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1. RESUMEN

La semilla de calabaza, del género Cucurbita pepo, se consume ocasionaimente en Ciertas regiones
de México. Sin embargp, es una fuente subaprovechada de proteina y de grasa. B presente frabajo
fiene lafinalidad de evaluar nutricionalmente los diferentes preparados proteinicos de la almendra de
celabaza Cucurbita pepo; especificamente 12 consumida en el municipio de Agquismoén. S.L.P., con
gl fin de proponer una fuente allernafiva en la alimentacién animal y humana. Dicha evaluacién, se
flevd a cabo mediante el ensayo bigidgico de Reiacion de Eficiencia Proteinica (PER) y se
complementd  de acuerdo al perfil de aminoacidos, y calificacion quimica. Se encontrd  que log
aminoacidos limitantes son la isoleucina y los azufrados; y que €l aislado proteinico presenta el
mayor valor de PER (2.10) ; mienfras que el concentrado presenta ef mas bajo (1.18); lo cual es
confirmado por fos resultados obtenides en las pruebas de digestibiidad “in vive", que son de 94.14%
y 89.75%, para aislado y concentrado ; respectivamente. Ademas se evaluaron algunas propiedades
fisicoquimicas; enconirandose que presentan caracteristicas similares a  los preparados de soya, lo
cual indica gue con un estudio mas profundo de estas propiedades, es posible el uso pofencial de

preparados protefnicos de Cucurbita papo; en alimentos elaborados.



2. OBJETIVOS

QObjetivo General

Evaluar nutricionalmente diferentes preparados profeinicos de la almendra de calabaza (Cucurbita

pepg) coniafinalidad de su ufibizacion en la alimentacion animal y humana.

Obietivos particulares

Confirmar el alto conenido de proteina en la aimendra de calabaza

Obtener diferentes preparados en 108 cuales se concente y punfique la fraccion proteinica de
la almendra de cafabaza; caracterizandolos bromatoldgicamente

Determinar la digestibilidad "in vitro * e "in vivo" de cada uno de los preparados

Determinar la composicién de aminoécidos en [a almendra y en los preparados

Readlizar fas complementaciones necesarias de acuerdo al perfil de aminodcidos v [a calificacidn
guimica, en los preparados de la almendra de calabaza.

Evaluar la calidad nufritiva de la proteina en fos diferentes preparados proteinicos; mediante un
ensayc bioldgico

Evaluar algunas propiedades fisicogquimicas en ios preparados protginicos



3. ANTECEDENTES

3.1 Problemitica y propuestas

México es un pals rico en recurses naturales v en diversidad, con los climas més variados v duefio
de un litoral extenso; por lo cual su capacidad para producir los mas variados alimentos es enomie;
no obstante, apenas se uiifizan algunos de elios debido a varias razones; en primer fugar se debe
garaniizar la inocuidad v st grado de aceptacion de quien los consume; muchas especies, aungue
contienen nufrimentos, contienen también sustancias que resultan ser toxicas o desagradables para
los sentidos. Ofras especies son escasas o su disponibilidad es impredecible. La tendencia ha sido
concenfrarse en un menor nimero de alimentos produciendo cantidades mayores de cada uno de
ellos. Este fendmeno es ¢l resultado de una prolongada seleccion de los alimenfos més eficientes,
fnocuos y agradables; y en la medida en que se exige mayor eficiencia se extrema mas la
seleccion, hasta un punto en el que la dieta se vielve monttona ¢ incompleta. Aunado a esla
seleccion, existe el problema econdmico de la mayoria de la poblacion y en especial 12 de fos
grupos marginados y de comunidades rurales; ya que es comdn en ellos una alimentacion
inadecuada, y en consecuencia una nutricion poco satisfactoria.

De manera general, los patrones de dieta de estas poblaciones ocasionan deficiencias
nutrimentales, particularmente de energia y proteinas. Cuando 1a dieta es cronicamente insuficiente
en uno 0 Mas nufrimentos se establece un balance negativo que es incompatible con la salud. La
desnutricidn afecta la fisiologia entera, disminuyen fas defensas y se eleva la morbilidad por
enfermedades infecciosas; éstas producen mayar desnulricion, v de este circulo se deriva mayor
mortalidad. En México, en el 20o de 1898, la desnutricidn soupd &l dacimo lugar dentro de ias veinte

principales causas de morialidad general. {TABLA No. 1} Ademas es conotido que dentfro de fos




miembros de una comunidad, los nifios son especialmente vuinerables; en ia TABLA No. Z se
observan los datos de un estudio reafizado en 1999, sobre el estade nuiricional en mencres de

cinco afios segin el nivel de marginacion  existente en el pais.

TABLA No.1
PRINCIPALES CAUSAS DE DEFUNCION EN MEXICO?

Orden de importancia Causas Defunciones®
% Enfermedades de corazon 88677
2 Tumores mafignos 52670
3 Diabales msfitus 41832
4 Accidentes 35517
5 Enfermedades cronicas de! higado a7 211
] Enfermedades cerebrovasculares 25050
7 Clertas afecciones originadas en el periode perinatal 19879
8 Influenza y Neumonia 16028
g Agresiones 13656
10 Desnutricion y ofras deficiencias nutricionaies 10 492
i1 Enfermedades pulmonares 1354
12 Matformaciones congénitas 10120

13 Insuficiencia renal 7944
14 Enfermedades fecciosas inlestinales 6668
15 Brenquitis cronica 5005
16 ViH 4100
37 Anemias 3850
18 Tubsrculosis Pulmonar 3573
19 Suicidio 3573
20 Sepficemia 3183

aFuente INEGI Direccitn General de Estadistica. Direccion de Estadisteas Demograficas v Socicles
*Presentadas en el afo de 1998



TABLA No. 2 ]
ESTADG NUTRICIONAL EN MENORESDE CINCO AROS SEGUN NIVEL DE
MARGINACION EN MEXICO

Grado de Desnufricion
Nivel de marginacion Total Leve Moderado Severo
Muy zlto
Chiapas 140 476 108278 2953 2662
Hidalge £6 035 52 33C 12401 1304
Oaxaca 114 204 83 301 27741 3182
Pusbla 119523 87 604 28396 3523
Veracruz 136 447 108 362 25711 2369
Alte
Campeche 19985 15128 4304 433
Durango 16 684 14350 2307 207
Michoacan 25799 21805 3681 313
San Luis Potosi 93309 77964 18769 1576
Yucatan 81341 59975 16289 2077
Zacatecas 12964 11 587 1317 50
Medio
Nayarit 9646 8185 1337 124
Sinzloa 3114 843% 650 28
Bajo
Coahuila 8608 7538 973 97
Chihuzhua 14503 11869 235 i)
Tamaulipas 3584 3089 432 63
Muy bajo
Baja California Sur 665 548 106 11
Valle de México 4 3 1 G

Fuente: iMSS. Ceordinacion General del Programa IMSS-Solidandad

Es una tendencia clara que la desnulricion  presenta una distribucién geogréfica caracteristica,
enconfrandose la mayoria de fos casos al sur y sureste del pais, y con menor incidencia en el
norte y centro de la Repiblica. La predominancia rural de los problemas nutricios es un haffazgo
comin en casitodos los paises en desamollo ya que a pesar de que las dreas rurales producen los
alimentos, su situacion econdmica y social favorece un consumo insuficiente.

Par supuests, ainglin slimentn contiens todos ios nulimentos, pero desde ef punto de visia de su

composicidn quimica y aporfe a la dieta, pueden clasificarse en cingo grandes grupos:




1} Semilfas de cereales y fubércutos

2} Semillas de leguminosas

3) Tejidos vegetales frescos (frutas y verduras)

4} Alimentos de origen animal

5) Leche y sus derivados

Las semillas de cereales y los tub&roulos son ricos en almidén. Las semillas de las lequminosas
- incluidas las oleaginosas - constituven la fuente mas abundante v harata de proteinas an el
mundo. Las frutas y fas verduras son con fines practicos, la Gnica fuente de vitarsina C. Los
dlimentos de ofigen animal se disinguen por su aporte en proteinas de mejor calidad; al igual que 12
leche y sus derivados {Bowrges, 1984; INEG, 2000).

Se debe reconocer que la aghculiura convencional basada principaimente en {a explotacion de un
amero reducide de especies, no s capaz de proporcionar todos los alimentos que |a creciente
poblacion nacional requiere. De aqui que revistan importancia aquellas invesfigaciones tendientes a
incorporar @ muchas especies aciualmente silvestres ¢ semisilvesties, como cultives agricolas
propios para producir recursos alimentarios, y es gracias a este ndmero imporfante de
investigaciones que derivan en el campo de Iz nuficion y  composicion de alimentos; que se
conoce que s eficiencia en fa utilizacion de las proteinas vegetales puede ser mejorada a un
grado considerable mediante mezclas juiciosas y obtencién de preparados proteinicos de ellas;
en las que los aminoacidos de sus proteinas se complementan, siende posible asegurar una
eficients ulilizacion por el organismo del suministrode proteinas (Cravioto, 1965; Gomez, 1584).
Dentro de estas especies se encuenfran las pertenecientes &l género Cucurbita; cuyo valor
nufritive se encuenira fundamentaimente en ta semila. En nuestro pais. el uso de  las semiilas de

calahaza es comdn en cierfas regiones, como en el case de la huasteca polosina.



Se tiene el conociniento que el consumo de estas semillas es frecuente scbre todo en regiones
aridas y semiandas del pals; ya que la planta posee caracisristicas morfologicas y fisiologicas que
le dan una gran resistencia a la sequia (Avila, 1992; Gomez, 1984; Henderson, 1986).

3.2 Descripcion del género Cucurbita

Las especies de Gucurhita son ariginarias de zonas aridas de México y Ameérica Central, de donde
fueron distribuidas a América del Norte y Sur. Actuaimente se culivan en diferentes regiones del
mundo, como Zambia, Nigeria, Egipto, etc. En donde sus semillas se cuecen, se secan; ¥ suglen
consumirse como comida ligera 0 a manera de nueces, también se usan  como complementes de
salsas y sopas. Los nombres comunes con que se les conoce son "squash”, "pupmking”, “myungu’
y "marrow” (FAQ,1990; Mansour, 1993; Raymond, 1988).

Las Cucurbitaceas son plantas herbaceas, de tallos iargos que fienden a arrastrarse en el suglo,
¥y a engancharse en cualquier fipo de soporte, su crecimiento vegetativo es notable; sobre todo ef de
talios y hojes.

Denfro de 1a clasificacion botanica que existe, se encueniran las siguientes especies:

= Cucurbita maxima. Especie de gran desarrolfo vegetativo, de tallos redondos, blandes, de
crecimiento indefinido. poco hirsutos, hojas grandes, no lobuladas, cordadas en la hase; de
fiores amarifias v con pedingulo de insercidn en ¢ fruto, de forma cllindrica y sin surcos. Sus
frutos son voluminosos, de 5 a 40 Kg generalmente, de color variable y carne anaranjada.
Cucurbita moschata. De tallos angulosos, erizados, de pelos y crecimiento indefinido, hojas
poco fevantadas; aterciopeladas en ocasiones con manchas blanguecinas y poco lobuladas,
pedinculo de insercitn del fruto ensanchado v £0R SUTC0S; de flores amarilizs, pétalos grandes
y erectos, frutos variables de color apagado. Su carne posee el tipico sabor "moscado” y sugle

SEr peco dura.



= Cucurbita mixta. De tallo fuerte angular sin asperezas, hojas anchas cordadas, escasamente
lobuladas, en ocasiones con manchas blanguecinas Pedinculo ancho, pero no ensanchado en
la insercion def frufo. De frutos variables, de camne blanda o dura y generaimente de color
apagado.

Cucurbita ficifolia. Planta con gran desarrollo vegetativo. Sus hojas estén profundamente
lobuladas, sus frutos son redondeados, de color verde oscuro, con reticufos blancos de corteza
lefiosa. La came del fruto es de consistencia fibrosa.

Cucurbita pepo. En términos generales, la clasificacion taxondmica a esta especie es s
siguiente:Familia:Cucurbitaceae Género:Cucurbita Especie:pepe, nombre comiln calabacita.
Especie de mayor variabilidad en su aparato vegetativo y en la forma de sus frutos, que pueden
ser redondos, piriformes, o alargados. Sus  taflos son erectos en sus primeras etapas de
desarrollo y despugs se torman rastreros. Las hojas se sostienen por medio de peciolos largos ¥
huecos; el kmba es grande y espinoso. presentando muchas veces manchas blancas. Las
semillas  generalmente son de color blanco, crema o ligeramente cafés (Maroto, 1992

Messiaen, 1979; Valadez, 1954).

3.3 Composicion quimica de la semilla de calabaza

Se sabe que las semillas de las Cucurbifas poseen entre un 24 a 36% de grasa y un 30 a 35%
de profeina, donde el principal componente de ia fraccion proteinica es una globuling con alto
contenide de glutamina, asparagina y arginina. Ala proteina principal de la semilla de calabaza, se
le ha denominado cucuibiina y se calcula que fiene un peso molscular de 325, 000 Daltens

{Henderson, 1996; Naisbitt, 1988).




£n cuanto al restc de su composicion aproximada; se reporian las siguientes canfidades:

TABLA No.3
ANALISIS PROXIMAL DE SEMILLA DE CALABAZA
Componentes” ¢/100gmuestra

Humedad 12404
Extracto etéro 470106
Cenizas 47401

Fibra 3102
Carbohidratose 12.9+0.5

“Todos los valores excepto humedad estan expresados en base hisneds

=} o3 cerbohidratos fueron calcutados por diemrncia
Ademas se sabe que et 74% dela semilla comespondea 12 porcion comestible o almendra, v que
cada 100g de almendra cruda, aportan 547 Keal (INEGH, 2000; Sunday and Dickson, 1392).
Tomande en cuanta los altos valores de profeina, se ha realizado la obtencién de diferentes
preparados de las semillas de calabaza, tales como concentrades y aisiados proteinicos; con &l fin
de mejorar Ia calidad de la misma (Mansour, 1993).
En cuanto & perfl de aminoécidos indispensables, algunos invesigadores feportan que fa
almendra de calabaza es deficiente, igual que fas leguminosas, en aminoécidos azufrados. en
aslados se haobservado que se tiene un mayor contenido de aminoacidos indispensables con una
galificacién quimica de 77, enlos que el primer amincadido fimitante es la isoleucina y ¢t segundo, fa
valina. Ofros  investigadores reportan como fimitantes a la lisina y freonina, Sin embargo se
considera que estas  diferencias pueden deberse a la variedion  interespedie (Craviote, 1965;
Mansour, 1993; Sharma, 1986).
En cuanto a (a toxicidad de {a semilla de calabaza se han realizade frabajos previos al respecfo v
no se reporta un contenide elevado de los toxicos mas comunes. Inclusc se menciona que s&
encuentran en canfidades mas bajas adn, que las presentes en jos preparados de soya (Henderson,

1988; Mansour, 1993; Ostoa, 1997).




En los {timos afics se ha incremenitade & uso de proteinas vegetales. adamas de ia soya como
ingredientes  para a elaboracidn de productos almenticios, ¥ a consecuencia de esfo, ha sido
esencial vealizar estudios de ‘os diferentes preparados proteinicos, con €l fin de conacer &l
potencial de sus propiedades funcionales. En el caso de Ia semilla de caiabaza, se ha observado
que posee caracterfsticas de solubiidad dependientes dei ptienelrango de 4316, y que su
capacidad de absorcion de aga y de aceite es alta, incluso, comparativamente mejor gue ia que
presentan los distintos preparados de soya. En cuanto a capacidad v estabilidad emuisificante y
espumants también existen trabajos que indican que posee caracteristicas adecuadas para que
pueda ser wilizada en 1a elaboracidn de aigin alimento (Adeyemi y Adediran, 1994, Sunday and
Dickson, 1992).

