
difemmiaaltanrmesi@i&aﬁvaeonlaemdpia,TdyT"’ del control:

dias de aimacenamiento

condicion

A) 20 20° y 18%H, 40° y 10%H
10 40°y 18%H
20 40° y 18%H
150 40°y 15%H
60 40° y 10%H _
By 30 40° y 18%H, 40° y 15%H
45 40°y 15%H _
40 40° y 18%H, 40° y 10%H
60 20° y 18%H, 20° y 15%H, 40° y 15%H
90 20°y 15%H
) 120 20° y 18%H
75 40°y 15%H
80 40° y 10%H
180 20° y 15%H
D) 80 20°y 18%H
90 40° y 15%H
40 20°y 18%H
100 20 y 18%H, 40° y 10%H
120 40° y 10%H

Las letras indican grupos diferentes.




II) Temperatura de almacenamiento.
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Tabla 6. Anilisis de varianza para las temperaturas de almacenamiento.
Clase Fuente de variacién Suma de G.de L. {Maedia de F
cuadrados cuadrados

 glutelinas | Entre temperaturas 767.13 2 383.56 31.94*
Dentro de temperatura | 612.46 51 12.009
Total 921.67 53
Desv. st. 3.10
Error 0.694

prolamina_| Entre temperaturas 411.70 2 208.85 21.05*
Dentro de temperatura  { 505.96 51 9.920
Total 923.67 53
Desv. st. 4.17
Error 0.568

albiiminas | Entre temperaturas 829.24 2 414.62 21.181*
Dentro de temperatura [ 704.70 36 19.57
Total 1533.94 38
Desv. st. 6.35
Error 1.017

| globulinas | Entre temperaturas 343,47 2 171.73 26.373*
Dentro de temperatura | 227.90 35 6.511
Total 571.382 37
Desv. st. 3.92
Error 0.637

almidén | Entre condiciones 10.929 2 5.464 27.466*
Dentro de condiciones | 10.744 54 0.199
Total 21.674 56
Desv. st. 0.622
Error 0.0824

*denota diferencia significativa

Hay una diferencia significativa entre la temperatura de almacenamiento de glutelinas,
prolaminas, afbiiminas, globulinas y almidén control y la de las diferentes condiciones.

6A. Prueba de Rangos miltiples de Duncan (0.05% de significancia).
Dice que la entalpia, Td y T'? entre las temperaturas a 40 y 20 °C, es la misma en cada una

de ellas, pero es significativamente diferente a 4°C, que es la temperatura del control.
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III) Dias de almacenamiento y repeticiones.

Tabla 7. Anilisis de varianza para los dias de almacenaniento.

Clase Fuente de variacion | Suma de cuadrados [G.de L. |[Mediade | F
cuadrados

 glutelines | Entre dias 1368.62 13 105278 | 383.74**
Dentro de los dias 10.973 30 0.274
Total 1379.59 53
Repeticiones 0.160 2 0.080 0.03 N.S.
Desv. st. )
Error 9.07

**denota diferencia altamente significativa
N.S.no significativo

La entalpia, Td y T'? es diferente significativamente entre los dias de almacenamiento, pero
las repeticiones tienen diferencia no significativa.

Tabla 7A. Prueba de Rangos miiltiples de Duncan (0.05% de significancia).

Las siguientes letras sefialan los grupos de dias que tiemen una diferencia altamente
significativa con la entalpia, Td y T'? del control:

dias de almacenamiento condicién
A) 150 40° y 18%H
100 20° y 18%H
20 40°y18%H,15%,
180 10%H 20°v15%
B) 60 20° y 18%H
Cy 20 20° y 18%H
. 20°y18%H,15%,40°y15%,10H
D) 80 20° y 18%H,15%,10%H
150 40°y15%
E)y 10 . 40° y 18%H
120 20° y 18%H
40 40° y 18%H
Las letras indican grupos diferentes.
Tabla 8. Anlisis de varianza para los dias de almacenamiento.
Clase Fuente de vanacién |Suma de G.de L. [Mediade F
cuadrados cuadrados
 prolaminss | Entre dias 886.53 13 68.195 73.453%*
Dentro de los dias 37.136 40 0.928
Total 923.67 53
Repeticiones 2.698 ¥ 1.349 0.074N.5.
Desv. st.
Error 11.22

