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1. INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris) es la especie cultivada y mas importante
para los americanos junto con el maiz, ya que desde un inicio el agricultor los
sembré juntos, pues el tallo del maiz sirve de sostén a la fragil enredadera que es el
frijol y éste fertiliza con nitrégeno el suelo en el que crece el maiz. Es una fuente de
proteinas, de algunas vitaminas como la tiamina, la riboflavina, niacina, vitamina Bs y
acido félico y de algunos minerales como calcio y magnesio.(1,6)

Las Lectinas o hemaglutininas son proteinas y mas especificamente
glicoproteinas que se distribuyen en forma amplia en el reino vegetal y que
presentan una elevada especificidad de enlace hacia moléculas que contengan
hidratos de carbono. Cuando estos hidratos de carbono estan formando parte de las
paredes celulares, las lectinas causan la aglutinacion de las células libres que los
contienen. Si las lectinas se unen a los hidratos de carbono de las células epiteliales
intestinales determinan una disminucion de la absorcién de nutrimentos del tracto
digestivo.(2)

Aunque la mayor parte de las poblaciones que consumen leguminosas han
aprendido de manera empirica que su consumo requiere de un tratamiento térmico
(independientemente de la forma en que se consuma; ademas que con éste,
disminuyen los factores toxicos y en particular las lectinas), hay reportes alrededor
del mundo de casos en el que los frijoles son ingeridos parcialmente cocidos en
ensaladas (la mayor parte en paises Europeos) por ignorancia en su consumo o en
poblaciones con escasos recursos debido a que la coccion no es la adecuada por
falta de combustibles con los cuales propiciar el calentamiento o por el mal estado

de los utensilios que se requieren (cacerolas, estufas, etc) o por el contrario, si el



calentamiento es demasiado prolongado se puede dafiar la calidad nutritiva de la
proteina y en especial la de algunos aminoacidos como la lisina y la metionina.(24)

En la presente investigacion se trabajé con dos variedades comerciales de frijol
comun' (Phaseolus vulgaris), las cuales de acuerdo a estudios previos contenian la
mayor cantidad de lectinas, lo cual se corroboré haciendo uso de la técnica
semicuantitativa y cuantitativa que aprovecha la capacidad hemaglutinante de este
tipo de enterotoxinas y que hace uso de un sistema de microtitulacién seriada (9).
Asi se selecciond la muestra cuyo valor de enterotoxina fue el mas alto y que
ademas se tuviera en una cantidad suficiente para concluir el trabajo con un ensayo
bioldgico.

Posteriormente utilizando el procesamiento térmico en autoclave (121 °C, 1.5
kg/cm?) a diferentes tiempos, y cuantificando el contenido de lectinas, se logré
observar la inactivacion de éstas, a la vez que hubo perdida de manera gradual de la
calidad nutrimental, como medida del contenido de metionina principalmente® en
parte porque es el aminoacido esencial limitante en las leguminosas (14). Por lo
mencionado anteriormente se pudo seleccionar el éptimo procesamiento térmico, el
cual mantenga la mejor calidad nutritiva de la muestra y reduciendo al minimo el
principal factor téxico que son las lectinas.

Asi mismo se llevd a cabo un ensayo biolégico, lograndose observar que
efectivamente el 6ptimo procesamiento térmico fue el que se sometid6 a menor
tiempo de coccién. Con dicho estudio biolégico también se pudo observar que hay
pérdida de la calidad nutritiva por exceso de coccion, ya que al comparar la dieta
sometida a mayor tiempo de coccién con y sin suplementacion de metionina, se

mejoro sustancialmente la calidad nutritiva del frijol cocido.

! Se usaron dos marcas comerciales diferentes para cada variedad
2 Ya que los valores obtenidos de Triptofano no fueron muy representativos en la perdida de la calidad proteinica
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Determinar el proceso 6ptimo de coccidn sobre la calidad nutritiva de una

variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris) de amplio consumo con un elevado

contenido de lectinas, utilizando parametros analiticos y corroborando con la

evaluacion biolégica respectiva.

2.2 Objetivos especificos
* Obtener las muestras representativas del frijol comun (Phaseolus vulgaris) de

amplio consumo con elevado contenido de lectinas.

* Seleccionar la muestra de frijol determinando el contenido de hemaglutininas de
manera semi cuantitativa y cuantitativa, y ademas determinar el contenido de

inhibidores de proteasas sobre la misma.

*

Llevar a cabo el proceso de cocimiento con calor humedo de la muestra

seleccionada, controlando la relacién semilla:agua, temperatura y variando el

tiempo de coccion.

*

Realizar el seguimiento del procesamiento por medio de la determinacion del
contenido de tdxicos termolabiles(efecto tdxico) y del nivel de los aminoacidos
indispensables (efecto por sobreprocesamiento) con la finalidad de encontrar el
Optimo procesamiento de coccidn.

Acondicionar el material bioldgico procesado para realizar la determinacién del
analisis proximal, con la finalidad de poder realizar el ensayo biolégico para
evaluar la calidad nutritiva de la proteina de acuerdo al valor de REP que se
obtenga.

Realizar el ensayo biolégico con la finalidad de corroborar el proceso 6ptimo de

coccion de la variedad de frijol comun seleccionada.



3. ANTECEDENTES

3.1 Los alimentos como fuentes de proteinas
Las proteinas son unos de los componentes de los alimentos, las cuales al

digerirse dan lugar a los aminoacidos y una vez absorbidos vuelven a conformar
proteinas que cumplen funciones como: catalisis enzimatica, transporte y
almacenamiento, movimiento, soporte mecanico, proteccion inmune, control del
desarrollo y la diferenciacion, entre otras. (1)

A pesar de que los cereales se consideren como una fuente de proteinas no tan
buena (ya que cada 100 g contiene por lo general 7-8 g de proteinas) y que la carne
o las leguminosas sean consideradas como buenas fuentes de proteinas, pues cada
100 g contiene cerca de 20 g de proteinas, para la gran mayoria de las personas la
fuente principal de proteinas (entre 70-80 %) son los cereales, mientras que la
carne y leguminosas pasan a ser fuentes secundarias de proteinas, aunque esto va
a depender de las cantidades que se consumen de cada una de ellas. En la tabla 1
se puede ilustrar lo anterior ya que se presenta la contribucion de diferentes
alimentos al aporte promedio de energia y proteinas de la dieta en México. (1)

Tabla 1. Contribuciéon promedio del aporte energético y proteinico de nueve de los
principales productos alimenticios consumidos por dia en México

PRODUCTO ENERGIA(KCAL) PROTEINAS(g)
Tortilla 1363 59% 29.0 39%
Pan y pastas 512 21% 16.0 21%
Frijol 111 5% 6.4 8.5%
Arroz 43 2% 0.9 1.5%

Subtotal 2029 87% 52.3 70%
Leche 154 6.7% 9.3 12.5%
Huevo 49 2.1% 3.7 5.0%
Carne de res 53 2.3% 4.9 6.5
Carne de puerco 34 1.5% 3.2 4.0%
Carne de pollo 10 0.4% 1.2 2.0%
Subtotal 300 13% 22.3 30%
Total 2329 100% 74.6 100%
Fuente: (1)



Sin embargo cuando se consumen en la comida diferentes mezclas de alimentos
por lo general se logra una complementacion adecuada entre los aminoacidos, con
lo cual se obtiene una proteina de buena calidad. Asi pues se tiene que las proteinas
de los cereales son deficientes en lisina, mientras que las de las leguminosas lo son
en aminoacidos azufrados, por lo que se obtiene una complementaciéon entre los
cereales y leguminosas como por ejemplo el maiz y el frijol, que como buen
mexicano es la base de su alimentacion. (1)

3.2 Leguminosas
La familia Leguminosae se compone de unas 18 mil especies, de las que se

aprovechan como alimento humano apenas unas 30, en la mayoria de los casos sus
semillas maduras, pero a veces también sus vainas, raices o frutos.(1)

Las leguminosas pertenecen a un grupo de plantas con flor. Son de distribucién
universal y en cada zona o region existe un grupo representativo.

De acuerdo a su composicion se pueden clasificar en dos grupos de
leguminosas. El primer grupo es rico en proteina y aceite, en el que se encuentran
la soya, cacahuate entre otros, las cuales se utilizan en su mayoria procesadas. El
contenido de proteina llega al 35 % mientras que el de aceite varia del 15-45 %. El
segundo grupo presenta un contenido medio de proteina y bajo de aceite; en este
grupo se encuentran la mayoria de las leguminosas, como son: el caupi, garbanzo,
guisante, lenteja y el género Phaseolus, que comprende a la judia comun, el frijol o
habichuela. El contenido de proteina es del 17-30 % y un 1% o menos de aceite que
es rico en acidos grasos poliinsaturados y vitamina E. (5)

La concentracion de almidén en las leguminosas varia, de 25-30% en cacahuate
0 soya, hasta 60% en el frijol, en el cual el almidon es resistente a la digestién por
enzimas humanas, lo que da un indice glucémico bajo, que es benéfico para

diabéticos. (1)



Las leguminosas son ricas en fibra de tipo insoluble y en el caso de México, la
fibra de frijol sumada a la de maiz permite que la mayoria de la poblacién tenga una
ingestion satisfactoria de fibra.

En general, las leguminosas son buenas fuente de calcio, de fésforo y hierro, que
estos dos ultimos son poco absorbibles por la abundancia de fitatos. También
presentan un alto contenido de tiamina y riboflavina. (1)

Un aspecto adicional de las leguminosas es que albergan bacterias simbidticas
que fijan el nitrégeno del aire. Las raices poseen unos ndédulos tipicos, visibles a
simple vista, que contienen Rhizobium leguminosarum. (5)

3.3 (Phaseolus ssp)
El género Phaseolus pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia

Papilionoideae. El numero de especies que pertenecen a este género en México se
encuentran alrededor de 50 y todas son de origen tropical o subtropical. Las cuatro
principales especies domesticadas son: la judia escarlata o caraota (P. coccineus,),
el escumite (P. acutifolius), que se halla en América central, el frijol de lima (P.
lunatus ) y el frijol comun (P. vulgaris), cuyo origen se halla en América central y
América del sur. Todas estas especies silvestres de Phaseolus son plantas
perennes, volubles y trepadoras de los arboles y de los arbustos para exponer las
hojas al sol. (7,20)
3.3.1 Frijol Comun

El frijol comun (P. vulgaris) es una planta herbacea que de forma silvestre se
comporta como plantas anuales y su periodo de germinacién y madurez duran
alrededor de seis meses, que muestra una gran variacion en costumbres, caracteres
vegetativos, color de las flores y en el tamafio, forma y color de las vainas y semillas,

como se puede observar en la figura 1. (7,18)



Figura 1 Existen diferentes formas en semilla, vaina, flor y tamario de planta del P. vulgaris

Existen tipos trepadores o erguidos y también arbustos enanos, y tipos
intermedios que desarrollan estolones débiles, aun asi todos tienen una raiz central
bien desarrollada. Los tallos son delgados, retorcidos, angulosos y nerviados. Las
hojas son alternas, trifoliadas, a veces algo peludas y las vainas de las semillas son
finas, rectas o ligeramente curvadas, de bordes redondeados o convexos y extremo
prominente, ademas que su color puede ser desde amarillo hasta verde oscuro. Y el
numero de semillas puede oscilar entre 1 y 12, mostrando variacién importante en su
color, tamafio y medida. (18)

Los frijoles que se utilizan secos se pueden dividir en clases conforme a las
caracteristicas de sus granos. Los medianos presentan granos de 1-1.2 cm de largo,
la mayor parte de color rosado o amarillento, moteados en un tono morado o pardo;

del pais que muestran una gran diversidad de colores y tamafios. También existen
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unos granos pequefios, de color claro o blanco, de 8 mm o menos de largo, que se
clasifican como frijol guisante.

En América latina existe una variedad de grano grande, de 1.5 cm o mas de
largo, que se cultiva mucho, es el frijol colorado, popular también en partes de Africa
oriental.

La ultima clase frijoles de meollo. Tienen granos de tamafo medio a grande de 1-
1.5 cm de largo, de forma entre redondeada y oblonga, y suele ser de color claro.
(20)

El frijol es nativo de América, probablemente del centro de México y Guatemala;
en México en el valle de Tehuacan, estado de Puebla, hay evidencias de su
existencia desde hace 5000 afios (7). En América central y América del sur se
consume en grandes cantidades, tal y como se muestra en la tabla 2. (5)

Tabla 2. Datos sobre consumo de frijoles en diferentes paises.

Pais g de frijol/per capita/dia
Brasil 66

México 49

Uganda 34
Guatemala 29

Chile 13

Turquia 11

Estados Unidos 9

Argentina 2

Fuente: (5)

Condiciones de cultivo

Para que se tenga un crecimiento optimo se requieren temperaturas de 16-24 ° C
y con un mejor crecimiento en los trépicos y subtropicos bajo condiciones de
temperaturas decrecientes. Como la mayoria de las plantas su crecimiento se
detiene y mueren por heladas con temperaturas menores a los 10 °© C. Requiere
ademas crecer como cosecha de lluvia en zonas con un promedio de lluvias que va

de los 500-1500 mm. (18)
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Cosecha y almacenamiento

De 60 a 90 dias tiene que pasar para alcanzar la madurez de los frijoles, claro
que van a depender del cultivar y las condiciones climaticas locales. La cosecha
comienza al arrancar la planta entera, siendo aproximadamente el 80 % de las
vainas amarillas y maduras con un contenido de humedad de las semillas superior al
40 %. Se atan las plantas y se secan al sol de 7-10 dias. Los granos se trillan y se
almacenan en recipientes como cestos tejidos y ollas de arcilla, entre otros. Como
los frijoles a menudo se estropean y hay perdidas durante el almacenamiento por
ataques de gorgojos, escarabajos y mohos toxigénicos como Aspergillus flavus,
para que sea correcto dicho almacenamiento se debe tener de preferencia un

contenido de humedad inferior al 12 por ciento. (20)

Valor nutricional y fisiolégico

El frijol es la leguminosa mas consumida en México, gracias a su amplia
adaptacioén el frijol se puede producir en todas las regiones agricolas del pais en
diversos sistemas de produccion y épocas del afio, y ademas tiene a su favor
milenios de experiencia culinaria y la existencia de numerosas variedades como las
que se muestran en la tabla 3. (12)

El frijol se puede consumir como una verdura fresca con la vaina, o como semilla
seca, que en este caso se tiene en remojo durante 24 hrs y luego se cuece antes de
consumirla.