3.4 Proteinas

Las proteinas estan compuestas por carbono, ldrogeno, oxigeno y nirdgeno; ademas de ofos
elementos que se pueden encontrar en la estructura proteinica. Estan compuestas por aminoacidos,
fos cuales se encuentran unidos entre si mediante enlaces peptidicos. Las proteinas se pueden
clasificar seqln su estructura quimica en;

- Proteinas simples, producen séio ammodsidos o sus derivados al ser hidrolizados por acidos,
alcalis o fermentos, por ejempilo, Yas albiminas.

Profefnas conjugadas, son polipéptidos  que contienen algunas partes no proteinicas
denominadas grupos prostéticos, por ejemplo, las nucleoprotainas.

Proteinas derivadas, son sustancias que resultan del desdoblamiento de proteinas simples o

conjugadas, por ejemplo; los dipéptidos (Mitchell, 1978).




Dada la diversidad de las proteiras; estas infervienen en  numerosos procesos, por o cual de
acuerdo ala funcidn que reslizan, se les puede agrupar de la siguiente manera:

- Funcidn energética, en condiciones normates s0lo una pequeiia cantidad de la energia que
necesitan fas células es suministrada por las proteinas, sin embargo, si existen niveles bajos
de los atros dos nulrimentos, estas tienen que ser utiizadas como aporte de energia,
Funcidn plasfica, formando parte del esqueleto celular y participando en la construccidn de
drgancs v leiidos

Funcién catalizadora, realizada por proteinas llamadas enzimas; que intervienen en diferentes
reacciones metabdlicas.

Funcién mediadora, Hevada a cabo por profeinas que actian como bormonas; fransmitiendo
informadion en ¢f organismo.

Funcion fransportadora, proteinas encargadas de ransportar sustancias afravés de la sangre
y ofros fiquidos corporales.

Funcion contréctil, intervienen las proteinas musculares, permiiendo la Gontraccion de los
masculos {Larrafiaga, et.al, 1997).

3.4.1 Aminoacidos

tos aminoécidos son las unidades fundamentales de los polimeros proteinicos. Las caracteristcas
comunes de los aminoacidos son la presencia de un grupo carboxilo libre y un grupo amino fibre
sobre el carboxilo affa. La actividad opfica de los aminoacidos naturales de las plantas y tos
animales esialevogira (4.

Debido a que contienen un grupo carboxilo y un grupo_amino, $& comportan como acidos débiles y
como bases débiles; a2 un pH  fisioldgico los aminodcidos existen principalmente como iones
hibridos; propiedad que infieren a las proteinas para comportarse como "buffers” (Mora, 1992).
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De los aminoécidos que partcipan en la estructura proteinica; existen algunos gue no pueden ser
sintetizados per el organismo; y por consiguiente, deben ser apotiados por la alimentacion en
proporcionas y cantidades adecuadas; para cubrir fas necesidades de conservacion organica y
crecimiento tisular; éstos son los flamados aminoacidos indispensables: fenilalaning, isoleucing,
leucina, lising, mefionina, treonina, friptofane, valina; y en los primeros afios de 1a vida; también lo
es ia histiding.

Los amincacidos considerados dispensables, son aguellos que el organismo puede sintefizar en
cancentraciones suficientes para cubsir sus necesidades si la cantidad de nitrdgeno  aportado por
las proteinas es satisfactoria. Por lo tanto, los aminodcidos constituyen los factores importantes
para esfimar el valor nutriciona! de una proteina (Larrafiaga, 1997; Mitchell, 1978).

3.4.2 Reguerimientos oroteinicos

& metabolismo de ias proteinas corporales, puede expresarse por la diferencia entre el aporte v ia
eliminacion de nitrogeno, diferencia que se llama equiiibrio nitrogenado o balance de nifrégeno.

Lin individuo se encuenira en equilibrio de nitragenc cuando ia ingestion de nirdgeno profeinico
igualz al que se pierde en heces y orina. Si se eliminz de la dieta un aminocido mdispensable,
aparecera un balance negafivo; como es el que se produce durante una desnutricién profeinica,
herida o en infecciones. En el hombre adulto, el equilibrio de nitrbgeno es igual a cerc pues se
mantiene aunque el aporte proteico exceda las necesidades corporales; ya que el exceso de
proteina se convierie en engrgia y urea (Chefiell, 1988).

Las necesidades proteinicas de un adulto se calculan determinando el aporte proteinico minimo,
necesano para mantener el equilibrio de  nitrogeno. Los niveles de proteina  propuestos son

aguellos considerados necesarios para mantener la salud y las necesidades fisicidgicas de 12 mayor

12



parte de individuos de un grupo de poblacién. En la TABLA No. 4 aparece la ingesta proteinica

diaria recomendada por ia FAQ/OMS/ONU(1985).

TABLA No.4
REQUERIMIENTOS PROTEINICOS DIARIOQS:
Edad q de proteinal Kg por dia
{afios)
| actantes v nifios

0.25-0.5 1.86
07510 1.48
2-3 1.13
10 095

Adolescentes
10-11 .89
14-15 096
17-18 0.86

Aduttos? (.75

#Fuente: FAOIOMSIONU, 1985
bDurante la gestacion se recomienda que la ingesta protelnica se eleve a 6y/dia y
en ja lactandia una ingesta proteirica dana adtional de 169

Se han revisado diferentes recomendaciones acerca de las necesidades diarias de varios paises
con respecto a todos los nuffientes; sin embargo, tas necesidades reales son de los aminoacidos, ¥
por tanto la composicidn en aminoacidos de las proteinas de la diete es exiremadamente
importanie. Ademas se debe tener en Cuenta que 1as necedidades proteinicas minimas son una
canfidad variable, varian seqdn el sexo, la edad y el estado fisiologico; y que estan determinadas
por la proporcion relafiva de aminoacidos indispensables presentes en las proteinas. En
consecuencia, la dependencia de una tnica fuente de profeina puede dar lugar a una ingesta
proteinica insuficiente en algunos de los aminoacidos indispensables; por lo cual el ser humane
requiere de una fuente proteinica diversificada.

La ingesta de aminoacidos indispensables recomendada por la FAGIOMS/ONU (1985}, se muestra

en la TABLA No. 5, debe fenerse en cuenta que fas dosis diarias recomendadas, se basan en
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estimaciones para grupos de poblacidn y no en [as necesidades absolutas de cada individuo

{Cheflell, 1989; Mitchell, 1978; Robinson, 1991).

TABLA No.5
REQUERIMIENTOS DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES
PARA LACTANTES Y ADULTOS®
Aminoacidos indispensables Lactantes Adulios
{gH00g de profeina)
fsoleucina 48 1.3
Leucina 93 18
Lisina 5.6 18
Metionina+cistina 4.2 17
Fernilalaning +frosina 12 19
Treonina 43 09
Triptofano 17 05
Valina 55 1.3
Histidina 26 —
Total 450 11

2Fyente: FAGIOMSIONTI{1985)

3.4.3 Evaluacion de la calidad de las proteinas

La calidad de una proteina aimenticia depende de la naturaleza y canfidades de os aminoécidos
que coniene, 1o que representa una medida de la eficacia de coémo et organismo puede ulifizar esa
proteina. Una proteina de alta calidad, confiene los aminoécidos indispensables en proporciones
correspondientes a las necasidades humanas y con una altz biodisponibllidad.

Frecuentemente las proteinas de cereales son pobres en lising, mientras que las de leguminosas
son deficientes en metionina. Cuando la distribucion en aminoacidos diﬁere de los requerimientos
establecidos; es posible compensar mas ¢ menos completamente  [as deficiencias en amincécidos

mediante un régimen alimenticio que contenga varias profeinas ¢ proporciones complementarias de
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aminoatidos. Asi, las profeinas de los cereales, pueden complementarse eficazmente con

pequefias cantidades de protsinas de leche o con profeinas de leguminosas.

Teniendo en cuenta que el valor nutritivo difiere para cada proteina; su valoracion pemiite:

Prever ia canfidad de proteinas © de mezclas de proteinas  alimencias necesarias para

satisfacer las necesidades de aminoacidos para el crecimienio y ef manienimienio.

La clasificacion de proteinas en funcién de su valor nutritivo potencial.

Descubrir las modificaciones nufricionales que las proteinas afimenticias puedan sufrir

duranie los tratamientos tecnolégicos y de almacenamiento.

Para determinar € valor nulriive de  las profeinas se pueden ulifizar métodos quimicos o

hioldgicos:

a) Métodos quimicos

- Cuantficacion del perfil de aminoacidos en 1a proteina a evaluar,

~ Galculo de 1a calificacion guimica; basada en la comparacion del perfil de aminoacidos de la
proteing a evaluar coneldeuna proteina denominada patrdn, gue presenta ung eficiencia de
retencion de nifrdgeno del 100%; cuyos valores estan establecidos por los requerimientos de Ia
FAOIOMSIONU(1985). Ef amingacido que esta en menor proporcidn con relacion al pairon se
denomina imitante, y es el que define la calidad de la profeina.
Esta relacidn esta definida come calificacidn quimica (CQ), y queda deferminada de acuerdo a
la siguierde expresibn,

CQ = mg de aminoécidos por ¢ de profeina a evaluar X 100
myg de aminoéacidos en la proteina de referencia
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b)

El conocimiento de |z calificacion quimica de las proteinas permite calcular su valor de
complementacion en una mezcla, con el fin de mejorar su valor nutrimental (Cheftell, 1988,
Mora, 1992).

Métodos biolagicos

Los ensayos biologicos se basan en medic el crecimiento o la retencidn de nitrogeno en

animales experimentales, de los cuales la rata es un buen modelo biclogico. Para que a

V]

precision sea safisfactoria y ios dalos significativos, hay que utilizar varics animales para cada
ensayo e interpretar los resultados estadisticamente normalizando fas  condiciones
expenimentales; por 10 que es recomendable realizar algunos estudios previos, los cuales
estén a criterio del invesfigador; segin los alcances que se deseen obfener v ios recursos de
laboratorio con gue se Cuerten; esios pueden ser observaciones visuales del estado aparente
de salud del animal e incluso exadmenes winarios y hematologicos; los cuales proporcionan
datos mas reales delas condiciones de los animales empleados.

En cuanio a las dietas empleadas, generaimente se mantiene bao el nivel proteinico de la
racion {en torno al 10% en peso), de forma que et aporte proteinico resulte inferior a las
necesidades. También fiene que ser apropiado el suminisiro de energla y de los restantes
nutrimenios. En esas condiciones &l crecimiento es lento, la proteina se utiliza eficazmente y
los resultados experimentales sefialan [as diferencias del valor nutrifivo de las proteinas
estudiadas, reflejando el méximo valor de ¢ada una de ellas.

La medicién bajo estas condiciones se le ha denominade Relacion de Eficiencia Profeinica
(PER); lacual es la ganancia enpeso  obtenida por ias ratas por gramo de proteina consumida.

PER = Ganancia en peso (g)
Proteina consumida(g)




Con frecuencia los valores del PER experimentales  se relacionan con |os valores de caseina
experimental v ios obtenidos de la evaluacion de un estandar, cuyo valor es ds 2.5.

Este valor es fac de determinar y comimmente es ef método mas uliizado, sin embargo
surgen errores porque los resultados obtenides dependen de las cantidades de proteinas
efectvamente consumidas y porque no consideran las necesidades proteinicas del
mantenimients normal del animal. La comrelacidn entre fos resultados de los bivensayos y de
fa cafificacion quimica, mejora cuando se comigen, teniendo en cuenta la digestibilidad global de
la proteina, que puede ser determinada por medio de ensayos enzimdticos "in vitro”,

considerando el valor biolegico (Fennema, 1993; Mc.Donald, 1988).

3.4.4 Digestibilidad proteinica

Los aminoacidos de las proteinas presertes en los alimenigs, no siempre se encuentran

enteramente disponibles, dado que ia digestidn de |a proteina o la absorcidn de los aminoacidos,

pueden resultar incomplefas. Los aminoacidos de las proteinas animales suelen ser digeridos y

absorbidos  en un 90%, en tanto que las de ciedas profeinas vegetales en un 60-70%. En la

TABLA No. 6 se presentan valores de digestibilidad para algunas proteinas.

TABLA No. 5
DIGESTIBILIDAD DE PROTEINAS EN EL HOMBRE

Proteinas vegetales =~ %
Trigo entero 86
Maiz 85
Mijc 79
Arroz briflante 79
Harina de soya 86
Judias 78
Proieinas animales

Huevos, leche,camne 94-97

Fuenie' FACIOMSIONU, 1985
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La baja utilizacion de cierfas proteinas puede ser debida a varios faclores; entre ellos, Ios
siguientes:

- Conformacién de 1a profeing, las profeinas fibrosas e insolubles son atacadas con menor
facilidad por las proteasas  que las globulinas solubles

Fijacion de metfales, de lipidos, acides nucleicos, celulosa u ofros polisacardos pueden
dificuitar la digestion de las profeinas.

Presencia de fattores anfinutncionales, tales como inhibidores de tripsina, 0 algunos ofros,
pueden dificultar o disminuir la absorcidon de aminoacidos

El tamafio y area superficial de fas particulas profeinicas ingeridas; asi, por ejemplo, la
molienda fina de |a harina, iende a mejorar la digestbilidad de las proteinas de los cereales.
Bl procesado a elevadas {emperaturas, a pH akaling, o en presencia de carbohidratos
reductores, suele disminuir 12 digestibilidad proteinica y la disponibiidad bicldgica de  varios
aminoatidos, especiicamente ia lisina.

También influye ta capacidad de digestidn y absorcion de aminoacidos que cada individuo
presente {Fennema, 1893; Robinson, 1991).

Como se ha podido observar, el valor potencial de una proteina puede ser determinado por
métodos quimicos, perc el valor reat sblo puede ser deferminado tenigndo en cuenta as pérdidas
inevitables gue tienen lugar durante la digestion, la absorcidn y el metabolismo, ya que, las
primeras pérdidas de una proteina estan representadas por la fracoidn de nifrdgeno que no es
absofbida y posteriormente se excreta en las heces.

la digestiblidad de una profeina se define con mas exactitud como 1z proporcion de nitrdgeno que
no es excretado en las heces, y que se supone. por lo fanfo, que ha sido absorbido. Se expresa

generalmente con relacion a la materia seca como un coeflicienie en forma porcentual



Ademas de los métodos de digestibilidad "in vivo", se han fratado de reproducir en el laboratorio tas
reacciones que fienen lugar en el fracto digesfivo, de esta manera se han disefiado varias técnicas
te digestitilidad "in vitro", las cuales tratan de simular fas condiclones de temperatura, pH, tiempo,
efc. del organismo. En el caso def método establecide por la AQAC, ef fundamento, se basa en la
medicién de ios protones liberados det enlace peptidico durante la proteolisis; lo cual se determina
directamente con el pH. Si bien, esta técnica rio proporciona un valor real en la mayofia de las
veces, sin embargo; represenia una primera evaluacion predictiva de la digestibiidad de una
proteina {AOAC, 1990; Mc. Donald, 1988).