**denota diferencia altamente significativa, N.S.=no significativo.

La entalpia, Tdy T* es diferente significativamente entre los dias de almacenamiento, pero
no las repeticiones.
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Tabla 8A. Prueba de Rangos muitiples de Duncan (0.05% de significancia).
Las siguientes letras sefialan los grupos de dias que tienen una diferencia altamente
significativa con [a entaipia, Td y T'? del controk:

dias de almacenamicnto

condicion

A) 150 40° y 18%, 20°y15%
180 20°y15%, 10%H
100 20’y 18%H,40°y10%H
75 40°y15%
20 40° y 18%H, 15%H
30 20°y15%
i5 40°y15%
B) 20 70° y 18%H
40 20° y 18%H, 40°y10%H
C) 60 20° y 18%H,40°y15%H,10%H
80 20° y 18%H, 40°y10%H
By 10,120 40°y18%H,20° y 18%H, 40°y10%H
F) 30,40 40° y 18%H,40° v 18%H

Tabla 9. Andlisis de varianza para los dias de almacenamiento.

Clase Fuente de variacion | Suma de cuadrados | G.de L. | Media de F

| cuadrados

albiminss | Entre dias 1257.77 8 157.221 17.078%
Dentro de los dias 276.16 30 9.205
Total 1533.94 38
Repeticiones 0.4352 2 0.217 0.0051N.S
Desv, st. 6.35
Error 1.01

*denota diferencia significativa, N.S.=no significativo

La entalpia, Td y T'? es diferente significativamente entre los dias de almacenamiento, pero
no en las repeticiones.

Tabla 9A. Prueba de Rangos miltiples de Duncan (0.05% de significancia).
Las siguientes letras indican los grupos de dias que tienen una diferencia altamente
significativa con la entalpia, Td y T'? det control:

dias de almacenamiento

condicion

A) 30 30° y 18%H
60 20°y15%, 10%H
B 10 a0° y 18%H
120 20°910%H
T 20 30Py 18%KH, 40°y15%, 10%H
40 20°y 18%H, 10%H
60 20° y 18%H, 10%H
30 40°y15%
180 20°y10%H




Tabla 10. Andlisis de varianza para los dfas de almacenamiento.

Clase Fuente de variacién | Suma de cuadrados | G.de L. [ Media de F
_ _ cuadrados
globulinas | Entre dias 429.911 8 53.718 1t.015*
Dentro de los dias 141.470 29 4.878
Total 571.38 37
Repeticiones 0.210 2 0.105 0.006N.S.
Desv. st. 3.92
Error 0.637
*denota diferencia significativa
N.S.no significativo

La entalpia, Td y T'? es diferente significativamente entre ios dias de almacenamiento; las
repeticiones presentan una diferencia no significativa..

Tablal0A. Prueba de Rangos muiltiples de Duncan (0.05% de significancia).

Las siguientes letras sefialan los grupos de dias que tienen una diferencia ahtamente
significativa con la entalpia, Td y T'? del control:

dias de almacenamiento condicig_!i

Ay 30 40° y 18%H,15%H
40 20°y15%,40°y10%H
20 20°y15%,40°y10%H
60 40°v10%H

B) 10 40° vy 18%H,15%H
20 20°y 18%H
40 20° y 18%H
60 20°y13%H, 15%H,10%H
120 20°y10%H
180 20°y10%H

Las letras indican grupos diferentes.

Tabla 11. Andlisis de varianza para los dias de almacenamiento.

Clase Fuente ge variacion | Suma de cuadrados | G.de L. { Media de F
cuadrados
almidén | Entre dias 12.862 [ 1.429 64.701**
Dentro de los dias 0.7731 35 0.22
Total 13.635 44
Repeticiones 0.085 2 0.0427 0.106N.S.
Desv. st. 0.55%
Error 0.083
*sdenota diferencia altamente significativa
N.S.=no significativo

La entalpia, Td y T'? es diferente significativamente entre los dias de almacenamiento, las
repeticiones presentan una diferencia no significativa.



1?

Tabla 11A. Prueba de Rangos miiltiples de Duncan (0.05%de significancia).
Las siguientes letras indican los grupos de dias que tienen una diferencia altamente
significativa con la entalpia, Td y T*? del control.

dias de almacenamicnto

condicion

A) 100 20° y 18%H, 15%H, 10%H
20 40°y 18%H
50 40°15%
60 40°y10%H
80 40°y10%H
B) 20 20° y 18%H
60 20° y 18%H, 40°y15%
80 20°y 18%H
10 40° y 18%H
120 20° y 18%H,15%H, 10%H

Las letras indican grupos diferentes.
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