Es una fuente de proteina importante para los miembros mas pobres de la
sociedad. El frijol contiene aproximadamente el 20 % de proteina, 1.5 % de grasa, 4
% de fibra bruta y 4 % de cenizas. (cabe mencionar que existe notable variacién en

la composicion bajo diferentes condiciones ambientales)(5).
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Tabla 3. Composicién del frijol comun (por 100 g de base Himeda)®

Hidratos
Variedad Proteinas | Energia | Grasa de Tiamina | Riboflavina | Niacina | Calcio | Hierro
g kcal g carbono mg mg mg mg mg
g

Amarillo 14.2 337 1.7 67.1 0.62 0.12 2.1 347 4.8
Ayocote 15.0 343 1.7 68.0 0.42 0.19 1.9 116 5.9
Azufrado 20.9 337 15 61.9 0.52 0.14 1.3 254 5.3
Bayo gordo 22.7 332 1.8 58.5 0.69 0.14 1.7 200 5.7
Blanco 22.5 312 2.7 52.0 0.60 0.15 1.8 185 4.6
Garbancillo  18.0 340 1.7 66.4 0.54 0.14 1.7 300 4.9
Negro 21.8 322 2.5 55.4 0.63 0.17 1.8 183 4.7
ﬁégr‘ie 175 328 15 620 072 0.13 15 307 52
Palacio 22.2 344 1.5 62.4 0.85 0.13 1.6 759 6.9
Rosita 19.2 373 6.2 61.0 0.74 0.17 1.5 105 8.9

Variedades cultivadas en México. Contenido de Humedad: 10-12 %. Fuente: (1)

Ademas es una fuente de vitaminas y minerales tales como: vitamina A, niacina,
tiamina riboflavina, calcio hierro, cobre zinc fosforo magnesio, asi como acido
ascorbico, aminoacidos en mayor y menor proporcion tales como lisina y leucina, y
metionina, cisteina y triptofano respectivamente, encontrandose estos ultimos en
niveles mas altos en frijoles que tienen un contenido proteinico entre el 20-22 %.

Como componentes importantes de las proteinas del frijol se tiene: faseolina (20
% del peso seco de la semilla), faselina (2%) y confaseolina ( 0.35-0.4 %). Y como
hidratos de carbono se tiene a azucares 1.6 %, dextrinas 3.7 %, almidon 35.2
pentosanos 8.4 galactanos 1.3 celulosa 3.1 y 0.7 % de pectina. Ademas contiene
aceite con un 19 % de acidos grasos saturados, y un 63.3 % de insaturados. (18)

Por lo anteriormente mencionado se puede decir entonces que el frijol es un
alimento que proporciona una buena cantidad de nutrimentos entre los que destacan
las proteinas que por su alto contenido puede ser una solucion a los problemas
nutricionales de una poblacion creciente, sin embargo esto no quiere decir que la
proteina contenga los aminoacidos esenciales en cantidad suficiente para satisfacer

las necesidades humanas.
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Entonces se tiene que las proteinas que contienen abundancias de aminoacidos
indispensables se les considera como de alta calidad, esto porque cuanto mas se
aproxime su composicion en aminoacidos indispensables a los requerimientos en
aminoacidos indispensables del individuo, mayor eficiencia es utilizada por éste; solo
si se considera que la proteina contiene una proporcion adecuada entre aminoacidos
indispensables y no indispensables®. Por esto no solo se debe de procurar por el
requerimiento minimo diario de aminoacidos indispensables, sino también por el
balance de aminoacidos (ingestion de cada aminoacido en relacién con la ingestion
de otros aminoacidos). (17)

O sea que el valor nutritivo de una proteina debe ser considerado en relacion con
todas las otras proteinas de la dieta, por lo que se tiene que las proteinas de los
cereales suelen ser deficientes en lisina y treonina, mientras que las leguminosas
suelen ser deficientes en aminoacidos azufrados, asi entonces el frijol es un
alimento complementario del maiz por su alto contenido de lisina, aminoacido
deficiente en esta graminea.

Aunque se debe de tomar en cuenta que no porque la dieta contenga un nivel y
un balance satisfactorio de aminoacidos no se garantiza que esa dieta satisfaga los
requerimientos de aminoacidos de un individuo. Esto es posible ya que bajo ciertas
circunstancias algunos de los aminoacidos pueden ser inutilizables debido a que las
proteinas no sean totalmente digeridas. Por ejemplo, en las mucoproteinas algunas
porciones de la cadena peptidica adyacentes a los restos de azucar son totalmente
resistentes al ataque digestivo. Las celulosas y hemicelulosas de la pared de las
células vegetales pueden impedir también el acceso de las enzimas digestivas hasta

las proteinas del interior. También puede estar influenciado por factores como la

% Los aminoacidos que pueden omitirse en la dieta, se denominan aminoacidos no indispensables o no esenciales ya que
pueden sintetizarse facilmente en el organismo; aquellos que no se pueden sintetizar se les conoce como aminoacidos
esenciales o indispensables, los cuales se encuentran en los alimentos que se consumen (Lisina, metionina, treonina, leucina,
isoleucina, valina, fenilalanina, triptéfano) En el nifio hay que afiadir histidina y a veces arginina.(10,16)
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configuracion y la solubilidad que tengan las proteinas ya que en general las
proteinas globulares tienden a ser altamente digestibles, sin embargo, las albuminas
y globulinas se encuentran casi siempre asociadas a lipidos, metales, acidos
nucleicos o hidratos de carbono, por tanto su digestibilidad se ve afectada y no es
tan alta como se esperaria, debido a la presencia de dichos factores. En otros casos
la digestiébn puede verse alterada por la presencia de factores antifisiolégicos.
(15,17)

Para el caso del frijol comun se ha reportado que la fraccidn proteinica de
albumina. Presenta una baja disponibilidad biolégica de aminoacidos principalmente
metionina. Ademas se ha reportado que para la semilla cruda la digestibilidad varia
de 56% a 64 % en diferentes cultivares de frijol, y para semillas cocidas de 76 a 79

%.(15)
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3.4 Valoracion de la Calidad de las Proteinas
La calidad de una proteina se define como su capacidad para apoyar el

crecimiento de los animales. Las proteinas de mas alta calidad producen una tasa
de crecimiento mas rapida, con la cual se evaluan los verdaderos factores
importantes en una proteina: a) patrén y abundancia de aminoacidos esenciales, b)
cantidades relativas de aminoacidos esenciales y no esenciales en la dieta, c)
digestibilidad al ser ingerida y d) presencia de factores toxicos y antinutricionales.
(3)

La funcién primaria de las proteinas de la dieta es suministrar los aminoacidos
qgue el animal necesita para mantenimiento, crecimiento, gestacion y lactancia; por lo
cual la valoracion sera mejor si se realiza con la especie a la que la proteina va
dirigida y en las condiciones bajo las cuales sera empleada. Sin embargo los
ensayos bioldgicos con personas y animales de gran tamafo son costosos y dificiles
de llevar a cabo. Es por ello que los ensayos se realizan normalmente en
condiciones estandarizadas y con especies de laboratorio.

3.4.1 Valor Biologico (VB).

Fue uno de los primeros conceptos usados para describir la calidad de las
proteinas y mide el porcentaje de la proteina que se digiere y se absorbe. Puesto
que las principales vias de
eliminacién del nitrégeno de la dieta son las heces y la orina se supone que todo el
nitrégeno
ingerido que no se recupera de estas salidas ha sido retenido y empleado por el
organismo para satisfacer sus requerimientos de aminoacidos. Asi el valor biolégico

puede expresarse como:

O/OVB= 100 x (Ningerido - [ (Nfecal' Nmetabolico) + (Nurinario' Nendogeno)]
Ningerido = (Nfecal' Nmetabolico)
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Aunque dicha determinacion proporciona resultados valiosos cuando se lleva a
cabo en forma apropiada, resulta largo y costoso y es empleado raramente para
determinar la calidad de la proteina, pero se usa normalmente para describir la
calidad de las proteinas.

3.4.2 Balance de Nitréogeno.
Es la diferencia entre la retencién y la excrecion de nitrégeno.
B=I-(U+F)
siendo B balance, | la ingestion y ( U + F) el nitrégeno excretado en la orina y las
heces.

Este método se ha utilizado mucho para valorar la proteina de los alimentos en
las dietas humanas, ademas de ensayo para mezclas estandar de aminoacidos para
los mismos. Es costoso y largo de determinar y ademas varia con la ingestion de
nitrégeno.

3.4.3 Utilizacion de Proteina Neta (NPU)

Es la combinacién de la digestibilidad y el valor biolégico de una proteina (NPU =
BV x digestibilidad). La retencién del nitrogeno determinada por el andlisis de la
canal® puede usarse para calcular la NPU asi:

NPU = Ncanal clp — Ncanal s/p / Ningerido
donde Ncanal cp €S €l nitrégeno de la canal de los animales alimentados con la dieta
que contiene proteinas, Ncanai s/p €S €l nitrégeno de la canal de animales comparables
alimentados con dietas exentas de proteina y Ningerido €S la ingestion del nitrégeno
de los animales alimentados con la dieta que contiene proteinas. Es un método mas
sencillo y rapido que las anteriores pero solo es valido para aquellas especies que

se prestan al analisis de la totalidad de su canal.

4 Cuerpo del animal sano, desprovisto de visceras toracicas, abdominales y pelvianas, con o sin piel, patas y cabeza.
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3.4.4 Crecimiento.
La velocidad de crecimiento de un animal es un indice razonablemente sensible

de la calidad de la proteina. Bajo condiciones controladas la ganancia de peso es
proporcional al suministro de aminoacidos esenciales. En las ratas la correlacion
entre la ganancia de peso y la ganancia de nitrogeno del organismo es muy buena.
Es una prueba muy simple empleada en la industria ganadera, aunque también se
ha empleado en nifios.

3.4.5 Relacion de Eficiencia Proteinica (REP)

Se define como los gramos de peso ganados por gramo de proteina consumida y
probablemente es el método mas ampliamente utilizado para valorar la calidad de la
proteina. Aunque el método puede ser practicado con cualquier especie, se trata
basicamente de un ensayo de crecimiento para ratas, en los cuales se toman en
cuenta parametros tales como edad de la rata, numero de ratas por grupo testigo,
duracion del estudio y composicion de la dieta.

REP = AP/ ZAIx F

donde AP es el incremento de peso (g), ZAl es el alimento ingerido acumulado o
total (g) y F es un factor de conversion de alimento a proteina
3.4.6 Relacion de Proteina Neta (NPR)

Es la ganancia de peso de un grupo de ratas alimentadas con la dieta en ensayo
mas la pérdida de peso de un grupo similar alimentado con una dieta exenta de
proteina, dividido todo ello por el peso de la proteina consumida por el primer grupo.
Es utilizada para ver la proteina que es utilizada para mantenimiento y no solo para

crecimiento como el caso del REP.
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3.4.7 Métodos quimicos.
Ya que la determinacion de la calidad de la proteina con animales es larga y

costosa, se han buscado métodos quimicos para la valoracion de proteinas. Entre
ellos se encuentra el método de Block y Mitchell (chemical score), basado en que el
valor nutritivo de una proteina depende en primer lugar de la cantidad del
aminoacido esencial mas deficitario en esa proteina comparado con una de
referencia. (17)

3.5 Factores téxicos y antinutricionales
El frijol ya que pertenece a las leguminosas presenta inconvenientes desde el

punto de vista nutritivo. Ya que ademas de la deficiencia de metionina y cisteina, su
digestibilidad es baja, por lo que un consumo elevado provoca flatulencias. Otro de
los inconvenientes es que puede presentar factores antifisiolégicos tales como
inhibidores de proteasas, hemaglutininas y factores de flatulencia.
3.5.1 Inhibidores de Proteasa

Como se sabe, las proteasas son enzimas naturales las cuales hidrolizan a las
proteinas, clasificandose en funcion de la naturaleza del aminoacido que controla el
centro activo, existiendo proteasas serinas (tripsina, quimotripsina), las
sulfodrilproteinasas (papaina, bromelina y ficina), las carboxi-peptidasa(AyB),
aminopeptidasas y las carboacidicas proteinasas (pepsina y renina). (5)

Los inhibidores de proteasas presentes en Ph. vulgaris se hayan localizados
principalmente en las semillas, encontrandose del tipo de inhibidores de tripsina,
elastasa y plasmina. Estos factores téxicos son termolabiles, lo cual mediante el

tratamiento térmico adecuado se inactivan (25)
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3.5.2 Oligosacaridos
Es evidente que algunos componentes de los frijoles (principalmente hidratos de

carbono) escapan a la digestién del estomago. Pasan directamente a los intestinos,
donde son digeridos por enzimas bacterianas producidas por agentes anaerobios
intestinales como Clostridium perfringes; de ello se deriva una produccion
excesiva de gases, principalmente hidrogeno y metano, lo cual produce las
flatulencias. (20)

3.5.3 Hemaglutininas

Las fitohemaglutininas, conocidas también como lectinas, causan la aglomeracién
de los glébulos rojos de la sangre y a veces de los leucocitos. Las lectinas de las
plantas, denominadas con frecuencia fitolectinas, son generalmente glicoproteinas
que contienen aproximadamente un 5% de hidratos de carbono unidos
covalentemente. En las leguminosas, aproximadamente unas 600 especies
contienen lectinas que representan del 2 al 10% de la proteina total de la legumbre
seca. Algunos cultivares contienen diversas isolectinas; por ejemplo las lectinas del
frijol de lima aglutinan especificamente las células sanguineas del grupo A, mientras
que las de Phaseolus vulgaris reaccionan inespecificamente con los eritrocitos
humanos de todos los grupos sanguineos. Las lectinas de algunas semillas son
también mitogénicas, lo que puede determinarse por su capacidad para estimular in
vitro la sintesis del ADN por linfocitos de bazo de raton.