3.5 Parametros hematologicos

Ademas de los cuidados obligados que implican ¢! manejo de animales vy las condicicnes
estandarizadas; es necesano verificar el estado de salud de los animales de axperimentacion, con el
fin de reducir las causas de variacion durante el experimento Dentro de esas revisiones previas, se
propone et anélisis de muestras sanguineas (Gay, 1965).

La manera mas comin de tomar fa muestra en ratas o ratones, es por medio de un sangrado ocular,
mediarte capliares heparinizados; la sangre se colecta en tubos Microtiner®, que confienen EDTA
como anticoagulante, generalmente de 300 a 400ut son suficientes para medir todas las variables
hematoldgicas

Les instrumentos mas comunes, empleados en ef andlisis de muestras sanguinsas; son 1o
autoanalizadores, que son capaces de redlizar la lectra automdfica de los diferentes

paramefros cuenta de serie blanca (leucocitos), cuenta de serie roja (eritrocitos, hermoglobina,

descnben de manera general cada uno de los parametros hematologicos:
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t eucocitos{WBC), se miden en miles por microlitro de sangre { X 103/ul ); su valor expresa
posibles infecciones bactenales o virales |, intoxicaciones o infecciones agudas. Cuande se
encuenfran valores por amiba de los normales se habla de leucocifosis ¥ cuando se encuentra
en valores menores a los normales, de leucopenia. El ndmero de leucocrtos, depende de
diferenfes factores, tales como edad, sexo, peso.

Eritrocitos o globulos rojos {RBC), se mide en millones por microlitro de sangre (X 108/ul) su
funcion es principaimente el fransporfe de oxigeno, es importanie hacer notar que esie
paramefro no debe de ser considerado para declarar anemia, en caso de encontrarse valores
menores alos normales.

Hemoglobina (Hb), se mide en gramos por decliitro de sangre (g/dL) y representa la cantidad
presente de esta proteina por unidad de volumen, Este pardmetro debe ser el tnico empleado
para definir la existencia de anemia; ya que cifras menores a las normales, indican  dicha
natologia.

Volumen corpuscular medio(MCV), se mide en femtolittos {fL)es el parametro més importante
de fos indices eritrocitario; ya que permife saber si fa anemia es macrocifica (MCV mayor a
valores nomaies) o microcitica (MCV menor a los valores normales)

Hematocrito, se mide en porcentsie por unidad de volumen de sangre (%); representa la
proporcion de entrocitos fotal en la sangre. Este pardmetro no se mide directamente, sino que
se calcula a partir de la medicion de eritrocitos y del volumen corpuscutar medio; por o cual,
es un parameire con menor exacitud que ef de Iz hemoglobina y erifrocitos.

Plagustas, se miden en nlimero de plaguetas por microlitro de sanare, sy principal funcién es
intervenir en la coaguiacién sanguinea, Cuando el numero de plaguetas, Se encuenfra por

armba dei narmal, se habla de trombociosss (Ruiz, 1998),
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3 TABLA No. 7se muesiran los vaiores normales de los anteriores parametros en ratas Wistar

L un peso de enfre 180-250g {Derelanks, 1995).

TABLA No.7
VALORES NORMALES DE PARAMETROS SANGUINEOS EN RATAS WISTAR
Paramefro Unidades Promedio Rango
Leucocitos (WBC) (x10%at) 992  BOG-11.8
Exirocitos {(RBC) {x10%uy) 895 815475
Hemoglobina {Hb) {gfdL) 146 134-15.8
Volumen corpuscidar medio{MCV) {fL) 538 498-57.8
Hematocrito (PCV) {%) 474 444504
Plaquetas (x103u) 340 150-450

Fuentes proteinicas

procedimientos mds significativos para ampliar fa disponibilidad de las profeinas, tanto para

sumo humano, como para animales; consisten en incrementar la ufifizacion de las leguminosas

tros vegetales ricos en profeinas. En la TABLA No. 8 se enlistan algunas fuentes vegetales de

teinas alimentarias.

TABLA No. 8
Contenido proteinico de afgunas fuentes
vegetales?
Soya 45
Semilla de algodén 25
Cacahuate 25
Semilia de girasol 30
Colza 26
Trige 14
Avena 13
Maiz 10
Arroz 8
Sorgo i1

a Unidades: g de proteina/100g de material seco
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De la anterior tabla destaca el contenide proteinico de las leguminosas; las cuales han sido
fadicionalmente consumidas y consfituyen un imporfante complemento proteinice  de los
cereales. BEn casi todas {as proteinas de 1as leguminosas, el contenido de  los aminoacidos
indispensables lisina y letcina, junte con la arginina es substancial, mientras que el de mefionina,
cisteina v triplofano es pequefo. Sin embarge, en las profeinas de la harina de sova, y en algunas
ofras, el contenido de fisina y treonina es también bajo. No obstante, cumplen con las cantidades
adecuadas del resto de ios aminodcidos indispensables, para ser consideradas una buena fuente
de proteina (Fenemma, 1993; Robinson, 1991).

Dentro de tas fuentes proteinicas, se encuentran los concentrados y aislados proteinicos; obteridos
generalmente de semillas oleaginosas; que & su vez, contienen alfos niveles de proteina. Asi
tenemos que, 1as harinas infegrales de estas semilias son las formas menos refinadas ¥ confienen
entre un 40 a 50% de proteinas.

Las hannas desengrasadas son las mas comunes en el mercado; ya que las semitlas de las que
provienen son destinadas a la produccion de aceite, tacual se lleva a cabo mediante una extraccion
con solventes organicos, como €l hexano; resultando econdmicamente ventzjosa dicha obtencidn;
ya que, el residuo de esa exiraccién €s un concentrado profeinico Los concenfrados son més
refinados que las harinas y confienen un mayor porcenfgje de proteinas; en su manufactura se
eliminan ¢asi a mitad de los carbohidratos solubles y algunos componentes de menor importancia.
Su proceso implica una extraccion de las profeinas en su punto isoeléctico; en el que las
fracciones globulinicas se insolubilizan y precipitan, posteriormente, se neutralizan y secan. De esta
manera, se obfiene un concenfrade proteinico que confiene alrededor de 65 & 75% de proteina, 15 a

25% de polisacéridos insolubles, 4 a 6% de minerales y de 0.3 2 1.2 de lipides.
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Los aislados son la forma mas purificada, ya que contienen 90% o mas de proteinas, se obfienen
eliminando los polisacaridos, oligosacaridos y algunos ofros componentes de los concenifrados. Ei
procese de aislamiento se basa en ias diferencias de solubilidad de las fracciones globulincas con
respecto al pH 7.5-8.5; el residuo insoluble contiene principalmente polisacaridos que se eliminan
por cenfrifugacion. Bl extracto se acidifica, para precipitar la mayor parte de proteina; se cenfrifiga y
se seca, Estos aislados son mas caros que los concentrados; dado el proceso  adicional {Badui,
1594; Fennema, 1593).

Ademas de conseguir aumentar la cantidad de proteina, mediante la obtencion de estos diferentes
preparados proteinicos; s ha wisto que mediante 10s procesos de purificacion de fa fraccion
proteinica, se han logrado redugir e incluso eliminar algunos facfores toxicos y antinufricionales,
presentes en las semillas vegetales, lo que & su vez, eleva la biodisponibilidad de ias proteinas

{Mansour, 1993},

3.7 Propiedades fisicogquimicas de las proteinas

Las propiedades fisicogquimicas de 1as proteinas, asi como Su peso molecular, composicion y
secuencia de aminoacidos, estructura y conformacion de 1a proteina, son consideradas como
caracteristicas que influyen en el comportamiento fisico de los alimentos durante su preparacion o
aimacenamiento. En general, a las propiedades fisicoquimicas de fas proteinas y a las interacciones
que éstas presentan denfro de un sigtema alimenticio, se les define come propiedades funcionales.
En un solo alimento pueden estar presentes varias propiedades funcionales dz una proteina; en ia
TABLA No. 9 se muestran algunas de éllas, y los alimentos que las reguieren (Fennema,

1993}
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TABLA No.9 ‘
PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS

Alimento Funcionalidad exigida

Bebidas Solubilidad a diferentes pHs, estabilidad frente
al calentamiento, viscosidad

Sopas y salsas Viscosidad, emulsificacion y retencidn de agua

Producios de panaderia Propiadades  viscoelasticas,  cohesion,

formacion de  gef, absorcion de agua
emuisificacion, formacidon  de  espuma,

pardeamiento

Productos tacieos Emulsificacion, refencidn de agua, viscosidad,
formacion de espuma, formacion de gel,
coagulacion

Sucedaneos del huevo Formacion de espuma, formacion de gel

Productos carnicos Emulsificacidn, formacidon de gel, cohesibn,
retencion de agua y grasa

Extensores Absorcion y retencibn de agua y grasa,
cohesion

Productos de reposteria Dispersabilidad, emulsificacién

Las propiedades funcionales de las proteinas pueden ser clasificadas en fres grandes grupos'
- Propiedades de hidratacion (dependientes de las interacciones proteina-agua)
Propiedades relacionadas con las intéracciones profeina-proteina

~  Propiedades de superficie

A primer grupo petienecen las propiedades tales como la absorcién v retencidn de agua, la
humectabilidad, la adhesion, la dispersabilidad, la solubilidad v la viscosidad; a las que con

frecuencia se hace referencia con el término propiedades hidrodinamicas. Las propiedades del
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segundo grupo participan en procesos ales como [a precipitacion y [a formacion de geles y varias
ofras estructuras. El fercer grupo de propiedades esta relacionado fundamentalmente con la tension
superficial, la emulsificacion v las caracteristicas espumanies de la proteina.

Estos fres grupes no son totaimente independientes; por ejemplo, la formacion de geles no sélo
implica inferactiones profeina- proteina, sino también interacciones proteina-agua.

Dado que la prediccion de las propiedades funcionales de una profeina, a pariir de sus
caracieristicas estucturales, resulta con frecuencia errdnea, se hace necesatia su determinacion
experimental. Las pruebas utilizadas, varian enfre medidas precisas de propiedades fisicoquimicas
bien definidas a simples ensayos de ufilidad. Entre estos dos exfremos se sitlia foda una serie de
deferminacionss que pueden aplicarse & sistemas modelo, como la capacidad de emulsificacion, o
la absorcion de agua de una proteina en polve, en condiclones controladas.

Generalmente, resulta mas facil entender la funcionalidad proteinica, en un sistema modelo sometido
a ensayo; cuando sélo se encuentra presente una proteina, cuya esfructura nativa es conocida. Sin
embargo, ia mayor parte de los ingredientes proteinicos disponibles para fines industriales son
mezclas de proieinas y contienen canfidades apreciables de carbohidratos, lipidos, sales minerales,
efc. Y aunque la mayoria de los preparados, como ios aisiados, confienen menos constituyentes no
proteinicos; como ya se ha mencionado, suelen ser sometidos a procesos de purificacion que
pueden afectar tanto la estructura inigial, como la funcionalidad de las profeinas {Fennema, 1993).
No obstante, existen varios producios que duranie un  |asgo periodo de fiermpo han sido utilizados
como ingredientes en sistemas de alimentos, debido al potencial de sus propiedades funcionales;
tal es el caso, de los preparados profeinicos de sova. La soya fue la primera fuente de proteina
vegetal que fue incorporada como ingrediente en los sistemas de afimentos (Narayana and
Narasinga, 1982).
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Ademas de 1a soya, ofras fuenfes de proteinas vegetales han sido esiudiadas, debido a la

capacidad de proporcionar un amplio  conjunto de propiedades funcionales; entre elias, &l

cacahuate, friol, ia semilla de girasol, algodon, lentefa y algunas semillas de cucurbitas (Mardinez,

1976: Sunday and Dickson, 1992).
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

SEMILLA ENTERA

1

PROTEINICO

BIOENSAYD
NUTRICIONAL

PARAMETROS
DESCASCARADO Fisicos
ALMENDRA ANALISIS
PROMXIMAL
MOLIENDA
PROTEINA ‘L
VERDADERA
DAD DESENGRASADO
GRASA |4
{ CRUDA
—_—
HARINA DI(?ESTIB]LI['?AD
DESENGRASADA INVITRO
PURIFICACION DE
PROPIEDADES LAFRACCION
FUNCIONALES PROTEINICA
{ PERFIL DE
AISLADO _ !

i Figura No. 1 DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO




4.1 Semilla. Se ufilizeron aproximadamente 5 Kg de semilia de calabaza, de la especie Cucurbita
pepo orginaria del municipic Aquismon, S.L.P; localidad en la que su consumo es reducido en

cierta epoca del afio.

4.2 Descascarado. Se realizd separando la cascara de  1a almendra en forma manual; ya que
debido al atto contenide de grasa vy a que la cascara se encuentra muy adherida a la almendra no

fue posible ufikizar algin otro método para descascarar la semilla.

4.3 Parametros Fisicos. Con a finalidad de poder comparar los resultados del presente frabajo,

con estudios anteriores en los que se uilizd la misma especie, se determinaron algunos parametros

fisicos para corfoborar que se frata de I misma variedad (Moreno, 19584); como son peso

hectolitrico de [a semilla, peso de semiliay almendra, famafio de semila v almendra.

» [Determinacidn de peso hectolifrico. Se cuantifica midiende el peso de una muesta
representativa del lote que ocupa un volumen estandarizado {Serna,1997).

Material

v Probeta graduada de 100ml, Kimax, NO. 20024

v Balanza granataria, Sauter

Procedimiento

Tarar la probeta en la balanza granataria v agregar una muestra representativa de semilla

cormespondients a 100ml. Esta operacion se repitiv  diez veces con ef fin de obtener vaiores

promedio y su desviacitn estandar,

El resultado de la prueba se reportd en g/100ml.
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e Determinacion de peso y tamafio de semiltay almendra

Material

¥ Balanza analifica Sarorius

v \ernier

Procedimiento

Se tomb una muesira representativa de 25 semillas v se pesé cada una por separado en la
balanza analitica; a ésta misma se le midio el largo y el ancho usando ef vernier.

El anterior procedimiento se repitié para ofro lofe representativo de almendra.

El resultado se obtuvo como e promedio y su desviacion estandar.

4.4 Analisis Proximal. Dei total de almendra se tomd una muestra homogénea y representativa,
que se fracciond en molino Thomas-Wiley y que pasd por un tamiz de 2mm de diametro para
obtener una harina de almendra infegral 2 la que de acuerdo a los métedos oficiales del ADAC se le
determind: humedad, proteina, grasa, fibra, cenizas v carbohidratos (AOAC, 1980).

e Determinacion de humedad

Material

v Estufa de vacio LAB-LINE, mod 3620

v" Charolas de alumirio

v" Desecador

v" Balanza andlitica Sartorius

Procedimiento

Se pone a peso constante la charola de aluminio en la que s¢ va a efectuar la deferminacion;

colocandolaen laestufa de vacio de 1 a 2 horas a 60-65°C aproximadamente.
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Se adicionan de 2 a 3 g de muestra en la charola vy se introduce a la estufa a una temperatura de
100-110°C, de 4 a 8 horas. Se saca la charola, se cofoca en un desecador y se deja enfriar hasta
temperatura ambiente y se pesa. El procedimiento anterior se repite hasta que dos pesadas
sucesivas no registren una diferencia de 0.001g.