Los estudios bioquimicos han demostrado que las lectinas de los frijoles pueden
inhibirse por los oligosacaridos aislados de los eritrocitos después de la protedlisis o
por un trisacarido sintetizado quimicamente, por lo que se cree que la
hemaglutinacion es debida a una interaccion entre los oligosacaridos presentes en
las glicoproteinas de las paredes celulares y las lectinas, que con frecuencia se

clasifican ahora en funcion de la capacidad para unir los diferentes hidratos de
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carbono. Por ejemplo, las lectinas del guisante pertenecen a un grupo que incluye la
concanavalina (de Canavalia ensiformis) y las lectinas de habas gruesas y lentejas
que se unen todas a residuos de glucosa y manosa. Las lectinas manifiestan
afinidad por los hidratos de carbono presentes en forma de monosacaridos sencillos
o0 como segmentos de residuos de hidratos de carbono simples y complejos.

La afinidad especifica de las lectinas por los hidratos de carbono ha sido
utilizada para su aislamiento y purificacion; las lectinas unidas a la glucosa pueden
aislarse facilmente mediante cromatografia de afinidad usando Sephadex G-50 para
retenerlas y glucosa 0.2 M para desplazar las lectinas absorbidas.(4)

Las moléculas de todas las lectinas son multiméricas; las lectinas de los
guisantes, las lentejas y las habas gruesas tienen estructura dimérica con un PM de
aproximadamente 25.000; la concanavalina (PM 104.000) tiene una estructura
tetramerica y las lectinas de los frijoles también. Todas las lectinas son
metaloproteinas y cada subunidad contiene centros de unién para los iones Ca** y
Mn?* esenciales para la unién de hidratos de carbono y la actividad mitogénica.

La lectina de frijol contiene dos subunidades diferentes que pueden combinarse
formando cinco tetrameros no covalentes distintos con diversas funciones. (4)

Como las lectinas estan presentes en un amplio numero de especies vegetales, y
a su vez en distintas partes de éstas, asi como las propiedades que se han
encontrado de ellas, sugieren que pueden estar implicadas en diversas funciones:

Como una sustancia de defensa contra depredadores naturales ya algo que
caracteriza cualquier mecanismo de defensa en un sistema bioldgico es la habilidad
de reconocer especificamente el agente dafiino y responder a su presencia. (26)

Como una sustancia inhibidora de las hifas de los hongos, el caso de las lectinas
de la papa, por ejemplo inhiben el crecimiento de las hifas del hongo Botrytis

cinerea; para el caso del trigo sirven como protecciéon durante las primeras etapas
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de germinacion por inhibir el crecimiento de hifas de Aspergillus niger y
Stemphylium botryosum. (27)

Existen otras investigaciones de las funciones de las lectinas en las plantas que
las contienen, como la posible relacién de las lectinas con el inicio de la germinacion
en las semillas. La localizacién en tejidos como el tallo ha dado indicio a que las
ligas con la elongacién de las paredes celulares actuando como una especie de
pegamento entre células permitiendo la extension y reajuste en los componentes de
las paredes en el tallo. (26)

Las lectinas son altamente toxicas en humanos, insectos, cerdos, pollos y ratas.
Se ha encontrado que con menos del 0.5 % de lectinas presentes en las dietas de
animales, el crecimiento es lento o se detiene, y si se aumenta la dosis por encima
de ese nivel no solo se inhibe el crecimiento sino que hasta se da la muerte.(28,29)

Se ha demostrado que las fitohemaglutininas llegan a unirse a la mucosa del
intestino, atribuyéndolo a su capacidad de unirse en sitios receptores especificos en
la superficie del intestino, donde provoca lesiones y disrupciones, ademas de un
crecimiento anormal en las vellosidades intestinales. (27,30)

Una de las mayores consecuencias del dafo inflingido a la mucosa del intestino
es el severo debilitamiento en la absorcion de nutrimentosa través de las paredes
intestinales. Se ha demostrado que las lectinas interfieren en la absorcion de
nutrimentoscomo la glucosa, aminoacidos como la histidina, lipidos y vitaminas del
grupo B12, ademas de interferir en el transporte de iones (31)

Los efectos nocivos de las lectinas pueden ser inactivados mediante la
desnaturalizacion de las mismas. Asi por ejemplo, las lectinas presentes en algunas
patatas no son activas después de la coccidon durante 45 minutos. Se ha demostrado
que la actividad aglutinante puede reducirse substancialmente en los frijoles si se

remojan con agua y a continuacién se calientan a 100°C; sin embargo, el
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calentamiento a temperaturas menores de 70°C u 80°C aumenta esta actividad
aglutinante en algunos casos en un factor de siete. En consecuencia esta claro que
la ingestion de legumbres poco cocidas y frescas puede dar lugar a una intoxicacion.
(2)

Los analisis de las lectinas se han llevado a cabo desde métodos cromatograficos
hasta ensayos basados en la capacidad de las lectinas de aglutinar células, siendo
estos ultimos los mas utilizados por su bajo costo y alta especificidad, llevados a
cabo por metodologias que van desde aglutinacion de perlas de latex con
ovoalbumina hasta los que aprovechan la capacidad de aglutinar eritrocitos de
ciertas especies animales, siendo este ultimo el método utilizado en el departamento
de farmacia, y en el cual se hace uso de la sangre de hamster ya que sus eritrocitos®
son sumamente sensibles a este tipo de glicoproteinas, (23,32,33,9)

3.6 Cocimiento
El cocimiento en agua es probablemente el método mas antiguo que se conoce

para procesar las leguminosas, ya que ademas de que se necesita para suavizar la
cascara y desarrollar un perfil de sabor y textura aceptable en toda la semilla, es un
factor fundamental en la destruccion o inactivacion de componentes toxicos
presentes en forma natural en todas las leguminosas. Se puede efectuar en agua a
ebullicién (100°C 1 atm), o a alta presion (121°C 15psi), en cualquiera de los casos
con o sin la adicion de condimentos. (15)

El tiempo de cocciéon puede llevar de 30 minutos a cuatro horas o mas,
dependiendo de la variedad de leguminosa, su cultivar, origen, edad de la semilla,
contenido de humedad y condiciones de almacenamiento®. Existen otros factores

que afectan el tiempo de cocciéon como la altitud que rebaja el punto de ebullicién del

% Tratados con tripsina o pronasa para mejorar la sensibilidad del ensayo.

® Si son deficientes el grano desarrolla dos propiedades indeseables, el endurecimiento de céascara y el fendmeno de
resistencia a la coccion, los cuales conducen a incrementos en el tiempo de coccion y por tanto a un mayor gasto de
combustible.
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agua, y la presencia o ausencia de diversas sales minerales en el agua de remojo y
coccion. (20)

Con la ayuda de diferentes tipos de estudio se pueden conocer algunos cambios
que tienen lugar durante la coccion: liberacion parcial de magnesio al agua de
cocimiento, rapida gelatinizacion del almidon intracelular, separacion de células del
frijol a lo largo de las capas de la pared celular sin ruptura de la célula,
desnaturalizacion lenta y progresiva de las proteinas, asi mismo la retencion de
vitaminas y minerales se ve afectada. (15)

En la mayoria de las leguminosas se sabe que el proceso de coccion induce una
mejoria en el valor nutritivo, observandose que los valores de PER, DAP’ y NPU
aumentan significativamente en comparacién con la semilla cruda, lo cual es

representado por la siguiente figura.

A ToMCIDAD SOBRECOCCION

REL&CION DE EFICIEMCIA DE L& PROTEINA,

TIEMPC DE COCCION

Figura 2. Relacion de Eficiencia de la Proteina contra el tiempo de coccién de las

leguminosas. Fuente (5)

’ Digestibilidad aparente de la proteina.
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Con lo mencionado anteriormente se puede llegar a obtener la mejor calidad
proteinica de una leguminosa ya que al eliminar los factores toéxicos, también se
mejora la biodisponibilidad de la proteina; sin embargo si se prolonga el tiempo de
coccidon se pueden perder la disponibilidad de ciertos aminoacidos esenciales de la
proteina, ya que se conoce que el contenido de lisina disponible disminuye en forma
proporcional al tiempo de tratamiento por calor asi como la de otros aminoacidos
esenciales termolabiles como lo son el triptofano y aminoacidos azufrados como la
metionina que es un aminoacido limitante en las leguminosas.

3.7 Metionina
Tanto la metionina como la cisteina son los aminoacidos principales que actuan

como fuentes de azufre en la dieta, sabiendo que el cuerpo puede sintetizar cisteina
a partir de la metionina pero no viceversa. Por ello es que la metionina es un
aminoacido esencial en la dieta, como ya se habia mencionado anteriormente, ya
que cumple con diversas funciones en el cuerpo como lo es la sintesis de carnitina,
creatina, glutation, catecolaminas y como sustrato para la sintesis de proteinas. (10)

Los aminoacidos azufrados, metionina y cisteina, por lo regular se consumen
como componentes de las proteinas en la dieta, siendo mas abundantes en las
proteinas animales y en la de los cereales que en las de las leguminosas. Asi el bajo
contenido de este aminoacido limita el valor nutritivo de muchas proteinas en
alimentos como por ejemplo las leguminosas, en especial en las siguientes
circunstancias: el procesado y almacenamiento del alimento ya que como otros
aminoacidos la metionina es quimicamente modificada, porque forma parte de las

proteinas que tienen pobre digestibilidad y por ello es pobremente utilizada. (34)
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En la tabla 4 se presentan el contenido de metionina y cisteina en diversos

alimentos, asi como las recomendaciones dadas para los aminoacidos.

Tabla 4. Contenido de metionina y cisteina en algunos alimentos, y recomendaciones de
los aminoacidos

Alimento Cantidad Muestra Aminoacido® Recomendacién
Met Cis Met  Cis mg/kg/dia"

(mg /100g ( mg /g

porcion comestible) proteina)
Queso chedar 652 125 26 5 valina 13
Leche entera 83 30 25 9 leucina 19
Huevo entero 392 289 32 24 isoleucina 13
Pollo sin piel, cocido asado 800 370 28 13 treonina 9
Carne de res, solo magra 557 224 26 11 cisteina 17
Harina de trigo, harina entera 186 278 14 21 metionina 17
Harina de maiz, regular, seco 196 237 22 22 lisina 16
Avena, regular, seca 266 398 17 25 histidina® 16
Mantequilla de cacahuate 292 365 10 13 triptofano 5
Frijol de soya, verde, cocido 150 113 12 9 tirosina 19
Arroz integral, seco 142 152 19 21 fenilalanina 19

“ glicina,alanina,serina,ac.aspartico y glutamico,arginina y prolina, No existe recomendacion
“ En nifios pequefios la sintesis no es suficiente

® Para un adulto. Recomendacién FAO-OMS, 1985

Fuente(1,3)
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4. METODOLOGIA

A continuacién en la figura 3 se presenta el diagrama general de la metodologia

llevada a cabo en el presente trabajo y posteriormente se describen las actividades

desarrolladas en él.

Origen y obtencion de la muestra

|

Determinacion semi-cuantitativa y
cuantitativa de lectinas

;

Seleccion de la
variedad de 2.
vulgaris comercial

A\ 4
Procesamientos térmicos

~

Determinacion Factores toxicos
bromatologica
l Calidad Nutritiva v
— - * Hemaglutininas
Andlisis proximal
,v - *  Inhibidores de
* Humedad * Triptofano Tripsina
* Cenizas * Metionina
* Grasa
* Proteina
* Tibra
* Hidratos de Determinacion del proceso optimo
Carb ono ’ de coccion
(por diferencia)

Relacion de Eficiencia
Proteinica (REP)

Figura 3. Diagrama General de Trabajo
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4.1 Origen y obtencion de la muestra
Con la finalidad de obtener y trabajar una muestra con un alto contenido de

lectinas, se consulté un trabajo previo en el cual se habian estudiado diversas
variedades de frijol (Phaseolus vulgaris) comercial(8); encontrandose a las
variedades de Frijol Mayocoba y Frijol Peruano como las variedades comerciales
con un mayor contenido de lectinas, ambas variedades fueron adquiridas en una
tienda de autoservicio (Tienda UNAM).

Para el caso del frijol Mayocoba se consigui6 la marca El Labrador y La Merced,
mientras que para el frijol Peruano se consiguié la marca Morelos y otro con el que
ya se contaba en el laboratorio (frijol peruano Amarillo de Tierra caliente, Guerrero).
El hecho de conseguir marcas distintas fue que podia variar las cantidades de
lectinas por su procedencia; ademas se compro la suficiente cantidad para llegar a
realizar el ensayo biolégico pertinente y que la muestra sea del mismo lote para

lograr el objetivo fijado en el presente trabajo.

Figura 4. Variedades de frijol con las que se trabajo.

4.2 Preparacién y Seleccién del material
Una vez obtenidas las muestras, se homogeneizaron cada una de ellas y se tomé

una porcidén que con la ayuda de un molino del laboratorio se logré una harina con
un tamafno de particula < 1 mm de diametro. Con la harina de frijol de cada una de

las muestras se comenzo a trabajar, realizando la determinacién de lectinas por el
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meétodo semicuantitativo y cuantitativo que aprovechan la capacidad hemaglutinante
de este tipo de enterotoxinas y que hace uso de un sistema de microtitulacion
seriada (9); esto con el fin de seleccionar la muestra con la cual se trabajara en esta

investigacion.

4.3 Descripcion de la metodologia

4.3.1 Determinacion semicuantitativa de hemaglutininas®®
Fundamento

La deteccidén de hemaglutininas en extractos de plantas se lleva a cabo por medio
de una técnica de diluciones seriadas en la cual se determina el punto final de la
aglutinacion de los gldbulos rojos de hamster lavados y sensibilizados con solucion
de proteasa para mejorar la sensibilidad, ademas se realiza mediante el método de

microtitulacion que es rapido y requiere una minima cantidad de muestra.

Material/Reactivos:
e Parrilla de multiple agitacion marca CORNING STIRRER
e Centrifuga marca EPPENDORF 5702 para tubos de 15 mL
e Tubos de centrifuga de 15 mL con graduacion.
e Jeringade 5610 mL
e Incubadora marca BLUE-M
e Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER
e Adaptador para celdas de 12 x 80 mm (acondicionado a una abertura de 1
cm?)
¢ Microtiter Kit (Cook Eng-alexander Virginia USA).
e Embudos pequeios

e Fibra de vidrio.
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e Sangre lavada de hamster

e Solucion anticoagulante (Heparina 1000 Ul)

e Solucion salina (NaCl) al 1%.

e Solucion salina (NaCl) al 0.9%.

e Solucion de pronasa al 0.2% en solucién salina 0.9 %.

e Proteasa (SIGMA P-5147).

Metodologia
a) Preparacion del extracto

Con la muestra finamente molida (con < 5% de grasa), se suspendi6 1 g en
10 mL de soluciéon salina al 1%, llevando a cabo la extraccion con agitacion
mecanica durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura ambiente.

Después de este tiempo se centrifugd el extracto a 3000 r.p.m., durante 10
minutos para eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtré a través de un
filtro de vidrio (poro grueso) lavando el residuo con mas solucion salina al 1%, hasta

que se llevo el extracto filtrado a un volumen de 10 mL.

b) Preparacion de la sangre

Una vez que se sangro al hamster (anestesiado) por via ocular, la sangre se
colocé en un matraz pequefio que contenia solucion anticoagulante y se agito
suavemente para la completa homogeneizacion de la sangre con la solucidn
anticoagulante. Para evitar al maximo la coagulacion, se diluyé ésta con solucién
salina isotdnica.

La sangre con anticoagulante se transvaso6 a tubos de centrifuga para lavarla (3
veces) con soluciéon salina al 0.9%. La relacidon sangre:solucion salina fue
aproximadamente 1:13 y se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. Después
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del ultimo lavado, se midié en el tubo de centrifuga, la cantidad de paquete de
eritrocitos y se diluyeron al 4% para lo cual se agregaron por cada 1.0 mL de

glébulos rojos 24.0 mL. de sol. salina al 0.9%.

c) Sensibilizacion de los glébulos rojos.

A cada 10 mL. de suspension de globulos rojos al 4% se agregd 1 mL. de
solucion de pronasa al 0.2% y se colocaron en la incubadora por espacio de 1 hora a
36.5+0.5°C., resuspendiéndose los eritrocitos por lo menos dos veces.

Después del tiempo estipulado, se centrifugd para eliminar la enzima
sobrenadante y se les dié 3 lavados con solucién salina al 0.9%. Después del ultimo
lavado se resuspendio el paquete de gldbulos rojos al 4 %, para lo cual, por cada

1.0 mL de paquete de eritrocitos se les adicion6 24 mL de solucién salina al 0.9%.

d) Ajuste de la suspension de glébulos rojos.

Se tomaron 0.1 mL de la suspension de glébulos rojos ya sensibilizados y se
agregaron 4.9 mL de solucion salina al 0.9 %. Se ley6 en el espectrofotdmetro a 620
nm, usando un adaptador de celdas que permitié el paso de solo 1 cm? de luz y
utilizando como blanco solucién salina al 0.9%.

La lectura debia encontrarse en un valor de 26.5% + 2.5 (24-29) de
transmitancia, para lo cual se realizaron diluciones necesarias para que la

suspension de glébulos quedara dentro de dicho rango.

e) Microtitulacion
En las placas tipo “V”, se pusieron 50 pL de solucién salina al 0.9% en cada uno
de los pozos evitando tocar las paredes, utilizando una micropipeta automatica

multicanales. A continuacion se llené el microdilutor (50 pL) con el extracto problema
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y se introdujo en el primer pozo girandolo sin excesiva presion, se paso el
microdilutor al siguiente pozo y se gird, y asi sucesivamente hasta que se completd
la hilera, se descendio al siguiente pozo y completd la hilera, hasta llenar tres hileras
en forma de culebra. Por ultimo, con un pipetero de gota se agregaron a cada pozo
50 uL de la suspensién de glébulos rojos sensibilizados y ajustados. Se gird la placa

en forma circular y se incubé a 36.5 £ 0.5° C durante 1 hora.

f) Lectura

Transcurrido el tiempo de incubacion se colocé la placa sobre el dispositivo de
lectura y se observé a través del espejo el fondo de los pozos de cada hilera de
prueba, asi que se reporté la maxima dilucidon en la que se presentd prueba positiva
de aglutinacion. A la maxima dilucion que present6é aglutinacion se le denomina
como el titulo del ensayo de la muestra. La prueba se realiz6 por triplicado, con los
datos individuales de los titulos se obtuvo la mediana que represento el titulo de la
muestra.

4.3.2 Determinacién cuantitativa de hemaglutininas ©
Fundamento
Se determina la cantidad minima del extracto acuoso de una muestra vegetal,

que produce prueba positiva de aglutinacién con eritrocitos de hamster y este valor
se relaciona con la cantidad minima de faseolotoxina que produce prueba positiva
de aglutinacion definiéndose como 1 unidad hemaglutinante (UHG) el equivalente a

1 mg de dicha lectina.
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Material/reactivos
Se emplearon los mismos materiales que la determinacion semicuantitativa, ademas
de:

e Lectina purificada de frijol(Phaseolus vulgaris) faseolotoxina(PHT)

e Solucion de lectina de referencia:

Se pesaron con la mayor exactitud posible 1 mg de faseolotoxina (SIGMA L-
8754) en un tarador y se pasaron a un matraz aforado de 10 mL y se aford con
solucion isotonica (0.9%). De esta solucién (0.1 mg/mL) se realizé una dilucion 1:100
para ocuparla en la placa de micridilucion tipo “V”, con la finalidad de definir la

cantidad minima de faseolotoxina que produce prueba positiva de aglutinacién (L) .

Metodologia

Se molié la muestra vegetal (con un contenido < 5% de grasa) y se suspendio
0.1 g de material en 10 mL de solucién salina al 1%, efectuando la extraccién con
agitacion mecanica durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura ambiente.

Después del tiempo indicado se centrifugd el extracto a 3000 r.p.m., durante
10 minutos para eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtr6 a través de un
filtro de vidrio de porosidad gruesa lavando el residuo con solucion salina al 1%,
hasta llevar el filtrado al volumen inicial (10 mL.)

La obtencion y lavado de la sangre, sensibilizacién y ajuste de suspension

de glébulos rojos, se realizaron de manera similar a la determinacion

semicuantitativa.

Microtitulacion:
En las placas tipo “V” del microtiter se colocaron en cada pozo de las hileras

que se van a utilizar, 100 yL de solucion salina al 0.9% con la pipeta automatica
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multicanales evitando tocar las paredes del pozo y adicionando con precaucion para
que no se desfase el volumen de adicion. A continuacién se llend el microdilutor
con 50 pyL introduciéndolo en el extracto problema y al sacarlo se absorbidé con
mucho cuidado la solucién adherida en el vastago del microdilutor, posteriormente
se introdujo en el primer pozo de la hilera escogida y se gir6 sin excesiva presion y
se pasO con mucho cuidado al siguiente pozo y asi sucesivamente hasta que se
completd una hilera. Lo anterior también se realizé para la solucion diluida (1:100) de
la faseolotoxina que sirvio como referencia para la determinacion cuantitativa,
haciéndose por cada placa una hilera para la solucién de PHT y otra para la prueba
negativa de hemaglutininas, la cual solo contenia la solucién salina isoténica.

Por ultimo, con un pipetero de gota se colocaron en cada pozo 50 uL de la
suspension de globulos rojos sensibilizados y ajustados, se gir6 la placa en forma

circular y se coloco en la incubadora a 36.5 £ 0.5 °C durante 1 hora.

Lectura:

Una vez transcurrido el tiempo estipulado se puso la placa sobre el dispositivo
de lectura y se observé a través del espejo el fondo de los pozos de cada hilera de
prueba, y se reportd la maxima dilucion que presentd prueba positiva de

aglutinacion, tanto del extracto de la muestra como de la solucién de faseolotoxina.

RECOMENDACIONES

Se debe realizar la dilucidon necesaria para que el extracto produzca un titulo
dentro de los primeros 10 pozos de una hilera.

Se debe cuidar el rango de temperatura establecida y todo el material que se

utilice debe estar perfectamente limpio.
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Calculos

La maxima dilucion que presenta aglutinacion se denomina como titulo del
ensayo de la muestra y la prueba debe efectuarse como minimo por triplicado. Con
los datos individuales de los titulos se obtiene el promedio y se redondea al numero
entero mas cercano y este es el titulo (t) que se usa para los calculos.

1.- Se calcula el limite de deteccion del método usando como referencia la
faseolotoxina (SIGMA L-8754); para lo cual, primero se necesita conocer la cantidad
de lectina que se utiliza realmente en el primer pozo, calculandose de la siguiente

manera:

E=M XD
Donde:
E = Cantidad de lectina para el primer pozo de la hilera respectiva (expresada en nug)
M = Concentracién de lectina en la solucion diluida (expresada en pg/ul)
D = Cantidad de solucion tomada por el microdilutor (uL)

E =0.001 pg/ pL x 50 pL = 0.05 pg de lectina

Conociendo este dato de E, se procede calcular el limite de deteccién del
método, para lo cual es necesario tener el titulo (t) de la solucion diluida de
faseoloto

xina. El limite de deteccion (L) se obtiene de acuerdo a la siguiente férmula:

L=2(E/3")
Donde:
L = Limite de deteccién, que corresponde a la cantidad minima de lectina que

produce prueba positiva de aglutinacién (expresado en ug)
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t = Titulo (promedio de los titulos individuales redondeado al entero inmediato)

Ejemplo: L =2(0.05/3*) =1.234 x 107 png donde t=4

2.- Para el extracto de la muestra, se requiere obtener la maxima dilucién que
produce prueba positiva de aglutinacion, para lo cual es necesario calcular la
cantidad equivalente de muestra problema en el primer pozo (e), como se hizo
anteriormente para la solucidon de faseolotoxina, pero expresada en miligramos. Lo

anterior se obtiene de acuerdo a la siguiente férmula:

e=m XD

Donde:
e = Cantidad equivalente de muestra en el primer pozo (expresado en mg).
m = Concentracion equivalente de muestra en el extracto (expresada en mg/ulL).
D = Cantidad de extracto tomado por el microdilutor (uL).
Ejemplo: m = (100 mg muestra/10 000uL s.s.) x (1 000 uL/10 000pL) = 1 x 107
mg/uL
e =1x10° mg/pL x 50uL = 0.05 mg

Conociendo la cantidad equivalente de muestra en el primer pozo, se debe

obtener la cantidad minima que produce prueba positiva de aglutinacion, la cual se

obtiene con la siguiente formula:

MA=2(e/3")
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MA = Cantidad minima de equivalente de muestra que produce prueba positiva de
aglutinacioén (expresada en mg).
t = Titulo (promedio de los titulos individuales redondeado al entero inmediato)
Ejemplo: MA = 2(0.05/3% =3.70 x 10° mg

3.- Con los datos anteriores se puede determinar la concentracion equivalente

de lectina que contiene la muestra problema de acuerdo a la siguiente expresion:

LE =L/ MA

Ejemplo : LE = 1.234 x 10° pug / 3.70 x 10 mg = 0.3332 ug / mg = 0.3332 UHG/g
muestra
Donde:
LE = cantidad de lectina de referencia expresada en pg, que se presenta en un mg
de muestra de material vegetal ensayado. Dicho valor también equivale a 1 mg de
lectina / g de muestra. Si por definicion, se establece que 1 unidad de
hemaglutinacion (UHG) es equivalente a 1 mg de faseolotoxina bajo las condiciones
establecidas en esta metodologia, podemos expresar nuestros resultados en
UHG/g de muestra.
4.3.3 Procesamiento con calor
Una vez seleccionada la muestra de frijol con mayor contenido de lectinas y

debido al caracter proteinico de las lectinas, es posible la inactivacion o disminucion
de éstas por medio del calor, lo que provoca la desnaturalizacion de proteinas.

Cuando se lleva a cabo un tratamiento con calor humedo (Coccién) en cualquier
alimento, se debe considerar que no solo depende del alimento que se va a cocinar,

sino que también depende de factores como: temperatura, tiempo, humedad, etc.,
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asi que se optd por escoger un solo tratamiento (autoclave) en el cual la unica
variable fuera el tiempo. El proceso de coccidn general se cita a continuacion:

Coccioén 15 min: Se tomaron 500 g del frijol crudo en un vaso de precipitado de 2
L y se agregaron 1000 mL de agua destilada (una relacion 1:2), se colocaron en
autoclave automatica (121 °C a 1.5 kg/cm? de presién de vapor, marca Hirayama,
modelo HA-300MIl), el tiempo se comenzé a tomar a partir de alcanzadas estas
condiciones.

Se procedid de la misma forma para la coccion de las demas muestras, solo fue
variando el tiempo de coccion: 30 min, 60 min y 120 min, y la cantidad de frijol crudo,
para los casos donde se requiri6 mayor cantidad de muestra cocida como el de 120

min.

Preparacion del material cocido

Al terminar de cocer las muestras, se secaron en una estufa de circulacion
forzada marca Lab-line, mod. Imperial Ill a 60°C por un tiempo minimo de 18 hr,
posteriormente se molieron las muestras secas obteniéndose una harina lo mas
homogénea posible, y se realizé las determinaciones esbozadas en el diagrama de
trabajo.

Como la coccidn del frijol a 15 min y 30 min no consumié toda el agua de coccidn,
se realizé una liofilizacion en un equipo Labconco mod. FreeZone 4.5 para evitar
pérdidas que pudiera haber de proteinas solubles en el agua de coccion.

4.3.4 Determinacion de Humedad ©”
Fundamento

La determinacién de humedad se basa en la pérdida de peso de la muestra por

evaporacion del agua. Para esto se requiere que la muestra sea térmicamente

estable y que no contenga una cantidad significativa de compuestos volatiles.
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El principio operacional del método de determinacion de humedad utilizando
estufa y balanza analitica, incluye la preparacion de la muestra, pesado, secado,

enfriado y pesado nuevamente de la muestra hasta que se tenga un peso constante.

Material/ Reactivos:
e Estufa de vacio LAB-LINE Mod. 3620
e Balanza analitica(Sartorius Analityc)
e Desecador de vidrio

e 3 charolas de aluminio

Procedimiento:

Las charolas de aluminio se colocan en la estufa de vacio ( a una presion
reducida de 508 mmHg ) hasta que estas alcanzan el peso constante (de 2 a 4
horas), el cual fue registrado, enseguida se adiciona la muestra ( 2-5 g), tratando de
que presente la mayor superficie de evaporacion, se introduce en una estufa que
cuente con un dispositivo para hacerle vacio y que se encuentre entre 60-65 ° C.