Calculos

% Humedad = Pi- Pf_ x 100

m

Donde: Pi = Peso de la charola con muestra antes de ser secada (g)
Pf = Peso de charola con muestra seca (g}
m = Peso de muestra (g}
o Determinacion de cenizas
Material
¥ Mufla THERMOLYNE, med. 1500
¥ Balanza analifica Sartorius
v Desecador
v Crisales de porcelana
Procedimienio
Poner a peso constante los crisoles; colocandolos en la mufia a una temperatura de 500-550°C.
Pesar de 2-3 g de muestra en el crisgl v carbonizar a la flama de un mechere bajo una
campana, hasta lograr Ia carbonizacion completa de la muestra.
Se infroduce el crisol en 1a mufia (500-550°C) e fiempo necesario hasta obtener cenizas
homogéneas blancas o grises.
Se dejan enfriar los crisoles, se colocan en un desecador y se pesan a temperatura ambiente.
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Calculos

% Cenizas = Pi- Pox 100
m

Donde :

Pf = Peso de crisol con cenizas (g}
Po = Peso de cngol vacio {g)
m = Peso de la muestra (g)

Determinacion de grasa

Material y reactivos

v

v

v

Equipo de extraccion Golfish, LABCONCO
Vasos de borde esmerilado LABCONCO
Cartuchos de celulosa 22 x 80 mm

Eter de pefrdleo

Estufa de vacio LAB-LINE 3620
Desecador

Balanza analitica Sartorius

Procedimiento

Se colocan de 2 a 3 g de muestra seca dentre de un cartucho de celulosa v se tapa con una
torunda de algodén. El cartucho se coloca en el portadedal, y éste en ei seguro meldiico def equipo
de exiraccidn. Se colocan aproximadamente 50 ml de eter de pefrdleo en &l vaso esmerilado, el
cual fue puesto previamente a peso constante vy con ayuda del anillo metalico se asegura en el
aquipo de extraceion Después de transcurrido el iempo de extraccion, aproximadamente 8§ horas,

dependiendo de la cantidad de grasa que contenga la muestra, se recupera el solvente y se



colocan los vasos en 12 estufa de vacio para completar la eliminacién de solvente y humedad. Se
deja enfriar en desecador y se pesa.
Caiculos
% Grasa = Pf- Pox 100
m
Donde:
Pt = Peso del vaso después de ta exdraccion (g}

Po = Peso del vaso antes de ta exiraccion (g)

m = Peso de la muestra seca (g)

e Determinacion de proteina cruda

Esta determinacion se reafiza segln e método Kjeldahl, el cual se basa en la oxidacion de la
materia organica mediante una mezcla digestiva {H:S04, HiPQs, y CuS04. 5H0) formandose una
salfijla de suffato 4cido de amonio (NH4HSO.). Posteriormente se realiza una destilacién durante
la cual se fibera amoniaco de dicha sal mediante fa adicion de NaQH al 40% que se fija en una
solucion de acido bdrico formandose un borato de amonio, el cual se ffula con una solutidn
valorada de acido clorhidrico 0.01N. De esta forma se obtiene ¢l porciento de nilrogero de la
muestra, el cual al muttiplicarlo por el factor 6 25, nos da ef porciento de proteina cruda [ACAC,
1990; Winton,1967}.

Material v reactivos

v" Digestor TECATOR mod. ab 20/40

¥" Microdesiilador TECATOR AUTO KJELTEC, No. 1030

v" Tubos de digestion de 75ml

¥ Mezcla digestiva {a)

¥ Perdxide de hidrogeno al 30%
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v" Sulfato de potasio RA

¥* Solucibn de NaOH at 40%

v~ Solucién de acide bérico con indicadores {b)

v" Solucidn de cide clorhidrico0.01N valorada

{a) Mezcla digestiva: Disoliver 3 g de sulfato de cobre {CuS0.5H0 ) en 20 mi de agua destilada,
agregar 50 ml de &cido orfofosférico (HsPQ.), y adicionar con cuidado y resbalando por las
paredes 430 ml de 4cido suffirico concentrado {H:504). Se deia agitando fa muestra durante 30
minufos aproximadamente.

{b) Solucién de acido borico con indicadores: Pesar 20g de Acido barico y colocaries en un matraz
aforado de dos litros, se adiciona agua desfilada hasta disolver y se agregan 20 ml de verde de
bromocresol (100mg en 100mi de CHOH) y 14 mi de rojo de metilo {10mg 100ml de CHaOH), se
mezcla vigorosamente.2

Procedimiento

Se pesan de 20 a 80 mg de muestra {dependiendo del contenido de proteina) en pape! copia y se
infroducen en el tubo de digestién, se adiciona aproximadamente .59 de K2504, se agregan 3ml
de mezcla digestiva y se coloca en el digestor a una temperatura de 370°C durante 15 minutos;
pasado el tiempo, se saca, se deja enfriar y se agregan 1.5 ml de H202 {30%). Se vuelve a colocar
el fubo en el digesfor hasta que ia digestién termine; esto es, cuando el contenido sea fraslicido o
incgloro.

Terminada la digestién se deja enfriar; se agregan 25 mi de HoO desfilada y se coloca en ef equipo
AutoKjeldaht; el cual dara la lectura de los ml gastados en la titulacion de la muestra; que serviran
para conocer el % de nifrbgano, contenido en fa misma.

a8 uiilizd metanol (CH30H) debido a que el equipo de destilacion lo espedifica en su manual de operacién.
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Ademas de infroducir los tubos conteniendo la muestra se debe de preparar de igual manera un

blanco; donde se sustituya la muestra por 70 mg de glucosa o sacarosa.

Calculos

% Nitrégeno = (i muestra - ml blanco) x N x_megx 100
m

% Proteina cruda = %N x 6.25
Donde:
N = normalidad de solucién de HCI
meq = miliequivalentes de nitrdgena (0.014)
m = peso de la muestra (g)
o Determinacion de fibra
Material y reactivos
¥ Aparato de digestion de fibra LABCONCO

v Estufa de vacio LAB-LINE mod 3620

\

Mufia THERMOLYNE mod 1500

~

Vasos Berzelius de 600 m)

Crisoles de porceiana

<8N

Filtro fipo California No. 30305-062
H:50: 2l 1.25% (PN}
NaQH al 1.25% (P/V)

ASEENEIEN

Anfiespumante {SIGMA)

«

Alcohol etilico RA
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Procedimiento

Se pesan de 3 a 5 g de muestra desengrasada en un vaso de Berzelius que contenga 0.5 g de
silicato de aluminio y perlas de vidrio. Se le adiciona 200 ml de Hz504 al 1.25 % gue este hirviendo,
y unas gofas de antiespumante e inmediatamente se coloca en ! aparato de digestion; el cual se
encuenfra previamente calentado; se deja digerir durante 30 minutos exaclos. Posteriormente
vaciar €l contenido sobre un filtro tipo california y se realiza la filtracion con ayuda de vacio; el
residuo se lava con agua caliente destilada, hasta eliminar el acido (aproximadamente 500 mi). Una
vez lavado el residuo, se fransfiere nuevamente al vaso Berzelius, ¥ se agregan 200 mi de NaOH
al 1.25% que se encuentra caliente, y por ofros 30 minutos se coloca en el aparato de digestion.
Se fava con agua destilada hasta efiminar ¢l alcali (aprox. 500 ml). Por (itimo, el residuo se lava
con 25 mi de alcohol etilico.

El residuo se pasa a un crisol de porcelana {a peso constante) de manera cuantitativa, se coloca en
fa estufa de vacio para secar, una vez que $e encuentre seco, se pesa, se carboniza y se infroduce
en la mufla para su incineracion; hecho esto ditimo, se vuelve a pesar &l crisol.

Calculos

% Fibra= Ps- Pc x 100
m

Donde:
Ps = Peso de crisol con residuo después del secado (g)
P¢ = Peso de crisol con residuo después de calcinado (g}
m = Peso de muestra ()
o Determinacion de carbohidratos. Este valor se obfiene de manera tedrica por diférencia gi
restar al 100% la sumaioria de los porcantaies obtenidos de los ofros componentes:

% Carbohidratos = 100% - (%Humedad + %Cenizas + %Grasa + % Proteina + %Fibra)
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4.5 Desengrasade. Debido 2 que fa almendra de calabaza tiene un alto contenide de grasa
{ >40%), solamente se fracciond a un tamaric de particula de 2 a 3mm de didmefro con ¢l fin de
evitar la pérdida de grasa cruda en una molienda fina. La exiraccion de la fraccion fipidica se realizéd
en un dispositive tipo Soxhlet, que pusde procesar aproximadamente de 1 a 2 Kg de material,
usandc hexano como disolvente de exiraccion. Una vez que e obtuvo la micela (grasa-
disolvente), se separd el disolvente de la grasa, de tal forma que se obtuvo tanto la grasa cruda

como la harina desengrasada de [a almendra de calabaza.

4.6 Proteina Verdadera. Debido a que el contenido de proteina se calcula determinande &l
porcentaje de nifrogeno, mediante el método Kjeldahi; y éste a su vez cuantifica en nitrdgeno bajo
cualquier forma. Al calcular et contenido de proteina en un alimento a pariir de su nitrogeno, se
parte de dos supuestos: que todo el nitrbgeno del alimento estd en forma de proteinas ¥ Gue
todas las proteinas del alimento confienen 16gN/ 100g de profeina. Lo anterior es cierfo en
proteinas de origen animal; sin embargo, en las fuentes de proteina de origen vegetal hay presente
un contenido significativo de nitrbgeno no profeinico. Las distintas proteinas de los alimentos
fienen diferentes proporciones de nitrogeno vy, por lo tanto habria que usar factores distintos para
fransiormar el contenide de nitrdgeno en proteina segun &l alimento que se trafe. Sin embargo; el
uso de un factor medio de conversion se considers gue en a practica esté justificads. £ supuesio
de que 1a totatidad del nitrdgeno de los alimentos esta en forma de profeinas es fambién falso, ya
que pueden existir muchos compuestos nitrogenados sencillos, diferentes a los aminodcidos; como
amidas, alcaloides, sdies de amonio, efc.; por tal mofivo, es necesaria lz  determinacion de

proteina verdadera {Mc. Donald, 1988).
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La técnica se basa en |3 solubilizacién del nitrbgeno no protelnico; asi como de la proteina soluble y

la posterior precipitacion de dicha proteina con tungstato de sodio; con el fin de eliminar &l nifrégeno

no proteinico que puede interferir en la determinacion’ por medio del método Kjeldahl.

Material y reacfivos

v Digestor TECATOR, mod. ab20/40

v Microdestilador TECATOR AUTO KJELTEC No. 1030

¥ Tubos de digestion de 75mi

v" Balanza analitica Sartorius

v Agitador magnético CORNING

¥ Papel Whatman, No. 542

v’ Mezcla digestiva: Se mezclan durante aproximadamente 30 min. los siguientes reactivos: 3g
de CuS0. 5H:0, 300 mi de H2804 {concentrado) Y 100 mi de HsPOx.

v" Solucion de H:0; al 30%

¥ Solucion de Acido borico 1% con indicador: Se disuelven 20 g de acido borico en 2 lifros de
agua desfilada, se agregan 20 ml de verde de bromocresol (100 mg en 100 ml de CHzCH),
agregar 14 ml de rojo de metilo (100mg en 100 ml de CH30H) y agitar,

¥ Solucion de HC 004N valorado

v" Solucién precipitante: Disolver 5 g de tungstato de sodio y 1.51 g de NazHPQ412H;0 en 20ml
de agua destilada, afiadir 22 ml de HCI 2N, mezclar v aforar 2 50 mi con agua destiiada.

Procedimiento

a) Proceso de precipitacion: pesar 50-100 mg de muestra finamente mofida y cofocaria en un vaso

de precipitado de 50 mif. Agregar 5mil de agua caliente v agitar mecAnicaments por 15 minutos,

agregar 2ml de la solucidn precipitante y dejar reposar por 10 minutos; transferir
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cuantitativamente para su filracion en papel Whatman No. 50 o 542 ufilizando agua destilada
caliente y ligera succion.

b} Proceso de digestion: colocar & papel fitiro con el precipitado en el tubo de digesfion, af cuat
se agregan (.59 de K»304, 5mlde mezcla digestiva, se coloca en el digestor y se espera a
que se enfrie para aftadile 3ml de H20> al 30%, se infroduce nuevamente en el digestor y se
calienta a una temperatura de 370°C, hasta que la digestion sea completa.

¢) Destilacion y fitulacién: después de la digestion se deja enfriar, y se agregan 25 ml de agua
destilada, se coloca el wbo en el microdestilador, v 1a destifacién v tifulacion se efectian
automéaticamente.

Calculos

% Nitrégeno = {ml muestra - ml blanco} x N x_meq x 100
m

% Proteina verdadera = %Nx 6.25
Donde:
N = normalidad de solucidn de HCl
meq = miliequivalentes de nitrogeno (0.014)

m = peso de la muestra {g)

4.7 Purificacién de la Fraccién Proteiica. Después de obtener la harina desengrasada; la cual

puede ser considerada como un concentrado proteinico (70% de proteina), se obluvo  un
purificado proteinico, ¢ tambien lamado aislado; el cual puede contener hasta un 90% de profeina

{Robinson,1991).
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Material y reactivos

v

v

v

Centrifuga BECKMAN J2-21

Botellas de cenfrifuga de 500 ml
Homogenizador CAFRAMO mod. RZR1
Estufa FELISA mod. 2834

Vasos de precipitado de 2L

Embudo buchner y kitasato

Papel pellon

Solucion de NaCl 0.2N

HCI 2N

NaCOH 2N

Procedimiento

Pesar 100g de harina desengrasada y disolver en 2L de NaCl 0.2N, ajustar a pH 13 con NaOH

2N. Agitaren el homogenizador auna velocidad constante de 130 rp.m. durante 30 minutos,

manteniendo la temperatura a 0°C. Transcurrido el iempo de agitacidn, se filtra con ayuda de vacio

a fravés de papel pellon. El fitrado se ajusta a pH 5 con HCI 2N para precipitar la proteina en su

punto isoeléctrico. El precipitado se deja en reposo a refrigeracion durante aproximadamente 30

minufos y después se centrifuga a 5000 rpm. durante 20 minuios, a

. Se separa ¢l

precipitado v el sobrenadante se vuelve a mantener en refrigeracién por espacio de 30 minutos, con

el fin de volver a centrifugar y aumentar el rendimienio de la obtencion de dislado.

El aislade obtenido se seca durante aproximadamente 12 horas a 50-60°C (Paredes, 2001).
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4.3 Digestibilidad "ln Vitro". Una primera evaluacion predictiva de la calidad nufriiva de una

fuente proteinica, lo consfituye 1a proporcidn de aminoéacidos gue son factibles de ser liberados, por

accidn del sistema enzimético "in vitre” que simule 1a accion de enzimas digestivas.

Durante la protedlisis son berados protones de enlace peptidico; por lo fanto, el cambio en el pH

estara directamente relacionado a la digestibilidad de la proteina (AOAC, 1990}.

Material y reactivos

v

v

Parrilas de agitacion magnética

Vasos de doble camisa

Mangueras

Bario de temperatura

Solucién A: Pesar exactamente 227,040 BAEE unidades de tripsina (tipo X), 1860 BAEE
unidades de c-quimiotripsina (fipo 1) v 0.520 unidades de pepfidasa L-leucina § - naftilamina.
Disolver en 10 mi de agua destilada.