Durante el tiempo en que las charolas permanecieron en la estufa de vacio, se
realizaron pesadas periddicas de las mismas; sacandolas de la estufa y colocando
inmediatamente en un desecador donde permanecian aproximadamente 15 minutos;
para posteriormente ser pesadas en una balanza analitica.

Esta actividad se realiz6 hasta que se alcanzo el peso constante y fue registrado.

La determinacién se hizo por triplicado.

Calculos:
Teniendo el peso de la charola con muestra antes y después de secada, y con el
peso de la charola sola, se puede hacer la determinacidon. Generalmente la pérdida
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del material que se volatiliza bajo estas condiciones, se le acostumbra denominar

como humedad.

%Humedad = (P; -Ps/ m ) 100
donde:
P: = peso charola con muestra antes de secada ( en gramos)
P: = peso charola con muestra después de secada (en gramos)

m = peso de muestra (en gramos)

4.3.5 Determinacion de cenizas "

Fundamento
La determinacion de cenizas se basa en la destruccion de la materia organica
contenida en una matriz alimentaria, considerandose a las cenizas como el residuo

inorganico que queda después de incinerar dicha materia organica en la mufla.

Material / Reactivos:
= Mufla Thermolyne, Mod. 1500
» Balanza analitica (Sartorius Analytic )
* Mechero Bunsen
= 3 Crisoles de porcelana

=  Desecador de vidrio

Procedimiento:
Previamente se deben de poner a peso constante los crisoles, los cuales se deben
colocar en la mufla a una temperatura de 500°C. Al crisol se le coloca de 2-3 gramos

de muestra aproximadamente, se pone a carbonizar a la flama de un mechero y bajo
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una campana, cuando ya no se presente desprendimiento de humo, se puede
introducir el crisol a la mufla, la cual debe encontrarse entre 500-550°C.

Después de aproximadamente 8 horas los crisoles fueron colocados en un
desecador por aproximadamente 30 minutos y fueron pesados en la balanza
analitica. Posteriormente se realizaron pesadas periddicas de los crisoles hasta que
éstos alcanzaron peso constante, los cuales también se registraron. La

determinacion se hizo por triplicado.

Calculos: El célculo de cenizas en términos de porcentaje es el siguiente:

%cenizas = (Pf —-Po /m) 100
donde:
Pf = peso de crisol con la muestra después de incinerada (en gramos)
Po = peso del crisol vacio a peso constante (en gramos)
m = peso de muestra (en gramos)
4.3.6 Determinacion de grasa ©”
Fundamento:

Los constituyentes grasos de las materias organicas son diversas sustancias
lipidicas. El contenido de grasa es aquel que puede ser extraido por los disolventes
menos polares como lo son el éter de petroleo y éter etilico. La determinaciéon se
basa en la extraccion, con una fraccion ligera de éter de petréleo o con éter etilico,
del material seco y molido en un aparato de extraccion continua en el que las gotas
condensadas del disolvente caen sobre la muestra contenida en un recipiente

poroso o dedal, alrededor del cual pasan los vapores calientes del disolvente.
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Material / Reactivos:
= Aparato de extraccion Goldfish, LABCONCO Mod 35001-00CV
» Vasos de borde esmerilado Labconco 35051
» Portadedales de vidrio
» Anillos de metalicos para extraccion Goldfish
» Tubos recuperadores de disolvente
= Cartuchos de celulosa de 22x80 mm (Whatman)
= Estufa de vacio LAB-LINE, Mod. 3620
= Eter de petréleo
» Balanza analitica ( Sartorius Analytic)

= Bomba de recirculacién (Little Grant pump mod. 1)

Procedimiento:

Se colocaron los vasos esmerilados en la estufa de vacio hasta que estos
alcanzaron peso constante.

Dentro de los cartuchos de celulosa se colocaron de 2 — 5 gramos de muestra
seca y molida, se taparon con algodon introduciéndose a los portadedales de vidrio y
se colocaron en el compartimiento de extraccion Goldfish.

En los vasos esmerilados se colocaron aproximadamente 50 mL de éter de
petréleo y fueron colocados con ayuda del anillo metalico en el aparato de
extraccion, el cual a su vez se conectdé con una bomba de recirculacion de agua
helada.

Finalmente se subié la perrilla de calentamiento del equipo y se trabajé con el
control de calentamiento en la posicion LOW durante un periodo de 4 horas. Al
término de este tiempo se bajaron las parrillas de calentamiento y se sacaron los

porta dedales, sustituyéndose por el tubo recuperador de disolvente y se volvio a
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colocar nuevamente el vaso para iniciar de nuevo el calentamiento, cuando los
vasos se encontraron libres de disolvente, fueron retirados del equipo y colocados
durante unos minutos en una campana de extraccion, para asegurar la completa
remocion del disolvente. Los vasos fueron colocados en la estufa de vacio hasta
alcanzar peso constante, el cual se registr6. La determinacion fue hecha por

triplicado.

Calculos:
Se debe de tener los pesos del recipiente colector tanto antes como después del
procedimiento de extraccion. A esta determinacion se le conoce como extracto

etéreo.

%Grasa = (Pf-Po/m) 100
donde:
Pf = peso del recipiente después de la extraccidén (en gramos)
Po = peso del recipiente vacio antes de la extraccidén (en gramos)
m = peso de la muestra seca (en gramos)
4.3.7 Determinacion de fibra cruda®”

Fundamento

La determinacion popular de fibra o fibra cruda, se refiere a las partes de la pared
celular de los tejidos vegetales las cuales no pueden ser digeridas por las enzimas
del intestino. Durante el paso a través del tracto digestivo, la fibra se hincha y forma
una masa gelatinosa, con una muy alta capacidad de retenciéon de agua; con lo cual
se facilita el transporte del bolo alimenticio en el tracto digestivo.

Por definicion de acuerdo al método Weende, la fibra cruda es la perdida por

ignicién, del residuo seco remanente después de la digestion de la muestra con
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acido sulfurico al 1.25% y NaOH al 1.25% bajo las condiciones especificas, de una
muestra previamente desengrasada.

Dentro del interés analitico de un alimento, se puede dividir los hidratos de
carbono de origen vegetal en dos partes: por un lado los hidratos de carbono no
estructurales como son los almidones, azucares y fructosanas; y por otro lado los
hidratos de carbono estructurales, tales como la celulosa y hemicelulosa, que viene
a corresponder a lo que se denomina fibra cruda.

Para la determinacion de fibra de una muestra es necesario trabajar con una
muestra desengrasada y someterla a una hidrdlisis acida seguida de una hidrélisis
alcalina con una posterior incineracion del material insoluble para que por diferencia

sacar el contenido de hidratos de carbono no degradables.

Material / Reactivos:
= Aparato de digestion marca LABCONCO
= Embudo buchner con malla metalica tipo California (California buchner funnel
LABCONCO No. 26617-032)
* Vasos de Berzelius de 600 mL KIMAX
= Estufa de vacio LAB-LINE, Mod. 3620
» Balanza analitica (Sartorius Analytic)
» Mufla THERMOLYNE, Mod. 1500
* Mechero Bunsen
» Matraces de vidrio Kitasato(Kimax)
= Silicato de aluminio
» Solucién de HySO4 al 1.25% (m/v)
= Soluciéon de NaOH al 1.25% (m/v)

» Antiespumante (emulsion SIGMA-B)
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= Alcohol etilico

Procedimiento:

La muestra desengrasada obtenida a partir de la determinacion de grasa, se paso
cuantitativamente a los vasos de Berzelius que contenian 0.5 g de Silicato de
aluminio.

A continuacion se le adicionaron 200 mL de H,SO4 al 1.25% en ebullicién, asi
como unas gotas de antiespumante y perlas de vidrio para controlar la ebullicion.

Los vasos se colocaron inmediatamente en el aparato de digestion, él cual
estaba previamente calentado, y se dejé digerir por un tiempo de 30 minutos
exactos. Después de dicho tiempo se filtr6 en un embudo california con ayuda de
vacio, lavando el residuo con agua destilada caliente, hasta que se eliminé el acido.

Nuevamente el residuo fue transferido cuantitativamente al vaso Berzelius, y se
adicionaron unas gotas de antiespumante y 200 mL de NaOH 1.25% hirviendo y se
mantuvieron en el aparato de digestion por 30 minutos exactos. Transcurrido el
tiempo se filtré6 en el mismo embudo buchner california, lavando el residuo con agua
caliente, hasta que se logro la eliminacion del alcali y finalmente se le agregaron 25
mL de alcohol etilico.

El residuo se pasé a un crisol de porcelana (a peso constante), se coloco en la
estufa de vacio para su secado hasta que alcanzé peso constante (se registro el
peso del crisol mas residuo digerido).

A continuacion se carbonizd la muestra con un mechero y se introdujo en la
mufla, los crisoles fueron pesados en diferentes periodos hasta que éstos
alcanzaron peso constante registrando el valor obtenido. La determinacion se hizo

por triplicado.
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Calculos:

%Fibra = (Ps — Pc/ m) 100
donde:
Ps = peso crisol con residuo después de secado ( en gramos)
Pc = peso crisol con residuo después de calcinado ( en gramos)
m = peso de muestra (en gramos)
4.3.8 Determinacion de proteina®”

Fundamento

Se realiz6é la determinacién por el método de Kjeldahl, el cual consiste en una
oxidacion de la materia organica por accion de una mezcla digestiva (H,SO4, H3PO4
y CuSO,4 5 H,0) formandose sulfato acido de amonio por el exceso de acido en la
solucion. Posteriormente se lleva a cabo una destilacion en la que se libera
amoniaco, mediante la adicion de NaOH al 40% , el amoniaco liberado sera
atrapado por acido bérico para formar borato de amonio el cual se titula con acido
clorhidrico 0.01N. Con lo cual se obtiene el porcentaje de nitrégeno en la muestra,

que al multiplicarlo por el factor 6.25 nos da el porcentaje de proteina cruda.

Materiales y reactivos:

e Digestor TECATOR, mod. Ab 20/40

e Microdestilador TECATOR AUTO KJELTEC, No. 1030

e Tubos de digestion de 75 mL

e Mezcla digestiva (3 g de CuSO4 5H,0, 50 mL de H3PO4 y 430 mL de HySO4
conc)

e Peroxido de hidrogeno al 30 %

e Sulfato de potasio RA
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e Solucién de NaOH al 40 %

e Solucion de acido bérico con indicador (se disolvieron 100 g de acido bodrico
en 10 L de agua destilada, posteriormente se agregaron 100 mL de verde de
bromocresol ( 100 mg en 100 mL de CH3CH,OH), después se adicionaron 70
mL de rojo de metilo(100 mg en 100 mL de CH3;CH,OH) y finalmente se agitoé
vigorosamente).

e Solucion de acido clorhidrico 0.01 N valorada

Procedimiento

Se pesaron de 20-80 mg de muestra (dependiendo del contenido de proteina
esperado) en papel cebolla y se introdujeron en el tubo de digestion, se adicionaron
aproximadamente 0.5 g de K;SO4 y 3 mL de mezcla digestiva y se colocaron en el
digestor a una temperatura de 370 ° C durante 15 min; pasando este tiempo se
sacaron y dejaron enfriar los tubos y se adicionaron 1.5 mL de H»O; 30 % y se
colocaron de nuevo en el digestor hasta que terminara la digestion( al quedar el
contenido traslucido o incoloro).

Al terminar la digestion se dejaron enfriar y se les agregaron 25 mL de H,O
destilada y se realiz6 la destilacién en el equipo AutoKjeldahl, el cual dio la lectura
de los mL gastados en la titilacion de la muestra, los cuales se utilizaron para
conocer el % de nitrdgeno, contenido en la misma. Ademas de las muestras se

preparo un blanco de glucosa.

Calculos

% de Nitrogeno = (( mL mtra — mL blanco) x N x meq x 100) / m

% Proteina cruda = % Nitréogeno x 6.25(factor)

47



donde:
N = normalidad de la sol de HCI
meq = miliequivalentes de nitrégeno (0.014)
m = peso de la muestra (Q)
4.3.9 Determinacion de triptofano por hidroélisis alcalina!'*??

Fundamento

El método se basa en Ila condensacion del triptéfano con el p-
dimetilaminobenzaldehido en medio acido. Dicho producto de condensacion es
tratado con solucion de nitrito de sodio, produciéndose una coloracion azul
proporcional a la cantidad de triptéfano presente en la muestra. En la figura 6, que

se muestra a continuacion, se presenta dicha reaccion.

NH,
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Figura 6. Reaccion quimica para el desarrollo de color del triptofano con p-
dimetilaminobenzaldehido.

Material y reactivos:
e Digestor marca TECATOR mod. 1001-LTN
e Agitador Vortex marca LAB-LINE INSTRUMENTS, mod. Super-mixer # 1290

e Rotavapor marca BUCHI, mod. R.
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e Espectrofotdmetro GENESYS 10 Series

e Potenciometro marca CORNING, mod. 10

e Hidréxido de litio 4 N

e Tubos de cultivo con tapén de rosca y cubierta de teflon marca PYREX No.
9826

¢ Acido o-fosforico concentrado

e Buffer de fosfatos pH=7

e Solucion lavadora: agua-etanol (3:1, v/v) con hidroquinona al 0.01% como
agente antioxidante

¢ Nitrito de sodio 0.2 %: pesar 200 mg de nitrito de sodio y aforar a 100 mL con
agua destilada.

e Solucion estandar de triptéfano ( 0.05 mg /mL): pesar 12.5 mg de triptéfano y
aforar a 250 mL con agua destilada

e p-dimetil-amino-benzaldehido (PDAB) al 0.5 %: pesar 0.5 g de PDAB y
disolverlos con HCI concentrado, aforar a 100 mL con HCI concentrado.

e Tubos de ensaye de 16 x 150

Procedimiento:

Se pesé la cantidad de muestra finamente molida (<5% de grasa) dentro del tubo
de hidrodlisis. A continuacion se adicioné con mucho cuidado la cantidad de alcali
requerida, para tratar que toda la muestra se humedeciera con dicho reactivo

utilizando un agitador mecanico

A=01x100/%P B=4x100/%P
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Donde: A: cantidad de muestra (g)
B: mL de alcali (LiOH 4N)
% P : porcentaje de proteina en la muestra
se le insuflo nitrdgeno y se cerraron con tapdn de rosca. La hidrélisis se llevo a 145

°C y el tiempo dependia del contenido de proteina en la muestra

contenido de proteina % tiempo de hidrdlisis
9- 35 8 horas
> 35—-64 6 horas
> 64 — 91 4 horas

Transcurrido el tiempo de hidrélisis se dejo enfriar el tubo y se trasvasé
cuantitativamente el contenido a un vaso de precipitado, dandole algunas lavadas
con solucion lavadora. Se procedié a ajustar el pH del hidrolizado cerca de la
neutralidad con acido o-fosforico concentrado, con la ayuda de un potenciometro
(6.8 £ 0.2), enseguida se elimind el precipitado por filtracion al vacio sobre papel
doble del 50 y se lavd con solucién lavadora.

El hidrolizado filtrado se pasé a un matraz de bola y con la ayuda del rotavapor se
elimino el exceso de solvente hasta que se tenia un volumen de hidrolizado < 25 mL.
Por ultimo se llevo el volumen del hidrolizado a 25 mL en un matraz aforado y se
aforo.

Elaboracion de la curva estandar: de 0 a 100 ug de triptofano. Se tomaron
0.0,0.4,0.8,1.2,1.6 y 2.0 mL de sol estandar de triptofano. Se llevaron a 2 mL cada
uno de los tubos con agua y se les adicioné 7.5 mL de PDAB, agitandose para
después dejarlos 15 min en la oscuridad, se les agregé 0.5 mL de nitrito de sodio, se
agitaron nuevamente y se dejaron en reposo por 15 min. Pasado el tiempo se

leyeron las absorbancias a 590 nm.
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Se tomaron tres alicuotas de 2 mL cada una. Un tubo fue el blanco de la muestra
y a este se le adicionaron 7.5 mL de HCI conc, en tanto que a los otros dos se les
adicion6 7.5 mL de PDBA, se agitaron y se dejaron reposar 15 min en la oscuridad,
después de ese tiempo se les agregd 0.5 mL de nitrito de sodio, agitandose y
dejando 15 min en oscuridad. Pasando el tiempo se leyeron las absorbancias a 590

nm.

Calculos

A los tubos problema se les restd la absorbancia del blanco de la muestra y el
resultado se interpold en la curva estandar, considerando el aforo y la alicuota
utilizada.

Recordando que para reportar el triptéfano en g/100 g de proteina fue necesario

conocer el porcentaje de proteina de la muestra.

g de triptéfano /100 g muestra = (5 x A x 100 / a x M) x (1/ 10°%)
donde:
0 =ug de triptéfano obtenido por interpolacion
A = aforo

a = alicuota

M = peso de la muestra (g)

1/10° = factor de conversion de uga g

g de triptéfano /100 g proteina= (g triptéfano/ 100 g mtra)( 100 g mtra/ %

proteina)
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4.3.10 Determinacién de metionina''¥

Fundamento

Este método colorimétrico para la determinaciéon de metionina en proteinas se

basa en el color rojo formado cuando una solucion alcalina de metionina y

nitroprusiato de sodio es acidificado, utilizando una hidrdlisis acida y la adicion de

glicina para eliminar los efectos producidos por el triptéfano y la histidina sobre la

determinacion.

Materiales y Reactivos

Digestor marca TECATOR mod. 1001-LTN

Agitador Vortex marca LAB-LINE INSTRUMENTS, mod. Super-mixer # 1290
Rotavapor marca BUCHI, mod. R.

Potenciémetro marca CORNING, mod. 10

Espectrofotometro GENESYS 10 Series

Tubos de cultivo con tapon de rosca y cubierta de tefldn marca PYREX No.
9826

Acido o-fosforico concentrado

Matraz de bola de 50 mL para el rotavapor

Solucion lavadora: agua-etanol (3:1, v/v)

Nitroprusiato de sodio 10 %

Solucion estandar de metionina (1 mg /mL): se disolvié 100 mg de metionina
en 5 mL de HCI 6N y se afor6é a 100 mL con agua destilada.

NaOH 5 N

HCI6 N

Solucién de Glicina al 3 %
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e Solucion A (se pesd la cantidad de los siguientes aminoacidos (en mg):
Alanina 20, arginina 48, ac. Aspartico 60, Cystine 10, Glicina 5, Ac. Glutamico
210, Histidina 30, Hidroxipolina 10, Isoleucina 50, Leucina 100, Lisina
60, Fenilalanina 40, Prolina 80, Serina 60, Treonina 45, Triptofano 12,
Tirosina 65, Valina 60; se disolvieron en poco HCI 6N y se aforé a 100 mL).

e Tubos de ensaye de 16 x 150

Procedimiento:

Se peso la cantidad de muestra finamente molida (<5% de grasa) dentro del tubo
de hidrdlisis. A continuacion se le adicion6 con mucho cuidado la cantidad de HCI 6
N requerido, tratando que toda la muestra se humedeciera con dicho reactivo

utilizando un agitador mecanico

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

Donde: A: cantidad de muestra (g)

B: mL de acido (HCI 6N)

% P : porcentaje de proteina en la muestra
se le insuflé nitrégeno y se cerraron con tapon de rosca. La hidrolisis se realizé a
145 °C £ 1 °C durante 4 horas.

Transcurrido el tiempo de hidrélisis se dejo enfriar el tubo y se trasvasd
cuantitativamente el contenido a un matraz de bola de 50 mL, dandole algunas
lavadas con solucion lavadora. Con la ayuda del rotavapor se elimind el exceso de
solvente para poder llevar a sequedad (cuidando de no excederse un tiempo mayor
a 30 min). Se le adicion6 agua destilada caliente al matraz para disolver la muestra

afiadida en él y se procedié a eliminar el precipitado por filtracién al vacio sobre
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papel doble Whatman #50. Por ultimo se ajusto el pH a 6.5-7 y se llevo el volumen
del hidrolizado a 25 mL en un matraz aforado.

Elaboracion de la curva estandar: de 0.1 a 2 mg de metionina. Se colocaron 0.1,
0.3, 0.5, 0.8, 1.0, 1.5y 2.0 mL de sol estandar de metionina en tubos de ensaye y se
les adicion6 a cada tubo 2 mL de la solucién A. Se llevaron a 5 mL cada uno de los
tubos con agua y se les adicion6 1 mL de NaOH 5N. Se agitaron y se les adicioné
0.1 de nitroprusiato de sodio 10 %. Se colocaron en un bafo a 30 °C por 10 min, se
les adicioné 2 mL de glicina 3%, se agitaron y dejaron reposar por otros 10 min a
30°C., para después agregarles 2 mL de &acido fosforico, se agitaron y dejaron
reposar 5 min y posteriormente se leyeron las absorbancias a 510 nm.

Se tomaron tres alicuotas de 4 mL cada una. Un tubo fue el blanco de la muestra,
al cual se le adicionaron 1 mL de agua y 1 mL de NaOH, en tanto que a los otros dos
se les adiciond 1 mL de agua,1 mL de NaOH y 0.1 mL de nitroprusiato, se agitaron y

se procedi6 a realizar el mismo procedimiento que para la curva estandar.

Calculos

A los tubos problema se les restd la absorbancia del blanco de la muestra y el
resultado se interpold en la curva estandar, considerando el aforo y la alicuota
utilizada.

Recordando que para reportar la metionina en g/100 g de proteina fue necesario

conocer el porcentaje de proteina de la muestra.

g de metionina /100 g muestra= (5 x A x 100/ a x M) x (1/ 10°)
donde:
® = mg de triptéfano obtenido por interpolacion

A = aforo
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a = alicuota
M = peso de la muestra (g)

1/10° = factor de conversién de mg a g

g de metionina /100 g proteina= (g metionina/ 100 g mtra)( 100 g mtra/ %

proteina)

4.3.11 Inhibidores de tripsina_?"

Fundamento

La técnica de Kakade se basa en observar la inhibiciéon producida por un extracto
acuoso de la muestra sobre una solucion estandar de Tripsina.

El extracto directo o diluido se pone en contacto con una solucion estandarizada
de tripsina, y después de cierto tiempo se determina la actividad proteolitica
remanente, por medio de un sustrato sintético (BAPNA), el cual produce una
coloracion que se lee en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm.
Dicha coloracion es inversamente proporcional al contenido de inhibidores en la
muestra. Y por definicion una unidad de actividad de tripsina(UT) es equivalente a

0.01A.

Material y reactivos:
=  Potencidmetro marca CORNING, mod. 10
= Parrilla de multiple agitacion marca CORNING STIRRER
= Bafio Maria.
= Espectrofotometro GENESYS 10 Series
= NaOH 0.01N
= HCI0.001N

» Acido acético 30%
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» Solucién amortiguadora TRIS (hidroximetil-amino-metano) pH 8.2, 0.05M (se
pesaron 6.05 g de TRIS y 2.94g de cloruro de calcio (CaClx-2H,0), se
disolvieron en 900 mL de agua destilada y se ajustd el pH a 8.2 que
enseguida se afor6 a un volumen de 1L)

» Solucién estandar de Tripsina bovina (SIGMA # T-8253) (100 mg de BAPNA
se disolvieron en 2.5 mL de dimetilsulféxido y que se diluyeron en 250 mL con
amortiguador TRIS previamente calentado a 37°C).

= Solucién BAPNA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCI) (SIGMA B-4875) (se

pesaron 4 mg de tripsina bovina y se disolvieron en 200 mL de HCI 0.001N).

Procedimiento

a) Preparacion del extracto

Se pesaron un gramo de la muestra finamente molida en un vaso de precipitados,
se le adicionaron 45 mL de NaOH 0.01N, se ajust6 el pH de esta suspensién a
9.6%0.2 y se afor6 con NaOH 0.01 N a 50 mL. Enseguida se pas6 a un vaso que
contenia un magneto para agitar la suspension por espacio de 2 72 hrs a 300 r.p.m.
Después de dicho tiempo se detuvo la agitacion, dejando reposar por 30 min. Y por
simple decantacion se obtuvo el sobrenadante desechandose el residuo insoluble. El
sobrenadante debia ser diluido hasta el punto que 1.0 mL produzca una inhibicién de

40-60% para reducir la desviacion estandar relativa.

b) Determinacion de la actividad
Porciones de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4 y 1.8 mL de extracto directo o diluido se pipetearon
a tubos de ensaye por duplicado (2 series de 5 tubos) ajustandose el volumen a 2.0

mL con agua destilada. Se introdujeron a bafio maria a 37°C. A una serie de los 10
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tubos se les adiciond6 2.0 mL de solucién estandar de ftripsina (previamente
mantenida a 37°C) a cada tubo, se agitd y se mantuvo el contacto inhibidor-tripsina
por espacio de 10 min en el bafio a 37°C. A continuacién se le adicionaron 5.0 mL de
solucion de BAPNA (previamente mantenida a 37°C), se agité y se mantuvo dicha
mezcla de reaccién por 10 min exactos (con cronémetro) en el bafio a 37°C. La
reaccion enzimatica se detuvo por la adicién de 1.0 mL de acido acético al 30%
agitandose inmediatamente.

A la segunda serie de tubos se les hizo el mismo tratamiento, sélo que, en este
caso los reactivos (estandar de tripsina, acido acético al 30% y BAPNA) se
adicionaron sucesivamente, sin espacio de tiempo entre las adiciones y agitando
inmediatamente terminada la adicién del BAPNA, cada tubo de esta serie fue el
blanco respectivo de la primer serie.

Figura 5. Procedimiento general de la metodologia

mL mL mL
CLAVE Extracto mL Agua Est_angjar BAPNA mL a.A.
Tripsina
Bl 1.8 0.4 20+1aA. 5 -
1 1.8 0.4 2.0 5 1
B2 1.4 0.6 20+1aA. 5 -
2 14 0.6 2.0 5 1
B3 1.0 1.0 20+1aA. 10min 5 10min -
3 1.0 1.0 2.0 _— > 5 E— 1
B4 0.6 1.4 20+1aA. 5 -
4 0.6 1.4 2.0 5 1
B
referencia 0.0 2.0 20+1aA. 5 -
(tripsina)
IR || 2.0 2.0 5 1
(Tripsina)
B (Blanco)

a.A. (acido aceético al 30%)

La lectura en el espectrofotdmetro se realizdé a 410 nm y se registro. El tubo que
no contenia extracto fue la referencia (40 (g de tripsina/10 mL), sobre el cual se

basaron los calculos.
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Calculos
Una unidad de tripsina (UT) es arbitrariamente definida como un incremento de
0.01 unidades de Abs a 410 nm por 10 mL de mezcla de reaccion. Asi la lectura de

Abs. (A) se puede pasar directamente a UT, asi que UT = Abs - 100.

Debido a que se tiene una serie de alicuotas del extracto, se tendrian entonces
una serie de valores de U.T. Estos valores de U.T. deben ser restados al valor de
referencia (0.0 mL de extracto, 40 [Ig tripsina/100 mL) para asi obtener el valor de
unidades de tripsina inhibida (U.T.l.). Después calcular el valor de U.T.l./mL de cada
una de las alicuotas tomadas del extracto y calcular el promedio de U.T.l./mL. La
actividad de inhibidores de tripsina se expresa en términos de U.T.l./g muestra.

B x F x (50mL/1000mg) = U.T.l./mg de muestra.

Donde:

B = valor extrapolado o promedio en U.T.l./mL

F = Factor de dilucién, cuando se trabaja el extracto directo F = 1.

F = Ads/al x Adlaz

50mL = del primer aforo realizado con NaOH 0.01N

1000mg = 1g de muestra que se peso para preparar el extracto (si no se peso
exactamente 1g de muestra entonces se procede a realizar la relacion necesaria

para reportar el resultado con respecto a 19)

Donde:
A, = Aforo
A, = alicuota
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4.3.12 Determinacion del proceso éptimo de coccion
Se llevd a cabo un seguimiento en el contenido de lectinas presentes en las

muestras después de someterlas al proceso de cocciéon a diferentes tiempos, asi
como también el contenido de inhibidores de tripsina, triptofano y metionina
existentes en las mismas, con lo cual se pretende encontrar el proceso adecuado,
en donde se presente la eliminacion o casi completa inactivacion de los factores
téxicos mas relevantes y la minima disminucion del contenido de los aminoacidos
indispensables limitantes termolabiles.
4.3.13 Determinacion de la Relacion de Eficiencia Proteinica (REP)®®

Como fase final de este trabajo de investigacién, se procedio a realizar un ensayo
bioldgico, con el fin de corroborar los resultados obtenidos del punto éptimo de
cocciéon con parametros quimicos analiticos.