Solucion B: Pesar 65 unidades de caseina de proteasa bacteriana y disolver en 10 mi de agua
destilada.
A continuacion se muestran los calculos realizados para 1a preparacion de la solucion Ay B,
respectivamente:
Solucion A:

= Tripsina(fipo IX) confiene 94% de profeina y 17,700BAEE unidades/mg profeina

1mgq proteina % 227,040 unidades BAEE = 12.8271 mg de proteina
17,700 unidades BAEE

100 mgq fripsina (fipolX) x 12.8271 mg proteina = 13.6458mg de tripsina (tipo IX)
94 mg proteina
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- o-quimiotripsina {tipo 1} contiene 51 BAEE unidades/ mg sélido

1mg sotido x 1860 unidades BAEE = 36.4705 mg de o-quimiotripsina (tipoll)
51 unidades BAEE

- Peptidasa contiene 102 pnidades BAEE/ g sélido

1000 mg stfido x 0.520 unidades BAEE = 5.0980 mg de peplidasa
102 unidades BAEE

Sofucion B:
~ Proteasa contiene 5.5 unidades BAEES myg stlido

1.mg_sélide x 65 unidades BAEE =11.8181 mg de proteasa
5.5 unidades BAEE

Procedimiento

Pesar 10 mg de nitrdgeno de 1a proteina a ensayar, disolver y aforar con 10 mi de agua destiada, ¥
agitar durante 1 hora manteniendo la temperatura a 37°C. Posteriormente ajustar el pHa 8.0+
0.03 con HCE o NaOH 0.1N. Se agrega 1 mi de la solucién A, la cual debe enconfrarse a 37°C, se
agita durante 10 minutos exactos a l2 misma temperatura, y transcurrido &l fempo agregar 1 mi e
la solucion B (debe estar a 37°C) v agitar 9 minutos exactos cambiando la temperatura 55°C.
Transcunido ¢ fiempe; se cambia fa agitacion o ia temperatura de 37°C durante 1 minuto. Unavez
terminado ef iempo se mide ef pH exactamente a los 20 minutos después de haber adicionado la

solucidn A.
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Con el fin de obtener resultados confiables se realiza una determinacidn previa, usando como
proteina de referencia caseina; cuyo valor de pH, debe ser de 6.42+ 0.05, después de someterla a
laaccibn del sistema mulfienzimatico.

Célculos

% DIGESTIBILIDAD = 234.84 - 22.56 (pH)

49 Perfil de Aminoacidos. A los diferentes preparados de la @mendra de calabaza se les

determind la composicion de aminoacidos. La cuantificacion de los aminoéacidos de |a proteina en
esfudio, se realiza previa hidrdlisis acida de |a proteina a 145°C por 4 horas, vy separacidn
cromatografica en un autoanalizador de aminoécidos TECHNICON mod. NC-2P (Lucas and Sotelo,
1982). Para tener completo el perfil de aminoacidos indispensables, fue necesario cuantificar por
separado el friptofano, lo cual se realizd mediante una hidrolisis basica y su posterior cuantificacion
espectrofofométrica (Lucas and Sotelo, 1980}

Material ¥ reactivos

¥ Aufoanalizador de aminodcidos TECHNICO mod. NC-2P

v Digestor TECATOR mod. ab 20/40

¥" Tubos de hidrdlisis acida

v Potenciométro CORNING mod. 10

+ Rotavapor BUCH! mod. R

v" Vortex LAB-LINE mod. 1290

v' Adaptacion para fijacion de jeringa Milipore XX30-012-00

v" Membrana Millipore HATF-02500 (0.45.M)

v" Microjeringa Hamilton, mod. 1001-LTN
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HCi 8N

Estandar de norleucina

Metil Celosolve at 50%

Amortiguador de acetato de sodio 4N: colocar 3 lifros de agua destilada en agitacion y adicionar
lentarnente 1312 g de acetato de sodio anhidro para prevenir |2 cristalizacion, &1 se requiere se
puede calentar para la completa solubilizacion de la sal. Afadir 400 ml de &eido acéfico glacial
lentamente, se deja enfriar y aforar a 4 litros,

Sulfato de hidracina: disolver 1.049g de sulfato de hidracina en agua desfiiada v desionizada,
adicionar 0.4 rl de acido sulfirico concentrado (R.A.) v 30 ml de solucién BRIJ-35 &l 20%,
flevar esta solucién a un volumen de 4 filros; para su conservacion se requiere adicionar 4.8 ml
de acido caprilico.

Ninhidrina: disolver 40 g de ninhidrina en 2 litros de metilcelosolve, adicionar lentamente 1 litro
del amortiguador de acetato de sodio 4N, y llenar a un volumen de 4 litros.

Solucién lavadora: agua-etanol {3:1; viv) con hidroguinona al 0.01% como agente oxidante.
Amortiguador de dilucitn: se prepara una solucion de HCI 0.2N {A) y una solucién de NaCl
0.2M (11.69 g/l) {B). se lleva a 200 m! con agua desionizada y se adiciona hidroquinona al
0.01%. El pH de este amortiguador debe ser de 1.520.05.

Hidrxide de sodio 0.1 N

Amortiguadores parala comida del hicrolizado acido

3 En Ia siguiente pégina se muestrala TABLA No. 10 donde aparece la composicion de cada uno de los amortiguedores uhizados
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TABLA No. 10
COMPGCSICION DE AMORTIGUADORES

BUFFER # 1 BUFFER #2 BUFFER # 3 NaCH 0.2N
REACTIVO Regeneracion de | Elucién de  aa.{Elucién de a.a{lavarlaresina
(grado anglitico) laresina aoidosy neufros | basieos
Acetato de sodio anhidro 419 50¢ 87.0g
(;COOH, PM=82.03
Acide acético glaciat 20 mi F 15ml 20m
&CH&)OOH, P = 60.05 ‘ ( J
Solucién de acetato de zinz 1.2m ' 2.0mi
{CH:COO)Zn.2H:0 .05
Alcohot etifico dbsolute T8mit T8ml
CH-CH-CH, PM =46.02
Alaohol bencilico A4
PM=108.14
Hidroguinona 011g 0.11g
PM = 110.1
Solucion BRIS-35 al 20% 8.0ml 8 0mi 8.0ml
MERCK # 1962
FDTA (sal disddica) 01g ] T 0.1g
PM=372.24
NaOH (lentejas) 80g
PM=49
Acido caprilico 0.2mi 0.2ml j 0.2rs
PM=14422 \
Agua desicnizada 1.01mi 1.01mi 101md 10%mi
pH {(ajuste en potencitmetro) 3.9 r 49 Y
L
Cancentracion de Na* 0.05M 0.06M 1.06M 0.20M [
|
Concentracion de Zn * 3x16+4M TX103M J
L

L
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Procedimiento

a)

c)

Preparacion de la muestra: pesar dentro del tubo de hidrolisis ia cantidad finamente molida y
desengrasada, adicionar la cantidad de aCido requerida, humedeciendo totalmente 1a muestra,

A=005X100
%P

B=4X100
%P

Donde: A= cantidad de muestra en gramos
B =mi de HCI 6N
%P = porcentaje de proteina en la muestra

Se insufia nifrdgenc v se cierra ef tubo perfectamente con el tapdn.

Hidrdlisis de ia muestra: se coloca el fubo con la muestra en el digestor a 145°C + 1 por 4
horas.

Concenfrado del hidrolizado: una vez transcurido el iempo de hidrolisis se deja enfiiar y se
transvasa cuantitativamente a un matraz hola de 100 m, lavando &} tubo con agua caliente v
solucion favadora. Se agregan 5 mi de norfeucina (estandar). El hidrolizade se concentra en el
rotavapor a una temperatura de 75-80°C, llevandolo dos veces a sequedad: con el fin de
gliminar el exceso de 4cido clorhidrico; a continuacién se concentra el hidrolizado en el tercer
lavado a un volumen menor de 25mi.

Fittrado de! precipitade: &l hidrolizado se filtra a ravés de papel filtro Whatman de poro cerrado
sobre buchner y kitasato at vacio; se aconseja dar un lavado con solucién lavadora.

Posteriormente se afora 2 25 mi; ajustando 3 un pH de 6.8+ 0.2 con NaQH 5N,
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e} Inyeccidn de la muestra: se diluye el hidrolizado en una proporgion de 1:1, se filra a fravés de
un Millipore, descartando ias primeras gotas del fitrado y el restante se ufiliza para nyectar en
&l autoanalizador de 100 a 200 wul.
Calculos
Previamente se corre una solucion estandar de aminoacidos con una concentracion de 0.025uM
de cada uno; para que de éste aminograma se pueda obtener el drea de cada uno de los
aminoacidos. Ademas se debe inyectar una cantidad constante y conocida del estndar y de ia
muestra. Los célculos estan basados en los equivaientes de norleucinzg de cada uno de los
aminoacidos.
ENs = ANgtof Ahso

Donde:

ENa, = Equivalentes de norleucina del aminoacido correspondiente

ANstp = Area de norleucing estandar

AAstp = Area del aminoacido correspondiente en el estandar
Del aminograma def hidrolizado de la muestra, se calcula el area bajo la curva de cada uno de los
aminodcidos; asl como el drea norteucina en el correspondiente aminograma, para lo anferior es
conveniente trabajar con la mitad superior de cada uno de los picos, con el fin de evitar rabajar
con lalinea base que en ocasiones es demasiado imeguiar.
A confinuacion se fienen los calculos a desamrollar para cada uno de los aminoécidos, en donde se
expresa su contenido en mg del aminoécido / g de nitrdgeno en la muestra:

Aca= BaaX Naa

MGea! GN = {Aca X ENea X 1M ¥ PMaa X A)
(ANn x 2 x Mgha)
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Donde:
Asq = Area del aminoacido en el aminograma de fa muestra
Be. = Base de la mitad del pico
haa = Alitira del pico desde la linea base
EN.a = Equivalentes de noreucina del aminoacido correspondiente
uMe. = Micromoles del aminodcido en el estandar
PM. = Peso molecutar del aminoécido
A = Aforo al que se llevo el hidrolizado en m}
ANn= Area de nosleucina en €l aminograma de la muestra
a = Alicuota inyectada en mi

MgN =Miligramos de nitrdgeno de la muestra hidrolizada

4.9.1 Determinacion de Triptofano. Debido a que la hidrolisis acida destruye el triptofano, y a que

&5 el nico amincécido que no se puede leer conjuntamente en equipos como aufoanalizador o
HPLC en hidrdlisis 4cidas; su determinacion se realiza por medio de hidrolisis alcalinas o
enzimaticas y se cuanfifica por medio de técnicas colorimétricas (UNAM; 1982).

Material y reactivos

v" Digestor TECATOR mod. ab 20/40

v Tubos de hidrolisis alcalina con rosca

+" Tubos de ensaye

¥ Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER, mod.340

¥" Petenciométro CORNING mod. 10
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v Hidroxido delifio 4N

v hcido fosforico concentrade

v Acido clorhidrico concentrado

v Solucién favadora {3:1 agua-efano) viv)

v Solucitn estandar de triptofano (0.05 mg/ mi)

v" Solucidn de p-dimefilamino benzaldehido (DMAB} al 6.5% en HCl conc.

¥ Solucidn de nitrifo de sodio al 0.2%

Procedimients

De acuerdo a las siguientes formulas se adiciong la cantidad de muestra y de LiOH 4N en un
tubo de hidrélisis.

A=01x100 B=4x100
%P %P

Donde:

A= cantidad de muestra (g)

B=mil de LiOH 4N

%P = Porcentaje de profeina en la muesfra
Se insufia nirogeno ¥ se coloca en el digestor 3 una temperatura de 145°C durante 4 a 8 horas,
segin el contenido te proieina de ia muesira. Transcurrido ef iempo de hidralisis se deia enfriar y el
contenido se fransfiere a un vaso de precipitado, lavando con solucidn lavadora para tener un
volumen menor a 25 ml. Se ajusta a pH de 6.8 = 2 con 4cido fosfbrico concentrado, y se filra a
vacio con papel Wathman No. 542 Se afora a 25 ml.,
Lacurva estandar se elaboratomando 0,04, 08, 1.2, 1.6 y 2.0ml de solucion estandar, fievando
los tubos a 2 ml y adicionando 7.5 ml de DMAB en HCI. Para el blanco se foman 2 ml del

muestra y 7.5 mt de HCl conc.
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Para los tubos de muestra se toman 2 mi del hidrolizado vy se agregan 7.5 mi de DMAB, per
duplicado. Tanto los tubos de fa curva patron, como de Ja muestra se agitan y se dejan en la
obscuridad durante 15 minufos. Después & agregan 0.5mi de nifrifo de sodio & 0.2%, se agitany

se dejan ofros 15 minutos en la obscuridad. Se lee a 590 nm contra blanco.

4.10 Bioensayo Nutricional. La calidad nutriiva de la proteina de los diferentes preparados de

la almendra de calabaza, se evalud mediante {a Refacion de Eficiencia Protelnica (FER); definida
como la ganancia én peso debida 2 la ingesta de profeinas por un animal en crecimiento.  Se
empiea una dieta con un contenido de 10% de profeina que se administa aratas macho recién
destetadas durante un periodo de 28 dias {Cheftel J., 1989; Mc. Donald, 1988).

Con ¢l fin de establecer condiciones estandarizadas en los animales del estudio; se realizd una
prueba de citometrfa hematica al inicio del ensayo, la cual permitié detectar posibles anormalidades
o evidencia de alguna enfermedad en las ratas utilizadas. La citometria hematica, se flevo a cabo
de la siguiente manera:

La extraccion de sangre se obtuvo mediante un sangrado ocular; para lo cual, primeramente se
anesfesio al animal, introduciéndolo en un frasco pequefio, en cuye interior se coloca algodon
humedecido con éter efilico. Una vez anestesiado, se sujeta conunamanoy conlactrase le
infroduce un capiiar heparinizado en la parte posterior del ojo, se comienza a ejercer una figera
presion y se rota suavemente el capilar, la sangre se colecta en un  fubo Microfiner® y se
requieren entre 250 y 500 ul. Es importante que al momento de colectar la sangre se rote
suavemente el fubo para evitar la formacion de coagulos. Las muestras colectadas  fueron

analizadas por {a M, en C. Adriana Ruiz, jefade seccion del 4SS, &rea de hematologia.
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Material v eguipo

v" Ratas macho Wistar recién destetadas

v" Estante de jaulas individuales

v" Balanza granataria para animales de laboratorio

¥ Balanza granataria de un platifio

v" Comederos y bebederos para rata

Procedimiento

Las dietas con Jas que se llevd a cabo el estudio bioldgico fueron formutadas de acuerdo a la
informacion obtenida de iz calificacion quimica {CQ); respecto a los aminoscidos que resultaron
limitantes en la aimendra de calabaza Cucurbita pepo y en base aun 10% de proteina.

los animales se distribuyeron en lotes de 6 ratas cada uno én jaulas individuales de acuerdo a
una distribucién de "culebra-japonesa”; la cual consiste en pesar individualmente los animales al
inicic def ensayo ¥y ¢on sus pesos ordenados de manera ascendente ¢ descendente  se asignan
en los diferentes lotes de manera zigzagueante, con el fin de tener una diferencia de peso promedio
entre los fotes de menos de 1 gramo. {Conca, 1995)

El ensayo se realiza durante 28 dias colocando las dietas de experimentacion cormespondientes y
agua "ad libitum™ ademas de la dieta control (caseina); durante el ensayo se lleva un confrof del
incremento en peso y del alimento ingerido de cada uno de los animales.

Al final del ensayo se realizd de nuevo la cifometria hematica, de la forma antes descrita. Ofro
pardmetro usado para determinar dafios ocasionados por fa dieta administrada a los animales en
estudio, es la presencia de cambios en los pesos porceniuales de Grgancs v sus posibles
anormalidades patolégicas; por lo cud, se rediizd la necroscopia al final det experimento {Gay,
1965; Lee etal, 1979).
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Célculos
Con los datos obtenidos se calculd la Relacion de Eficiencia Proteinica (PER):
PER=__AP

TAF
Donde:

AP = incremento en peso (g)
ZA] = Alimento ingerido total {g)
F=% de proteinaenla dieta/ 100
Con los valores de PER obienidos se caleuld ef PER ajustado segin la siguiente formula:

PER qstago = PER o X PER caseina {ref)
PER caseina {exp)

Donde:
PER casgina {ref) =2.5

4.10.1 Digestibilidad "in vive"

Ctro de los parametros que se obtienen del ensayo biologico es el de la digestibilidad “in vivo'; la
cual se define como 12 proporcion de una proteina que es absorbida por el tracto gastrointestingl,
medida por la relacidn del nirdgeno retenido vy del ingerido  en la dieta (Mora, 1992). Esta

determinacidn es de mayor valor Gue la que proporciona la digestibilidad “in vifro™; sin embargo,

-4
]

ambas permiten tener un indicador de la calidad de las proteinas. Por tal mofivo, durante el
ensayo bioldgico se determind este parametro.

Material

v" Digestor TECATOR, mod. ab20/40

¥ Microdestitador TECATOR AUTO KJELTEC No. 1030

¥ Tubos de digestion de 75mi
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LN

Wortero con pistilo
Balanza analitica Sartorius

Mezdla digestiva {a)

AN

Perdxido de hidrbgeno al 30%

~

Sulfato de potasio RA

v~ Solucion de NaOH al 40%

v Solucion de &cido bbrico con indicadores (b)

v Solucion de cido clorhidrico0.01N valorada

{a) Mezcla digesfiva: Disolver 3 g de sulfafo de cobre (CuSC4.5H:0) en 20 mi de agua destilada,
agregar 50 ml de Acido oriofosférico (HsPOs), v adicionar con cuidado v reshalando por las
paredes 430 ml de acido sulfirico concentrade (H2S04). Se deia agitando la muestra durante 30
minutos aproximadamente.

{b) Solucion de 4cido bbrico con indicadores: Pesar 20g de &cido bérico y colocarios en un matraz
aforade de dos fifres, se adiciona agua destitada hasta disolver v se agregan 20 ml de verde de
hromocresol [100mg en 100ml de CH:OH) y 14 ml de rojo de metilo (10mg 100mi de CH:OH), se
mezcla vigorosamente.

Procedimiento

Se recolectaron las heces de las ratas smpleadas en Ja defenminacion del PER durante la (ifima
semana y se registré el peso de éstas, asi como del alimento consumide durante su recoleccion.
Una vez recolectadas las heces se secan a una temperatura de 50:4:5°C, se pesan vy se muelen en
mortero. Se determina el contenide de nirdgena en heces v en las dietas evaluadas siguiendo el

procedimiento para determinar proteina cruda.
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Céalculos
El caleulo de digestibilidad se obtiene mediante |a siguiente formula:
0 = Neeomuge = M_-Bo x 100
N[ %‘I]
Donde:
D= Digestibilidad
N = Nifrbgero ingerido

S
Nn= Nitrbgene en heces

4.11 Propiedates Fisicoquimicas, Los preparados proteinicos de diferentes fuenfes vegetales

son ampliamente usados en a efaboracidn de alimentos; siendo sus propiedades funcionales las
que determinan en gran medida su aceptacion (Lin et.al, 1974; Martinez, 1979). Por tal motive, en
este frabajo se evaluaron algunas de ellas, como son; humectabilidad, capacidad de refencion de
agua (CRA), pH, volumen de sedimentasion y viscosidad,

Esta evaluacién se realizd tc;mando como referencia preparados similares de soya, y con el fin de
tener una idea de las caracleristicas del aislado y concentrado proteinico de fa almendra de

calabaza Cucurbita pepo.

4.11.1 Humectabifidad, Definida como 1a capacidad de las harinas ¢ polvos para humedecerse
cuando se ponen en contacto con el agua (Aguirre y Gonzalez, 1993).

Material

v" Vasos de precipitado de 100 ml

v' Parrillas de agitacién magnética
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Procedimento

El siguignte procedimiento se realizd con los preparados proteinicos de C.pepo, usande como

referencia aislado ¥ concentrado de soya.

1. Pesar 1gde muestra proteinica

2. Transferir lamuesira aun vaso de precipitado de 100 mi conteniendo 80 mi de agua destlada
¥y un agitador magnético. Previamente, la muestra se pasa a fravés de un tamiz pegueno de
1mm de didmetro, con el fin de que se disperse completamente en la supericie del agua.

Observar su compertamiento inmediatamente después de haberia adicionado. Ver Figura No.2

VLI A LY
-, .'J“.-"“.'A’.‘.v
A A S TN t
Lo e—— Taniz

. Superficie del agua

Figura No.2 DISPERSION DE MUESTRA POR EL TAMIZ
3. Después de 30 minutos, agitar la muestra mediante agitacién magnética, lo suficientemente
rapido para formar un torbelline que alcance la base del vaso. Mantener la agitacion de medio
minuto a un minuto.
4 Elgrade de humectabilidad se evalla como sigue:
Excelente : el polvo se humecta tan pronto como s& pone en contacto  con el agua, aln sin
agitacidn, Después de 30 minutos la muestra se dispersa completamente(p.gj fa hanna de

soya)



Buena: el polvo se humedece ligeramente cuando se pone en contacto con el agua. Después
de 30 minutos la muestra ests himeda v el polvo tiene una zanja en ia base. La agitacién
dispersa la muestra.

Adecuada: el polvo se humedece muy ligeramente af contacto inicial y iende a conglomerarse
y permanecer en la superficie (pef. la caseina). Después de 30 minufos, 2 muesira se
encuentra aln en la superficie, a pesar de que algo de ella esta dispersa. La agitacién causa
que la mayorta de la muestra se disperse, v al ferming de ella tedavia existen aigunos
conglomerados de muestra. (p.gf. Promine D)

Pobre: el polvo se humedece con dificuttad al contacto inicial y se aglomera. Después de 30
minutos la solucion se enturbia ligeramente, pero la mayoria de la muestra permanece en la
superficie aglomerada. La agitacion del paso 3 no dispersa ta muestra. Después de parar la
agitacion, la mayoria de la muestra se encuentra flotande en conglomerados (p.gj. caseinato

da sodio) (Regenstein, 1984).

4.11.2 Capacidad de retencion de agua (CRA). Fs [a medicion de la canfidad de agua que se

retiene por un material séldo en presencia de un exceso de disolvente después de [a aplicacion de

una fuerza centrifuga {Cheftel, 1989).

Material

v

v

v

e

v

Centrifuga BECKMAN J2-21

Tubos de centrifuga con base redonda de 50 m
Balanza analiica Sartorius

Parrilla de agitacion magnética

Agitador magnético (2.0 x 0.3 cm)



Procedimiento

Esta determinacion se realizd por duphcado usando como referencia aislado y concentrado de soya.

1.

2.

n
.

1.

Tarar un tubo de centrifuga de 50 ml conteniendo un agitador magnéfico (Peso nicial)

Pesar 1 gramo de muestra proteinica y adicionarla en el fubo de centrifuga previamente tarado
Adicionar 30 ml de agua destilada en el tubo y dispersar con agitador magnético, durante
aproximadamente 5 minutos, empleando una parritia de agitacidn magnéfica; segin se muestra

f

en la Figura No. 3

Figura No. 3 AGITACION DE LA MUESTRA

AjustarapH 7
Dejar en reposo 10 minutos
G minutos a 25°C vy decantar el sobienadanie

Pesar el tubo de centrifuga {Peso final)

Calculos

CRA = Diferencia de peso ()
1 g de muestra

Diferencia de peso = pese del tubo después de centrifugacion - peso inicial - 1

Los resultados se obtienen como gramos de agua retenida en 1g de muestra {Regenstein, 1984).
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4.11.3 Determinacion de pH. Este parametro es importante va que esta directamente relacionado

con la solubilidad de Ias proteinas; v frecuentemente es una de las primeras propiedades que Se

miden en cada una de las etapas de preparacidn y procesado de un ingrediente proteinico

{Fennema, 1993; Cheftel, 1689).

Material y reactivos

v" Solucién al 1% de proteina de cada una de las muestras a evaluar

v Soluciones buffer depH 4 y7

¥ Pofencidmetro CORNING mod. 16

¥+ Vasos de precipitado de 100 ml

v Parriflas de agitacion magnéfica

Procedimiento

1. Se pesalia cantidad necesaria d¢ las muestras para tener una solucion al 1% de profefina de
cada uno de los preparades de la almendra de calabaza v de los preparados de sova; éstos
(itimos empleados como referencia.

2. Se agita cada solucidn mediante agitacion magnéfica, suave y constante durante 10 minutos;
con el fin de que se homogeneice completarments.

3. Unavez que se tiene el potencidmetro calibrado; se toma la lectura de pH de cada una de
las solucibnes.

Volumen de sedimentacion. IS la relacion entre el volumen det sedimento v el volumen totel de

ta suspension; estaexpresadocomo F =Vl Vg

Donde :
F= valumen de sedimentacion
V= volumen del sedimento
V= volumen total de la suspension
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Ei volumen de sedimentacion (F) ocupa valores enfre -1, y se considera que cuando F=1 se trala

de una suspension ideal; ya gue no presenta sedimenio visible; por tanto, cuando F se acerca més

g la unidad, el producte se hace mas aceptable porque el volumen del sobrenadante se reduce

progresivamente. B volumen de sedimentacion, estd relagionade conla estabilidad de la solucion

{Remington, 1987,

Material

v" Solucién af 1% de proteina de cada una de las mugstras a evaluar

¥ Probeta de 100ml, KIMAX No.20024-D

v" Parilla de agitacion magnética THERMOLYNE-MULTESTIR

¥ Vasos de precipitado de 100 ml

v Cronémetro

Procedimiento

1. Se pesa la cantidad necesaria de las muesiras, para tener una solucion al 1% de proteina de
cada uno de los preparados de la almendra de calabaza y se emplean como referencia los
preparados de soya.

2. 8e coloca cada solucion en un vaso de precipitade de 100ml y se agita durante 5 minutos
exactos a 1000 r.p.m. mediante agitacion magnética.

3. Unaveztranscurrido el iempo de agitacion, inmediatamente se agrega la solucidn a la probeta
de 100 ml; ia cual se deja en reposo hasta 60 minutos, midiendo e volumen de sedimento a los

15, 30 y 60 minutos. Y se realiza el calculs de F con fos valores obtenidos.

4.11.5 Viscosidad. Esta definida como la oposicion de un liguido a fluir, y es un parametro

retacionado con ta consistencia de fos alimentos liquidos {Cheftel, 1989),

58



Materiat

v Viscosimetro BROOKFELD, mod. LV

¥ Vasos Berzelius de 600 ml

Procedinmiento

1. Primeramente se procede a ensamblar ef viscosimetra; para ko cual, se coloca en una superficie
plana e inmovil. Se infroduce la varilta metalica en e orificio de 1a base, después se pasa el
cable de la conexion eléclrica a fraves  del orificio de fa nuez, y ésta se inserta en la varilla

metalica por la parte contraria de a base. Ver Figura No.4

Varilta
metalica

uez

/ ornitio de
5 fyacion

Pata
ajustable

Figura No.4 DIAGRAMA PARA ENSAMBLE DEL VISCOSIMETRO
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Una vez, que se tiene amado &l soporte, se infroduce la varilla metdlica del cuerpo del
viscosimetro por el misme orifitio donde se past el cable de conexidn eléctica

. A continuacion se desliza la nuez, a través de la varlla metalica con avuda del tornillo de
fijacion; hasta una aitura cdmoda, para el evaluador,

Mediante |a rotacion de los tornillos que se encuentran en las patas de ajuste, se nivelala gota
que Se encuentra en el cuerpo del viscosimetro, a simifitud de 1a nivelacion de burbuja en una
balanza analitica.

Una vez nivelado el viscosimetro se coloca la aguja seleccionada, segun la muestra a evaluar;
asegurandose de que se encuentre bien ajustada.

Se coloca el vaso Berzelius, ¥ por medio de los tornillos de gjuste se infroduce 1a aguja en la
muestra hasta que alcance 12 marca indicada en la aguja, evitandose el contacto de ésta, con
las paredes del vaso. (Es importante sefialar que se requiere de una probeta especial en ia
que se coloca ila muestra; para este caso se ulilizd un vaso Berzeliys de 600 mi)

Se prende ¢l rofor, y se deja estabilizar fa muestra durante 5 minutos exactos. Pasado el
fiempo se apaga el rolor y al mismo instante se acciona la palanca de velocidad hacia abajo,
procurando que fa aguja lectora se cologue en el area del visor de lectura. En ia Figura No. §

se muestra &l viscosimetro ensamblado completamente.

60



 Wisor de leclura

Palanca de velocidad

Nrel de gota

Cuerpo del wscosmetro

Figura No.5 VISCOSIMETRO DE BROOKFIELD MOD.LV

8. Unavez que se tome la lectura, se debe anotar e nimerc de 1a aguja gue se esté ulllizando y
la velocidad de rotacion {r.p.m.) usada.

9. Otro dato importante que se debe considerar es la temperatura de las muestras; por lo cual
gebe regisirarse en ef momento de fas mediciones.

Calculos

Para converfir 1a lectura a centipoises (Cp) es necesario contar con a velocidad de giro en rp.m.,

ndmero de aguja ulifizada y factores de conversion del viscosimetro empleado; en éste caso, se

ufflizé el modelo LV; cuyos factores se muestran en la TABLA No. 11
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TABLA No. 11
FACTORES DE CONVERSION USADOS PARA VISCOSIMETRO LV

Tpm. No. ?gu]a N No. 3guja T No. gguja No. iguja\s
0.3 2x102 1@ 4108 2x 104
0.6 102 5x102 2x10° 104
1.5 40 2x102 8x102 4x108
30 20 102 4x 102 2x 108
8.0 10 50 2x102 108
120 5 T 2 [ 102 5x10?
30.0 2 10 40 2x102
60.0 1 5 20 102

Asi tenemos que:
ViscosidadenCp= Lx F
L= lectura de la muestra

F= factor de conversion de acuerdo alas rp.m. y al No. de aguja
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Paramefros fisicos

s La proporcion en peso almendra-cascara de la semilla de calabaza Cururbifa pepo fue de
89.23 + 1.62 y 30.64 + 1.68 respectivamente; estos valores se obtuvieron del promedio y
desviacion esténdar de cualro lotes con 25 muestras cada uno. Dicha proporcion en valores
reales indica que, de aproximadamente 5 Kg de semilla; se pueden oblener 3.5 Kg de

almendray 1.5 Kg de cascara.
+ Peso hectolifrico: 28.86 + 0.887 gf100mi

La medida de! peso hectolifrico de la semifla se  obtuvo del promedio de 10 mediciones y su

desviacion estandar.