Elaboracion de dietas para la prueba bioldgica

Para la preparacién de las dietas utilizadas en el ensayo, se determind a cada
una de las muestras el analisis proximal para poder ajustar los nutrimentos a la
composicion de la dieta de referencia y hacer las comparaciones pertinentes.

Se prepararon las siguientes dietas (de manera que fueran isoproteicas e
isocaldricas, partiendo del analisis proximal realizado previamente):

e Dieta de Referencia ( Caseina con un nivel del 10% de proteina )

e Dieta de frijol Crudo

e Dieta de frijol cocido 15 min

e Dieta de frijol cocido 30 min

e Dieta de frijol cocido 60 min

¢ Dieta de frijol cocido 120 min

e Dieta de frijol cocido 120 min con metionina
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Cabe mencionar que la dieta con metionina se preparé y se utilizé una semana
después de empezar con el ensayo, ya que al observar durante toda esa semana el
comportamiento de los animales, se notd que no habia un incremento en peso de los
animales alimentados con la dieta de 120 min, es por ello que se preparé dicha dieta
con el fin de comparar los resultados con los de la dieta sin metionina.

Material requerido para la preparacion de la dieta:

» Balanza granataria

» Recipientes para pesar

= Caseina MP Biomedicals inc. LLC, 960128

= Sacarosa comercial Cucurumbe®

» Glucosa USP Comercial Quimica BARSA S. de R.L.

= Dextrina Maizena®

» Aceite de maiz Patrona®

» Manteca vegetal INCA®

»= Mezcla de vitaminas MP Biomedicals inc. LLC, 904654

= Mezcla de minerales MP Biomedicals inc. LLC, 902842

= Colina

= Celulosa SIGMA C-8002
Procedimiento de preparacion de dietas:

Se prepararon las dietas con frijol crudo y procesado. Es importante que las
dietas estén correctamente preparadas. Para que las dietas sean isocaldricas e
isoproteicas con respecto a la dieta de referencia (caseina) fue necesario tener el
analisis proximal de las muestras, el cual se presenta en la tabla 9 de resultados.
Con ello se realizaron los calculos pertinentes para obtener asi la siguiente

formulacién de las dietas, basandose en la dieta de referencia.
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Tabla 5. Dietas de referencia y de frijol peruano utilizadas para el bioensayo

Ingredientes

Caseina

Frijol Cocido Frijol Cocido Frijol Cocido

Frijol Cocido Frijol Cocido

(82.4 % de proteina) Frijol Crudo 15 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos 120 minutos
con Metionina
Fuente de proteina 12.14 52.88 50.33 49.04 49.31 50.20 50.20
Sacarosa 22.00 10.73 10.94 11.20 11.12 10.63 10.63
Glucosa 19.00 9.26 9.45 9.67 9.60 9.18 9.18
Dextrina 25.00 12.19 12.43 12.72 12.63 12.08 12.08
Manteca vegetal 8.00 7.66 7.63 7.65 7.67 7.62 7.62
Aceite de maiz 6.00 5.74 5.72 5.74 5.76 5.72 5.72
Mezcla de minerales 4.00 2.02 2.06 2.05 2.09 1.99 1.99
Mezcla de vitaminas 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Colina 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
Celulosa 150 0 - e e e 018 0 -
Metionina 0.20
Total 100.00 102.88 100.96 100.47 100.58 100.00 100.02

Nota: Los valores estan expresados en g /100 g de dieta aproximadamente
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Una vez elaboradas las dietas fue necesario realizar la determinacion de proteina
en éstas, asi como su densidad calérica con el fin de corroborar que fueran

isoproteicas e isocaldricas (ver ANEXO II).

Seleccion y Preparacioén de los animales

Para el método de REP se acepta que la ganancia en peso de los animales de
ensayo provee una medida confiable del valor nutricional de la fuente de proteina de
una dieta; sin embargo, ya que factores tales como edad, sexo, periodo de ensayo,
nivel de proteina entre otros, definitivamente afectan la determinacién del REP, a
continuacion se mencionan los minimos requerimientos para llevar a cabo este
bioensayo.

Se deben emplear ratas macho Wistar o Sprague Dowley ya que los expertos en
estos bioensayos manifiestan que en los estudios de nutricion realizados con estas
especies de roedor, su crecimiento refleja fielmente la calidad nutricional de su
alimentacion; ademas las ratas son poco sensibles a los factores ambientales e
infecciosos a diferencia de otros roedores. Las ratas deben ser de 21 a 23 dias de
edad (recién destetadas) y el intervalo de peso de las ratas no debe rebasar los 10
gramos.

El periodo de ensayo va de 21 a 28 dias y deben mantenerse con alimento y
agua ad libitum, en condiciones de 12 horas de iluminacion por 12 horas de
oscuridad con una temperatura de 23 a 24 °C ,y una humedad relativa entre 30 a 35

%.
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Reactivos y material especial

Dieta de referencia (caseina)

Dietas de la fuente de proteina a evaluar (isoproteinicas e isocaldricas)
Jaulas individuales de acero inoxidable

Comederos y bebederos

Balanza granataria para pesar animales pequeinos de laboratorio
Balanza analitica (SARTORIUS ANALITYC)

Papel manila

Cernidor (de 2 £ 0.5 mm de abertura)

Franela o trapo limpio

Procedimiento

El numero de ratas para cada lote de la dieta de estudio y la de control (caseina)

fue de 6 ratas por lote (a excepcidon del frijol crudo que solo fueron 4). Todos los

animales se pesaron y después se ordenaron los pesos de forma ascendente:

P1,P2,P3,P4,P5,Ps,P7,Pg,Po,........... P

Se colocaron los animales en las jaulas individuales del estante metalico, siguiendo

la distribucidn de culebra japonesa como se indica a continuacion:
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Control Dieta A Dieta B Dietan

F Pg P; Pe P,
P'_'] PH:' P11 P‘?
|
Pis Pis P4 Pia

Figura 7. Culebra Japonesa

Una vez distribuidos los animales en las jaulas individuales se les coloco el
comedero con la dieta correspondiente, en cantidad que siempre contuvo exceso de
alimento para que su consumo fuera ad libitum, lo mismo se debe hacer con el
bebedero. Como las ratas al alimentarse tienden a desperdiciar alimento, fue
conveniente colocar debajo de cada jaula una charola hecha con papel manila para
recuperar este alimento separandolo de las heces con la ayuda de un cernidor y
considerar el alimento real ingerido. Los animales se pesaron cada tercer dia y se
registro el peso de cada rata y el alimento ingerido considerando el alimento
recolectado de la charola de papel manila. Esto se realizé durante los 21 dias que
duré el experimento.

Para llevar a cabo el control de datos, fue necesario contar con un formato para
anotar adecuadamente los resultados obtenidos a través del periodo de

experimentacion (Ver Anexo ).
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Calculos
Contando con los resultados al final del experimento, se procedié a calcular el

REP de cada uno de los animales, de acuerdo a la siguiente formula:

REP =AP/ ZAIxF

Donde:
AP = Incremento de peso (expresado en gramos)
2Al = Alimento ingerido acumulado o total (expresado en gramos)

F = factor de conversion unitario de alimento a proteina

Ya que los métodos biolégicos con mucha frecuencia presentan variacion
interlaboratorios, no es sorprendente que exista una variacion considerable entre
laboratorios, en la obtencidén del valor absoluto de una variable biolégica y como el
REP no es la excepcidn, algunos investigadores han sugerido expresar el valor del
REP en términos de Relaciéon de Eficiencia Proteica ajustada o corregida (REP,);
para lo cual, es necesario contar con el valor experimental de este indice bioldgico
del lote de animales alimentados con la dieta de caseina (referencia) que cumplan
los requisitos minimos de experimentacion. Se le ha asignado un valor
estandarizado de REP de 2.5 a la proteina de referencia; por tal motivo, es

conveniente informar el resultado en términos de REP;:

REP. = REP prueba ( REP CASEINA siq/ REP CASEINA ;)
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Donde:
REP PRUEBA = REP experimental de la proteina a evaluar
REP (CASEINA) ¢¢ = REP de caseina estandarizado = 2.5
REP (CASEINA) ¢, = REP de caseina obtenido en el presente experimento
4.3.14 Determinacién de la Densidad Energética de Alimentos

Fundamento

Los organismos vivos y especificamente el hombre necesita de energia para
desempenar sus actividades diarias aun estando en reposo absoluto como dormir.
Una forma practica de obtener el contenido energético o densidad caldrica de un
alimento o dieta es utilizando el método directo con una bomba calorimétrica, la cual
determina la energia liberada por la completa oxidacién del alimento (Energia Bruta
0 gruesa), siendo que el cuerpo la realiza de forma incompleta®. El principio esta
basado en la primera ley de la termodinamica:" la energia en cualquier proceso fisico
0 quimico no se crea ni se destruye”, ya que hay una conversion de la energia
quimica en la produccién de energia térmica, la cual se detecta por el cambio en la

temperatura.

Material y reactivos:
= Acido benzoico (Patron de referencia cuyo valor cal6rico estaba certificado)
* Desecador de vidrio
» Balanza analitica (SARTORIUS ANALITYC)
» Estufa de secado a presion reducida BLUE M
» Mecha de algodén de 75 mm de longitud

=  Crisol de acero inoxidable de 25.4 mm de diametro

8 En especial para el caso de las proteinas, ya que parte del nitrégeno de las proteinas ingeridas son excretadas
como urea, acido drico y creatinina en la orina.
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» Mango metalico compactador

= Bomba calorimétrica balistica GALLENKAMP

Procedimiento:

Se pesaron aproximadamente 800 mg de muestra para las dietas, se colocaron
en un crisol metalico a peso constante junto con la mecha de algodén, y se procedid
a pesar cada crisol, el peso se registro el cual correspondia al peso preliminar (Pp).
Se compactaron las muestras con el mango metalico de forma que quedara lo mas
uniforme posible y un extremo de la mecha dentro de éstas, y se volvidé a pesar el
crisol con la muestra compactada, el cual fue el peso final (Pf).

Se colocaron los crisoles de uno en uno en la base superior del pilar central de la
bomba y se introdujo la punta suelta de la mecha en el alambre de ignicién, se cerrd
el cilindro con el capuchdn de forma tal que quedara un cierre hermético y se colocé
el sensor del termopar en el orificio del capuchén. Se utilizé un cilindro de oxigeno
para que se tuviera una presion en la bomba de 25 bars de 20 a 30 segundos,
alcanzada la presion se cerré la valvula de paso y se ajusto el indicador del
galvanémetro a cero, mantenidas las condiciones por 10 segundos se oprimié el
boton de ignicion y comenzé la combustidn que dio una lectura maxima en el
galvanémetro, la cual se registrd. Se desconecto el sensor, se liberaron los gases y
se quitd el capuchoén para atemperarlo con agua fria para la siguiente determinacion.

La determinacion se hizo para cada dieta y se realizo por triplicado.
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Calculos:

Se utilizé una curva de calibracién de acido benzoico (ANEXO IV), donde las
lecturas que se obtuvieron para la combustidén del acido benzoico, se convirtieron los
gramos del acido a kj y kcal, siendo que 1g de acido benzoico = 26454.3
joules=26.45 kj y 4.1868 kjoules = 1 kcal., con estos datos se traz6 la curva de
contenido calérico en kj (abscisas) vs lectura del galvanémetro (ordenadas) y solo se
interpold la densidad caldrica de cada muestra.

La densidad caldrica de la muestra se calcul6 de la siguiente forma:

kj / 100g de muestra = Lectura (kj) x 100 / peso de la muestra (g)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Contenido de lectinas en variedades de frijol comercial
De acuerdo con estudios anteriormente realizados (8), se conoce que las

variedades de P. vulgaris con la mayor cantidad de lectinas son el frijol Peruano y el
frijol Mayocoba, por lo que fueron seleccionadas dichas variedades de frijol
comercial para comenzar con dicha investigacion.

Se realizd la determinacion semicuantitativa de lectinas por triplicado como
minimo para cada muestra, o que permitid seleccionar una de ellas, asi, la que
tuviera el mayor titulo en la determinacion seria la muestra que se utilizaria para el
desarrollo de este trabajo.

Los datos obtenidos para este analisis se muestran en la tabla 6, en los que se
consideré como titulo el valor de la mediana.

Tabla 6. Contenido de Lectinas en las muestras de frijol comercial

Frijol Comercial Marca Contenido de Lectinas
Titulos Titulo® UHG/g muestra®
Peruano Morelos 35 32 30 32 401.72 + 0.56
Amarillo 29 33 32 32 401.62 + 0.46
Mayocoba El labrador 19 21 20 20 -
La merced 18 20 19 19 -

“Valor de la maxima dilucion que manifiesta prueba positiva de hemaglutinacion, expresado como la
mediana de la determinacion (determinacion semicuantitativa)
" Valor expresado en unidades de hemaglutinacion (UHG)/g muestra. 1 UHG equivale a 1 mg de
faseolotoxina (SIGMA # L-8754) (determinacion. cuantitativa)

se puede observar que la muestra de frijol Peruano Morelos y frijol Amarillo son las
que presentan el titulo mayor (notandose que tienen el mismo valor), asi que se
podria haber escogido cualquiera de ellas, sin embargo se opt6 por realizar la
determinacién cuantitativa de lectinas para observar de forma mas clara el contenido

real de éstas ( tabla 6), el cual se reporté en unidades de hemaglutinacion por gramo
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de muestra (UHG/g de muestra), donde 1 UHG es equivalente a 1 mg de
faseolotoxina(SIGMA # L-8754). Solo se considerd este analisis para las muestras
del frijol Peruano ya que presentaron el titulo mas alto en la prueba semicuantitativa.