+» Peso yiamafio de semillay a@lmendra de calabaza:

TABLA No. 12

SEMILLA ALMENDRA
Peso (g) 015+ 01 0.14+05
Largo {cm) 213+01 182+0.2
Ancho (om) | 1044 01 074400

De acuerdo a los resultados obtenidos de esta evaluacidn; vy 2 ta comparacion con  los

repartados en frabajos anteriores, se puede verificar que se trata de fa misma especie.
i.2 Anélisis_proximal
'na vez obtenidos & concentrade ¥ aislado profeinico; se realizd el analisis proximal, junto

m laalmendra. Los resulfados gue se obtuvieron se muestran en la TABLA No. 13
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TABLA No. 13

ANALISIS PROXIMAL DE LA ALMENDRA, CONGENTRADO Y AISLADC DE LA
ALMENDRA DE CALABAZA (g/i00g muestrap

Preparados | Humedad | Cenizas | Grasa Profeina Fibra | Carbohidratos®

Almendra  13.90+223 (3604050 |4233+1.43 |30.3240.68 |7.10+2.95 375

Concentrado | 580+ {86 1647042 13324265 17080139 |790+237 572

Aislado 527+143 [5.37+257 10.3342.85 (87.84+069 |1.12+150 0.07
R

aTodos los valores estan dados en base himeda
® Los carbohidratos fueron calculados por diferencia

Del analisis proximal realizado a la almendra de calabaza se comobord que parfimos de una

materia prima con un alto contenido en grasa y profeina con valores de 42.33 y 39.32%

respectivamente. Lo que nos permite considerar a la almendra de calabaza Cucurbita.pepo como

una semilla oleaginosa y proteaginosa

Al eliminar €l extracto etéreo, Ia concenfracion de 1a proteina {componente de mayor importancia en

este estudio) se incrementa hasta un 71%, lo que permite que esta harina sea considerada como un

auténtico concenfrado proteinico {Robinson, 1991).

Respecto al aislado, su contenido de proteina se incrementa  hasta un 87% resultando tener

un valor similar al def aisiado de soya, reporfado enfa ifteratura. (Wang and Zayas, 1992). En Ia

Figura No. 6 se puede observar claramente como se va incrementando el percentaje de proteina

en los diferentes preparados.
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| 100-

Proteina {g/100g muestra)

Almendra Concentrado Aislado

FiguraNo.6 CONTENIDO DE PROTEINA EN LOS DIFERENTES PREPARADOS DE LA ALMENDRA DE
CALABAZA {Cucurhita pepo)




5.3 Proteina verdadera

Esta determinacion dio como resultados 30.82% y 65.27% de proteina verdadera en almendra y
concentrado, respectivamente; lo que indica que la almendra de calabaza confiene un 78 40% de
nirdgeno  proteinico, mientras que en el concentrado; aproximadamente 2l 92% de niirdgeno

proviene de esfructuras protefnicas.

TABLA No. 14
PROTEINA VERDADERA DE ALMENDRA Y CONCENTRADO DE Cucurbita pepo
{g/100g muestra)
l—— Fraccion Proteina Cruda Proteina Verdadera
Almendra 39.32 3082
Concentrado 7079 65.27
I

5.4 Digestibilidad "in vitro”

Los datos obtenidos de 1a digestibilidad "in vifro” muestran que e} aislado proteinico presentd la
mayor digestibilidad (35%) y 2 harina de fa almendra ¢ harina integral, fue 1a que tuvo 1a menor
{88.2%); sin embargo al realizar &l analisis estadistico que consistio en el andlisis de varianza de
una via {ANOVA}, junio con ta prueba de  rango mitfiple {Prueba de Duncan), ia harina integral y el
concentradoe {89.66%) no mostraron diferencia significativa entre ellas; pero si fa hubo con respecto
at aisiado. En la Figura No.7 se muestra ia digestibiidad "in vitro™ de (as tres porciones de {a
almendra de calabaza.

Consigerando que en la fiteratura se reportan valores de digestiblidad para la harina de soya de
86%{Robinson, 1991}, se puede aseverar que fas fres fracciones evalyadas presentan una buena
bicdisponibilidad de la fraccion profeinica, sobre tode ef aislado proteinico de la almendra de

Calabaza.



%Digestibllidad

Figura No. 7 DIGESTIBILIDAD "INVITRO™ DE LOS DIFERENTES

PREPARADOS DE Cucurbifa pepo

5.5 Perfil de aminoacidos

En la TABLA No.5 se muestra el confenido de aminodcidos en el concenfrade v aistade
proteinico de la almendra de calabaza. Tomando como referencla trabajos anteriores, se observa

que se presentan valares similares a los reportados {Paredes, 2001).

67



TABLA No. 15

OACIDOS EN CONCENTRADO Y AISLADODE LA ALWENDRA

DE CALABAZA (Cucurbita pepo)

Aminoécidos I Concentrado de proteina Aistado de proteina
(0 de aminoacido / 16 gN) (g de aminoacido/ 16 gN)
Acido aspartico 318 2.39
Acido glutamico 22.88 18.62
Arginina 1548 11.72
Cistina 0.99 0.89
Fenilalanina 427 4.37
Glicina-alanina 2538 2425
Histidina 230 2.55
Isoleucing 285 2.29
Leucina 598 6.64
Lisina 519 428
Mefionina 2.1 ALY
Prolira 310 319
Serina 2.68 323
Tirosina 325 364
Trepnina 3.65 3.34
Triptofano 112 1.34
LValina 402 317
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5.5.1 Calificacion Quimica

El objetivo del perfil de aminoacidos es obtener valores que permitan realizar una comparacion entre

¢f palron establecido de una profeina de referencia (FAQ/OMSIONU, 1985) y la profeina a evaluar;

con ia findlidad de predecir su calidad biolbgica. Con este fin se determina la calificacion guimica

{CQ) para los aminoacidos presentes en los preparados de la almendra de calabaza, el aminoacido

que se encuentre en menor proporcion con relacidn al patron, se denomina limitante.

En la TABLA No. 16 se muestra [a calificacion quimica de dichos preparados y los requerimientos

establecidos por la FAQIOMS/ONU de 1985.

TABLA No. 16
CALIFICACION QUIMICA DEL CONCENTRADO Y AISLADO PROTEINICO DE Cucurbita pepe’

[ Aminoacidos Concentrado r Ajsiado Requerimientos FAO |
Lactantes  Adultos Lactantes  Adulfos {g/100g proteina)
] Lactantes  Adulfos
Azufrados 92.11 58.78 9572 61.59 42 1.7
Aromaticos | 134.82 131.85 147 66 145.82 7.2 19
Histidina 114.15 — 13008 e 26 1.6
Isoleucina 7390 [ 73 £6.00 60.88 48 13
Leucina 8302 104.85 5450 120.86 93 19
Lisina 10153 1084 J‘smz 92.50 6.6 16
N
Treonina 10963 135.18 l 103.10 128.39 43 0.9
Triptofano 8509 74.66 F 0460 92 66 17 0.5
Valina 94.39 102.98 84.28 55 13

1 76.48

*Los datos resaltados en negritas indican la CQ y & comespondients aminoacido Fmitante
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Segln la calificacién quimica, en la TABLA No. 16 se observa gue los amincacidos limitantes
resultaron ser los azufrados vy Ja isoleucing; tanto en el concentrado como en el aislado proteinico de
la almendra de calabaza; sin embargo, con tna buena suplementacion se puede lograr que dichos
preparados sean Una buena fuente de proteina; ya que cumplen con los requerimientos del resto de
los aminoécidos. Cabe resaltar que esfos resultatos concuerdan con los presentados por Mansour
(1993); quien menciona como primer aminoacido limitante a la isoleucina Aunque eXisten ofros
autores que encuentran como limitantes a la lisina (Cravioto,1965; Paredes, 2081), sin embargo
estas diferencias se pueden deber ala propia variacion interespecie.

5.6 Bioensayo Nutricional

5.6.1 Formulacién de dietas

De acuerdo a Iz calificacion quimica de los preparados de la almendra de calabaza; estos
resultaron ser deficienies en azufrados e isoleucina. Por lo que, para obiener una buena
suplementacion vy compensar su deficiencia en dichos aminoacidos, las diefas elaboradas para

flevar a cabo el ensayo bicldgico fueron las siguientes:

—_

Dieta control, empleando como fuente de proteinia caseina {CRL)

2. Dieta de harina intagral (HLU)

3. Dieta de concenfrado proteinico{CONC)

4. Dieta del aislado profeinico (A)

5. Dieta de aistado proteinico, suplementada con \a adicion de metionina e isoleucina (A

6. Dieta de aislado proteinico suplementada con amoz (AA)

Todas las dietas se ajustaron a la dieta propuesta er la metodologia; cuyo contenido es de 10% de
proteing; siendo ésta la denominada como dieta confrol. En la TABLA No. 17 se muestra la

composicién de cada una de fas dietas.

70



TABLA No. 17
FORMULACION DE DIETAS EMPLEADAS EN EL ENSAYO BIOLOGICO

{gl100g de (ﬂieta)
T T T
ingrediente CRL@ Hit CONC®R A At} AAlR)

Bl L
Contenide de proteina © 11.0440.4 | 1616405 | 1079+ 0.1 (1007409 1954401 | 9.86+0.2
Caselna (87.41%) 11.44
Harina integral (39.32%) 2543
Concentrado proteinico(70.73%) 1442 ]
Aislado proteinico (87.84%) 11.39 11.39 569

j Metionina 0.24

! -
Isoleucina 01
Harina de arroz 5882
Aceite de maiz 10.73 —- g.53 10.72 10.72 8.98

{Mezcla de minerales 493 | 405 408 439 439 469
Mezcla de vitaminas 10 10 10 10 10 10
Dextrina (maizena comercial} | 66.24 65527 65.44 66.43 | 66.09 1337

1
Agua 386 40 418 44 44 47
Celulosa 18 — | 16 1.6 1.6 117
L __ !

@ Descripctdn de las siglas usadas.
CRL: Contrel,
HI- Harina integral
CONC: Concentrade proteinico
A Aislado proteinico
AMi: Aistado proteinice, suplementado con metionina e isclevcina
AA Aislado proteinico, suplementado con hanna de arroz
& Gontenido de proteina en detas, determinada expenmentalmentsa
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5.6.2 Resultados de Relacidn de Eficiencia Proteinica (PER)

Se ufifizaron 36 ratas macho, de la raza Wistar, de aproximadamente 3 semanas de edad, cuyos
pesos oscilaban enfre 30-55g.Les animales se distiibuyeron en 6 lofes de 6 ratas cada une.
En la TABLA No. 18 se presentan los resuitados de los parametros mas importantes obtenidos del

ensayo bioldgico, asi como de fos valores de PER experimental y ajustade para cada una de las

dietas evaluadas.
TABLA No. 18
RESULTADOS DE ENSAYO BIOLOGICO:
Dieta Ganancia en peso(g)® ‘Aflmenio ingendo (9} | PERexsesmens! PER austado

Control (CRL) 2.87 0.71 253914430 3.03+0.59 4 2.50

J
Harina Integrat (HI) 1.3120.29 J 200.83+374 17440198 T 1.43

Concentrado 0.7740.20 163.31233.2 1.19+£0.29°¢ 092
proteinico (CONC)

Aislado proteinico (A} | 1.88048 253.26438 8 210+040¢8 1.73
Aislado, metionina, 168+037 229.08452.7 21010300 173
isoleucina (AMI}

Aislado y harina 1.5540.48 22081454 1.89+0.2458 1.56
De arroz (AA)

2 Para evaiuar cada dieta se emplearcn & ratas por lole
& Se expresa como el promedio de la ganancia en peso indwidual de fas 6 ratas empleadas en cada lote
¢ Diferente letra indica diferancia significativa {=0.05)

Seqlin los resultados obtenidos se observa que [a mayor ganancia en peso  después de la dieta
confrol se obtiene con la dieta de afstado proteinics (A}, siguiendo en orden la dieta suplementada
con aminoacidos {AM), la suplementada con harina de amoz (AA}, la  de harina infagral (HI} y por
lfimo 1a elaborada con el concentrado proteinico (CONC); asi mismo estos valores se ven reflejados
en el PER obtenido; ya que el mayor valor experimental lo presentan ia dieta del aislado{A) v ta

adicionada con aminoécides (AMI). Lo anterior, se puede observar claramente en 1a Figura No.8
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‘ Ganancia en peso El PER.
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Ganancia en peso (q)

CRL Hi CONC A AMI AA

Figura No.8 RESULTADOS DEL ENSAYO BIOLOGICO

Al realizar e andlisis estadistico que consistio en el analisis de varianza de una via (ANOVA), y la
prueba de rango mittple (Prueba de Duncan); se encuenbra que existe diferencia significativa
entre las dietas evaluadas y el control, sin embarge, las dietas de preparados a base del aisfado
proteinice (A, AA, AMI) no presentaron diferencia significativa; no obstante, tienen un mayor vaior
con respeciy a ia diefa de harina mntegral (HI). La dieta de concenirado, presentt diferencia
significativa con respecto al control v a las demas dietes. Es decir, [a dieta con la que se obtiene fa
menor ganancia en peso y por consecuencia la menor relacion de eficiencia proteinica es con la
dieta de concentrado proteinico

Los resulfados obfenidos en este estudic se pueden observar claramente en la Figura No. 9

donde se muestran las curvas de crecimiento de los diferentes Iotes de animales.
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Figura No.9 CURVAS DE CRECIMIENTO DE RATAS DURANTE EL ENSAYO BIOLOGICO
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5.8.3 Resultados de digestibilidad “in vivo™

Los resuttados de esta deferminacion se muestran en fa TABLA No. 18, & dichos valores se les
realizb un andlisis estadisfico que consisti en el analisis de varfanza de una via (ANOVA), junto
con la prueba de rango miltiple {(Prueba de Duncan); observandose que existe dferencia
significativa entre las dietas de aislado vy haina de amroz{AA), harna integral (Hl) y concentrado
proteinico {CONC), con respecto a la dieta confrol{CRL); asi mismo se observd gque ia mayor
digestibilidad se obfiene con la dieta de aislado protefnico (A}, siguiendo la del aislado adicionada
con aminoacidos (AMI) y 1a dieta conirol, enconfrandose que entre estas dietas no existe diferencia
significativa. También se observa que la dieta del concenfrado presenid la digestibilidad mas baja;

aligual que la dieta de harina integrat sin presentarse diferencia significativa entre eltas.

TABLA No. 19
DIGESTIBILIDAD "IN VIVQ"” DE LAS DIETAS DE DIFERENTES PREPARADOS DE C.pepo
Dieta” %N enheces % MNen dieta % Digestibilidad
CRL 3.07140.277 1.61 2,692 9140 468
Hi 3.808+0.374 1.62 c90.51+1.393
CONC 4.0390.278 1.72 <89.75+2.040
A 2.84040.222 161 a94.1410.816
A 30210377 1.52 2093.21+0.96%
AA 3.087+0.157 1.57 ©42 51+0.762

) Descripcion de las siglas usadas.
CRL: Controf,
Hi. Hatina integral
CONC: Concertrado proteinico
A Ajglado proteinico
AMI; Aislado proteinico, suplementado con metioning e isoleucina
AA: Aislado proteinico, suplementado con harina de arroz
ke Diferente letra indica diferencia significativa {ot=0 05)

Los anteriores resuttados coinciden con los obtenidos en la prueba de digestibilidad "in vitro™; ya que

al igual que en &l ensayo bioidgico, la dieta del aislado presenta una mejor digestibilidad. En el case
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de la dieta del concentrado vy harina inteqral, al comparar los  valores, se observa que; en fa
determinacidn "in vitro" la digestiblidad de la dieta del concentrado, es mayor a la de la harina
integral; mientras que én la determinacion "in vivo®", dicho resultado se invierte. Sin embargo, en
ambas determinaciones, estadistcamente no existe diferencia significafiva entre  ia dieta del
concentrado y la de harina infegral, por lo que ambas se pueden considerar correctas.

En la Figura No. 18 se presentan los valores de digestibilidad "in vivo™ obtenidos en cada una de

ias dietas empleadas en el ensayo biologico

% DIGESTIBILIDAD

i @ (AMY (CRL) @y M) (CON)

Figura No.10 DIGESTIBILIDAD "IN VIVO™ DE LAS DIETAS DE LOS )
: DIFERENTES PREPARADOS \

5.6.4 Resuitados de citometria hernatica

Considerando que los parametros hematoldgicas son valores predictivos del estado de salud de los

animales; se les realizé una prueba estadistica de analisis de varianza de una via (ANOVA) y una
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prugba de rango mdlfiple (Prueba de Duncan) con el fin de conocer si existia diferencia significativa
entre los diferentes lotes de animales al inicio del ensayo. Los resulfados que se enconfraron se
muestran en la TABLA No. 20; en efla se observa que no existe diferencia significativa entre los

iotes, como era de esperarse.

TABLA No. 20
CITOMETRIA HEMATICA DE LOS ANIMALES AL INICIO DEL ENSAYQ
Dieta" Leucocitos | Eritrocitos Hemoglobina | Hematocrito MCVa Plaquetas

(x10%u0) | (x108ul) | (g/dL) (%) L) (x 10%1)
] CRL | 379+175 | 6624077 | 11.53+1.22 | 58.4646.53 | 88.50+5.60 | 1089161
Hi 3344170 | 6332071 | 11.1951.01 | 57.0645.11 | 90.45:7.44 | 1140115

CONC 3324153 | 6.10£0.61 | 10.9240.92 | 55.23:4.37 | 90.01:5.28 | 1114+131
A 444+198 | 6.88+0.91 | 11.36+1.04 | 58.50+6.12 | 65362501 | 10124132
Al 3.04+0.55 | 6.261090 | 11.60+1.29 | 58.12:6.29 | 61.1624.08 | 1024+115
AA 408+1.18 | 6.76:072 | 11.30+0.85 | 59.21+462 | 88.00+7.50 | 9301145

= Volumen corpuscular medio

*Descnpeion de las siglas usadas:CRL. Control, Hi: Harina integral, CONC. Concenirade proteinico,A: Awslado protetnico
AMI: Alstado proteinico, suplementado con metionina & isoleucina
AA- Alado proteinico, suplementado con harina de artoz

tUna vez terminado el ensayo bioldgico, se procedid a realizar el sangrado ocular de cada uno de
los animales empleados para detenminar la citometria heméatica; cuyos resuitados se muestran en
la TABLA No. 21 los cuales, ol reafizarles o andlisis estadistico que consisfid en un analisis de
vazianza de una via (ANOVA) y la prueba de rango miiltiple (Prueba de Duncan}, muestran que los
valores de leucocitos, eritrocitos, volumen corpuscular medio (MCV) y plaguetas no presentaron
diferencia significativa con respecto ala dieia controt {CRL). En cuanto a los valores de hemogiobina
y hematocrito se observé diferencia significativa entre la diefa confrol y ta dieta del concentrado

proteinico (CONC) en ambos parametros.
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TABLA No. 21

CITOMETRIA HEMATICA DE LOS ANIMALES AL FINAL DEL ENSAYOQ

1 Diets | Leucocitos | Ertrocitos | Hemoglobina | Hematocrito | MCV@ | Plaquetas |
{x 10%ub) | {(x108ul} {g/dl) (%) {iL) {x10%b)
CRL 6.04+-0.65| 883060 | 16.65+1.17 | 47.3044.33 | 53.50+1.37 | 11684263
Hi 6.13+1.83 | 8.16+1.03 | 14.75+1.54 | 4206:4.65 | 51661175 ) 1279128
CONC 4.56+1.20 | 760059 | 13.55+1.27 | 38.38+3.75 : 50.16+1.32 | 1042+320
A 522:122 | 8644024 | 1576047 | 44.96+2.25 | 52.16+2.13 | 13854149
AMI 5824200 | 7041054 § 14714072 | 41804216 | 5283147 | 13311261
AA 517+1.80 | 8.2940.38 | 15.10:+0.44 | 42.30+2.92 | 51.00+1.54 | 13254216
Diferencia
Significativa, —_— S CONC CONC S _—
respecto CRL

“Descripeidn de ias siglas usades:CRL. Confrol, Hi: Hanna intagral, CONC Concentrade proteinico,A- Aisiado proteinico
AME Auslado proteinico, suplementade con meticnina e isdleucina
AA Aislado proteinico, suplementade con harina de amoz

De los anteriores resultados destaca que |a dieta del concentrado profeinico, presenta los valores
mé&s bajos en fodos los parametros evaluados. Debido a que los parametros fundamentales para
determinar posible anemia ocasionada por deficiencia de hierro; son los valores de  hemoglobina y
hematocrito; se puede considerar que los animales alimentados con la dieta del concentrado,
presentan dicha deficiencia. Ademas en éstos animales se observa un indicio claro de anemia
microcitica; debide a gue los valores de efitrocitos y volumen corpuscular medio e encuenan en
niveles menores & ios nommales. No obstanie, se puede observar que ta diferencia numérica enre
los valores de la dieta def concentrado y el resto de las dietas no es {an amplia, por lo cual, se
puede considerar que €l grado de desnufricidn ue presentan los animales alimentados con la
dieta del concentrado es pequefio y que puede llegar & comegirse con una adecuada

suplementacion fica,
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En ias Figuras No. 11y 12 se muestran  graficamente los valores de hemoglobina y hematocrito

encontrados en los animales de cada una de las dietas evaluadas

HEMOGLOBINA (gidL}

Hi CONC A AN AA

FIGURA No. 11 VALORES DE HEMOGLOBINA DE LOS ANIMALES AL

FINAL DEL ENSAYO
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FIGURA No. 12 VALORES DE HEMATOCRITO DE LOS ANIMALES AL
FINAL DEL ENSAYQ

_
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5.6.5 Relacién porcentual de drganos

Una vez terminado el ensayo biologico, se procedié a realizar la necropsia & los animales
empieados coneifinde observar posibles anomalidades en los organes. £n la TABLA No. 22 se
presentan los promedios de los pesos porcentuales de intestino, higado, pulmon vy rifidn; siendo el
higado, el érgano de importancia relevante; ya que es en éste donde cominmente se muestran
signos de toxicidad.

TABLA No. 22

RELACION PORCENTUAL DE PESOS DE ORGANOS Y PESO CORPORAL DE RATAS
EMPLEADAS EN EL ENSAYQ BIOLOGICO

Dieta” Higado Intestino Pulmon Rifion
) {%) {%) _(%)
CRL 3674142 463+1.37 1.22+).32 1.0710.31
Hi 3.8020.54 524078 1 3440.23 1.14+0.17
CONC 3.68+0.59 5424080 1.69+0.2T° 1.3540.17
A 377:0.32 4 4140 56 143+047 123017
Al 3.5620.33 469+0.47 1.46+0.35 1.30£0.19
AA 389+0.32 4.66+0.49 14340.28 1.4140.28° J

aMuestra diferencia sigrificativa con respecto al controf{CRL)

" Descripcicn de las sighas usadas:CRE Control, HI- Harina ttegral, CONC Concentrado proteinico,A' Alslado proteinico
AMI: Ajglado proteinico, suplementado con meticnina e isoleucing

AA: Aislado proteinico, suplementade con hanna de amoz

A los promedios de los pesos porceniuales de drganos se les realizé un andlisis estadistico que
consistio en el analisis de varianza de una via (ANOVA} junto con 1a prueba de rangos miliples
{Prueba de Duncan}, y los resultados muestran que no se presento diferencia significativa con
respecto al control; con excepcion nuevamente del concentrado proteinico (CONC); cuye peso

porcentual del pulmén fus mayor. Lo cual puede afribuirse a que; para €l caso de lps animales
o p
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alimentados con &sta diete, los valores de eritrocitos estan por debaje de los normales y como
medida de compensacion, &l pulmén fiende a aumentar su tamafo.

La relacion porcentual de rifidn indicd diferencia significativa entre la dieta del aislado con harina
de arroz {AA), contra el control (CRL). Si bien, estadisticamente se observa diferencia significativa;
se puede considerar que en los resulfados reales no existe tal, debido a que los valores se
encuentran deniro de los considerados normales. Aunque existe la posibilidad, de que ios valores
ligeramente elevados del peso porcentual del rifidn en la dieta de harina y amoz [AA) sean debides a
que 'os animales alimentados con esta dista hallan presentado un mayor movimiento de figuido
corporal debido a algln praceso de deshidratacion. Sin embargo, como ya se menciond, no se
puede considerar como la evidencia de alguna anormalidad o signos de toxicidad.

Respecto a la apariencia de los drganos, no se observd ninguna morfopatologia; sélo en el caso de

la diefa de aisfado y harina de aroz (AA), se chservo que el infestino presentaba flatulencia.

5.7 Resultados de propiedades Fisicoguimicas

Los resultados obfenidos de fa evaluacién de algunas de las propiedades fisicoguimicas de los
preparados proteinicos de |a almendra de calabaza se muestran en la TABLA No. 22. Para dicha
evaluacion se empled como referencia aislade y concentrado de soya, con el objefivo de poder
comparar con &sta @ los diferenies preparados. Todas las determinaciones se hicieron por
duplicado. En cuanto a fa evaluacion de  humectacion se observa que congentrado y aisiado
proteinico de la almendra de calabaza se comportan de manera similar af concentrado de soya,
presentando una capacidad adecuada a la humectacion; siendo el aisladc de soya la muestia que
tiene mayor capacidad a humectarse dentro de la escala de evaluacion segin fa  metodologia

propuesta por Regenstein, 1985.
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Los valores de capacidad de retencidén de agua (CRA) indiczron que tanto el aislado(2.35) y
concenfrado (2.29) de |a almendra de calabaza fignen valores simifares a los del concenfrada de
soya {2.11}, siendo el aislado de soya [a muestra capaz de retener mas gramos de agua por un
gramo de muesfra {3.95). Dentro de éstos valores se observa que la CRA mejora en fos aislados
fanto de soya como de almendra de calabaza.

La deferminacion de pH encontrd que todas las muestras enen un valor neuiro, excepte el
aisiado proteinico de almendra de calabaza; cuyo pH fue de 4.3. Esto pudo deberse a que en la
purificacion de la fraccion proteinica es necesario precipitar hasta su punto isoeléctrico {pH de 5).

La evaluacibn de volimenes de sedimentacion, enconlrd que durante los primercs 15 minutos no
se observa volumen de sedimentacién en los preparados de amendra de calabaza, y alos 30 y 60
minutos, sus vollmenes de sedimentacidn  son menores a 1os que presentan los preparados de
soya; casi la mitad en el concenfrado y fa tercera parte en el aislado. Considerando que valores de
F  cercanos a ia unidad conllevan a una mejor apariencia del producto o suspensién; se puede
afirmar que a pesar que, ios valores obtenidos en aisiado y concenirado de almendra de calabaza
son pequefios, presentan una relativa estabilidad; ya que, comparados con los preparados de soya,
éstos no se encuentran con valores muy alejados enfre si.

En el ¢aso de la viscosidad, los valores obtenidos se pueden considerar casi insignificantes, debido
aque se registraron 3 Cp para todas las muestras a 21°C; esto fue debido a que la cantidad de
muestra para realizar esta determinacién estuvo limitada, ya que se emplearon soluciones al 1% de
proteina, y recordando que la viscosidad aumenta conforme aumenta el sontenido de proteina en ias
soluciones, se justifican los valores obtenidos; sin embargo considerando que fanto los preparados
de soya, como los e la aimendra de calabaza registraron los mismos valores, se puede asegurar

gue es posible que los preparados de la almendra de ¢alabaza presenten el mismo comportamiento
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de viscosidad, en soluciones con igual conterudo de proteing, a 21°C que el que presentan los

preparados de soya.

TABLA No. 23

ALGUNAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE PREPARADOS PROTEINICOS DE LA

ALMENDRA DE CALABAZA

Eﬁ@sﬁa Humectacion | CRAs l pH l Fe Viscosidad
(153080min) | (Cp, 21°C)

Aislado de soya Buena 395 | 73| 006 | 011 ¢ 015 3

{88% proteina)

Concentrado de soya | Adecuada | 211 Fi 003 | 0.07 | 0.08 3

(66.5% proteina)

Aistado de almendra Adecuada 235 (43 — | 003 | 004 3

(87.84% proteina)

Concenfrado almendra | Adecuada 229 (71| — 1 003 | 0.05 3

(70.79% proteina)

aCapacidad de retencion de agua; expresada en g de agua retenida por 1 g de muestra
bolumen de sedimentacion F= V{volumen dat sedimento)! Vo {volumen total de la suspension}
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. CONCLUSIONES

Los parametros fisicos evaluados en la semilla y la almendra empleada para este estudio,
indican semejanza con resultados reportados en trabajos anteriores; venficando que se trata de
ta misma especie; ademas fue posible confimar su alto contenido de proteina (39.32%).

Se obtuvo con relativa facilidad un concentrado y un aislado proteinico con un 79 y 88% de
proteing, respectivamente y segiin la determinacion de proteina verdadera; la almendra de
calabaza contiene un 78% de nifrdgenc profeinico v e concentrado un 92%

De acuerdo at perfil de aminoacidos y a fa cafificacion quimica; los aminoacidos limitantes en ia
almendra de calabzza y en sus preparados son la isoleucina y los azufrados.

La curva de crecimiento obfenida del ensayo bioldgice, indica que con la dieta de aislado
proteirico se obfiene el mayor incremento en peso. El menor incremento en peso se observa
con la dieta de concentrado proteinico; ¥ por lo tanto 1a que presenta la menor relacion de
eficiencia proteinica; Io que es confimado por los resuffados de  digestibilidad, donde el
aislado es el que presento el mejor indice biolégico (94%).

L& relacion de eficiencia proteinica indica que existe diferencia significativa entre todas las dietas
evaluadas con respecto al control (CRL); como era de esperarse debide a que se trata de una
profeina de origen vegetal. También se observd que la dieta del concentrado enta ol valor
mas baio de PER (1 19), lo cual concuerda con el resto de los parametros. biclogicos que
fueron evaluados.

Los estudios de citomefria hematica indican que la dieta del concentrado, presenta diferencia

significativa con respecto al confrot en hemogiobina y hematocrifo; en esta misma dieta, se

observa que los valores de eritrocitos y volumen corpuscular medio son menores a los de las

24



demas dietas, lo cual puede interpretarse como  anemia microcitica en los animales
alimentados con la dieta del concenfrado proteinico

La relacion porcentual de los diferentes organos confirma que  los diferentes preparados
proteinicos de la aimendra de calgbaza no producen anommalidades ni sintomas aparentes en
los animaies empleados; a excepcion del concentrado que manifiesta hiperplasia def pulmén.
las propiedades fisicoquimicas estudiadas en ios preparados de la almendra de calabaza
indican que son simitares a las de los preparados de soya; lo que permite el posible uso

potencial de estos preparados en la elaboracién de algin alimente
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