5.2 Seleccion de la muestra
Para la seleccion de la muestra se tomd en cuenta el contenido de lectinas

presente en ella, donde el valor expresado en UHG/g muestra, tenia que ser el
mayor de forma tal que al aplicar los tratamientos térmicos se tuviera un mayor
rango y asi poder observar gradualmente la disminucién en el contenido de lectinas.
Como se puede observar en la tabla 6, no hay diferencia entre las dos muestra en
cuanto al contenido de lectinas por lo que se podia haber trabajado con cualquiera
de ellas, sin embargo también habia que tomar en cuenta que se contara con la
cantidad suficiente de muestra para el desarrollo de la investigacion.

Dicho lo anterior, se tiene entonces que la muestra con la que se realizaron los
procesos térmicos fue el frijol comercial Peruano de la marca Morelos, el cual
ademas de tenerse en mayor cantidad, contiene la mayor cantidad de lectinas

(401.72 UHG/g muestra).

5.3 Evaluacion de Factores Toxicos, Antinutricionales y Calidad Nutritiva de
los Procesamientos Térmicos

Con la muestra ya una vez seleccionada, se realizaron los procesos de coccion y

preparacion del material cocido citados anteriormente y se procedié a realizar la
determinacién cuantitativa de lectinas siguiendo el sistema de microtitulacion seriada
(9), los resultados obtenidos de esta determinacién se muestran en la tabla 7, donde
se puede observar que desde el proceso de coccion de 15 minutos ya la cantidad de
lectinas es muy baja y ademas ya no variaba en los siguientes procesos de coccion.
Ahora bien, al llevar a cabo la determinacion de Inhibidores de Tripsina (21) para

observar si ocurria lo mismo o si se observaba un descenso gradual en el contenido
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de éstos, se encontré que para el caso del frijol crudo la cantidad que se tiene de
Inhibidores ya es muy baja, de 2.61 UTl/mg muestra, y conforme a la técnica de
Kakade utilizada, valores por arriba de 10 UHT/mg muestra son de interés y valdria
hacer el seguimiento, es por ello que a pesar de que se realizaron las
determinaciones correspondientes, no se tomaron en cuenta las valores obtenidos

para los procesamientos (tabla 7).

Tabla 7. Factores Toxicos y Antinutricionales en el frijol Peruano crudo y procesado

Proceso térmico SIGLAS Contenido de Lectinas  Inhibidores de Tripsina
UHG/g muestra® UTl/mg muestra®

Frijol Crudo FCR 401.72 £ 0.56 2.61 £0.25

Frijol Cocido 15 min FC15 0.148 £ 0.09 1.19+0.11

Frijol Cocido 30 min FC30 0.144 £ 0.17 1.08 £0.22

Frijol Cocido 60 min FC60 0.147 £0.18 1.24 £0.25

Frijol Cocido 120 min FC120 0.141+£0.12 1.09£0.09

# Valor expresado en unidades de hemaglutinacién (UHG/g muestra), 1 UHG equivale a 1 mg de
faseolotoxina (SIGMA # L-8754)
" Valor expresado en unidades de tripsina inhibida (UTIl/ mg muestra)

Con lo que respecta al contenido de hemaglutininas, como ya se menciono desde
los 15 min el contenido es muy bajo y es que se ha reportado que al trabajar con
frijol pinto y darle un cocimiento a ebullicion y a presion se requirid 15 y 5 minutos
respectivamente para eliminar la actividad aglutinante con un proceso de coccion
(20). Asi que probablemente se hubiera observado un descenso gradualmente si los
procesamientos se hubieran llevado a cabo en un tiempo menor a los 15 minutos.

Para la evaluacion de la calidad nutritiva, se tom6 en cuenta el contenido de
metionina biodisponible (14) y del triptofano (13,22), los resultados obtenidos en
estas determinaciones se muestran en la tabla 8 (Curvas de calibracion en ANEXO

Iny.
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Tabla 8. Evaluacion de la Calidad nutritiva en el frijol Peruano crudo y procesado

Proceso térmico SIGLAS Contenido de Contenido de
Metionina"® Triptofano®
g Metionina /100 g g Triptofano /100 g
proteina proteina
Frijol Crudo® FCR 1.89+0.0721 a 0.86+0.1274 a
Frijol Cocido 15 min FC15 1.45+0.0281 b 1.22+0.0618 b
Frijol Cocido 30 min FC30 1.39+0.0252 bc 1.15+0.0355 bc
Frijol Cocido 60 min FC60 1.37+0.0153 ¢ 1.09 £0.0640 bc
Frijol Cocido 120 min FC120 1.13 £ 0.0400 d 1.06 £ 0.048 c

“ Se muestran los valores promedio + desviacion estandar (n=3), CV<5%.

Diferentes letras dentro de las columnas indican diferencia estadisticamente significativa.

" Valores reportados de metionina y triptofano son 0 .45-2.09 ,0.51-1.62g/100prot.,respectivamente.
Fuente (11)

En la figura 8 se presenta de forma gréfica los valores de lectinas, de metionina y
de triptéfano para cada uno de los procesamientos térmicos, con lo cual se puede
apreciar de forma mas clara el efecto que tienen los mismos tanto en los factores
téxicos como en la calidad nutritiva, notandose que hay una tendencia de

disminucién conforme aumenta el tiempo de coccion.

Lectinas % Met/Trip
UHG/g muestra en proteina
450 2
400 I - 1.8

300 - 1.4

A— \ - 12
250 / —8
-1
200

- 0.8
150 06
Lectinas =—#—met —l—trip )
100 - 0.4
50 - 0.2
O T T T T 0
FCR FC15 FC30 FC60 FC120

Tratamiento termico

Figura 8 Presentacion simuiltanea del descenso del nivel de lectinas y contenido de metionina y
triptofano bajo los diferentes procesamientos del frijol seleccionado
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5.4 Seleccion del procesamiento éptimo
Para seleccionar el procesamiento Optimo se debe tomar en cuenta aquel

tratamiento que presente el mayor grado de inactivacion de las aglutininas presentes
en la muestra original, sabiendo que por estudios anteriores han determinado como
nivel minimo de lectinas que no producen dafos clinicos, ni subclinicos valores
menores de 1 UHG/ g muestra(23). A la par dicho tratamiento debe mantener en la
muestra una buena calidad nutritiva, que para este estudio se midid6 en base al
contenido de Metionina y de Triptofano.

Con base a lo mencionado anteriormente se tiene que todos los procesamientos
realizados (FC15, FC30, FC60 y FC120) presentan ya un nivel bajo de lectinas y de
Inhibidores de tripsina, por lo que se podria escoger cualquiera de ellos ya que en
todos ya no existe riesgo de estos factores toxicos, sin embargo a pesar de esta
importante mejoria producida por el proceso de coccion, también existe el riesgo de
pérdida de calidad nutritiva por exceso de coccidn ya que tienen lugar diversas
reacciones quimicas que conducen a un descenso en la calidad de la proteina.
Dentro de las que se pueden mencionar las que se llevan a cabo entre aminoacidos
y azucares presentes (Reaccidén de Maillard), asi como aquellas que conducen a la
destruccion de aminoacidos sensibles al procesamiento térmico, por ello se
determino la cantidad de metionina y de triptéfano.

Ahora bien al medir la cantidad de metionina y de triptéfano para observar la
calidad de la proteina, se tiene que tanto para el caso de metionina como de
triptéfano, todos los procesamientos presentan diferencia significativa con respecto a
la muestra cruda (tabla 8), esto es que desde los quince minutos de coccién ya se
encuentra una pérdida significativa del aminoacido limitante metionina y conforme
aumenta el tiempo de coccion va disminuyendo este aminoacido. Mientras que para

el caso del triptéfano se obtuvo un valor menor en el frijol crudo que en los
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procesados, y de acuerdo con la bibliografia se ha reportado que una de las
proteinas presentes en el frijol es la globulina donde una fraccién de ella es una
proteina resistente aun al tratamiento con el alcali a pH 12.5 durante 24 horas y solo
le provoca una ligera disociacion(7), ademas se encontré que por efecto de la
coccion sobre las globulinas G1 y G2 la digestion de sus aminoacidos alcanzo
respectivamente valores de 56 y 82 % en relacion al de la caseina(15), por lo que se
podria decir que dicho aminoacido se encuentra presente en esta parte de la
proteina del frijol por ello es que al realizar la determinacion de triptéfano en el frijol
crudo el valor es menor y aumenta cuando se lleva a cabo la coccién, ya que se ha
reportado que la globulina G1 es la proteina mejor digerible después de su
desnaturalizacién, incrementando la calidad de la proteina después del
cocimiento(20); sin embargo al igual que la metionina después de los quince minutos
de coccion va disminuyendo el contenido de triptéfano conforme se aumenta el
tiempo de coccion.

Asi que para lograr escoger uno de los tratamientos se tomé en cuenta solo los
valores obtenidos de metionina ya que por parte del triptéfano no se puede observar
si hay una pérdida significativa en cuanto al valor del frijol crudo ya que es menor;
ademas el hecho de haber determinado metionina en las muestras cocidas es que
se conoce que los aminoacidos azufrados son deficientes en las leguminosas,
siendo la metionina el aminoacido limitante en ellas, y pierde su valor nutritivo
durante el procesado y almacenamiento del alimento (en este caso el frijol) como
otros aminoacidos ya que ocurren modificaciones como la oxidacién a metionina-
sulfoxido, metionina-sulfona y la racemizacion a la forma D-metionoina la cual no se
puede absorber(10); asi al realizar el ANOVA para el caso de metionina se tiene que

con la coccion de 15 minutos ya hay una pérdida significativa de este aminoacido
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con respecto al crudo, que es del 23.28 %, pero se podria escoger como el
tratamiento 6ptimo de coccion, sin embargo como se muestra en la tabla 8, no hay
diferencia entre el proceso FC15 y FC30 en cuanto al contenido de metionina,
mientras que con los demas si se encontrd; por o que se propone como aquel
tratamiento 6ptimo que elimina las lectinas de manera importante(99.96 %), a
niveles aceptables (<1UHG/g muestra) y presentd6 menor pérdida en cuanto a la
calidad de la proteina original al procesamiento FC15 y/o FC30, con pérdidas del
23.28% y 26.45 % respectivamente.

5.5 Seleccion del proceso é6ptimo de coccién por medio de un ensayo

biolégico
A continuacion se presentan los resultados del analisis proximal, realizados al

frijol crudo y procesado.

Tabla 9.Composicion proximal del frijol crudo y procesado,expresado en g/100 g de

muestra®
Componente FCR FC15 FC30 FC60 FC120
Humedad 8.21 5.53 4.85 5.21 4.75
Proteina® 18.91 19.87 20.39 20.28 19.92
Grasa 1.14 1.29 1.24 1.16 1.31
Cenizas 3.73 3.86 3.97 3.87 4.01
Fibra cruda 4.05 3.51 3.46 3.27 2.06
Hidratos de carbono® 63.96 65.94 66.09 66.21 67.95

% Se muestran los valores promedio de la determinacion con un CV<5%
" Proteina (Nx6.25)
“ Hidratos de carbono calculados por diferencia

Para fines de comparacion, se expresan estos resultados en base seca, los

cuales se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 10. Composicion proximal del frijol crudo y procesado, expresado en g/100g de
muestra® en base seca (BS).?

Componente FCR FC15 FC30 FC60 FC120
Proteina” 20.60 21.03 21.43 21.39 20.91
Grasa 1.24 1.37 1.30 1.22 1.38
Cenizas 4.06 4.09 4.17 4.08 4.21
Fibra cruda 4.41 3.72 3.64 3.45 2.16
Hidratos de carbono® 69.68 69.80 69.46 69.85 71.34

“: Se muestran los valores promedio de la determinacién con un CV<5%
" Proteina (Nx6.25)
“: Hidratos de carbono calculados por diferencia

Como se puede observar en la tabla 10, los datos obtenidos para el analisis
proximal del frijol crudo dieron menores al de los cocidos y se ha reportado que
ocasionalmente hay valores que exceden el 100 % de retencion de los componentes
del frijol al cocer, y que es atribuido a la variabilidad natural de la muestra y que
especialmente en el caso de la grasa y la fibra, los problemas son asociados con la
metodologia analitica (19).

En la siguiente tabla se muestra la composicion quimica general del grano crudo
del Phaseolus vulgaris. (7)

Tabla 11. Composicion quimica proximal del frijol crudo (P. vulgaris)
(porcentajes en base humeda y base seca)

COMPONENTE CONTENIDO BH CONTENIDO BS
Humedad 9.87
Proteina 24.13 26.77
Grasa 1.31 1.45
Hidratos de carbono 54.60 60.58
Fibra 5.62 6.24
Cenizas 4.46 4.95

Se puede notar que los valores obtenidos para el frijol crudo son similares a los

mostrados en la tabla 11, existe cierta variacidon porque los datos reportados en
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dicha tabla, son los valores medios de diferentes variedades de la especie P.
vulgaris.

Cabe mencionar que en el frijol con el que se trabajo, el contenido de grasa es
bajo (1.24 %) y el de hidratos de carbono es elevado (69.68 %) como se esperaba,
ademas el contenido de proteina (20.60 % ) se encuentra dentro del rango reportado
que va desde 18-33 %, esto siendo por las condiciones ambientales, y por la

variedad del frijol.

5.5.1 Determinacion de la relacion de eficiencia proteinica (REP)
Para evaluar la calidad de la proteina in vivo se prepararon siete dietas; cinco de

ellas representaban a cada uno de los tratamientos, FCR hasta FC120, en todas
ellas la unica fuente de proteina era el frijol; como se sabe que una coccidén excesiva
afecta la calidad proteinica se realizé una dieta mas de FC120 solo que esta fue
suplementada con 0.2 % de metionina con el fin de observar el efecto que tenia
sobre el crecimiento de las ratas. Con las dietas ya mencionadas y la dieta control
de caseina se llevo a cabo el ensayo bioldgico, mostrandose los datos obtenidos en
las tablas 12 y 13; ademas a cada dieta se le determino la cantidad de proteina y
contenido energético que con la ayuda de Analisis de Varianza se corroboré que
efectivamente fueran isoproteicas e isocaldricas con respecto a la dieta de

referencia Caseina (ANEXO II).
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Tabla 12.Resultados del ensayo biolégico (Relacién de Eficiencia Proteinica experimental)

Muestra REPexp
Frijol crudo (FCR) -14.07
Frijol cocido 15 min (FC15) 2.12
Frijol cocido 30 min (FC30) 1.66
Frijol cocido 60 min (FC60) 1.39
Frijol cocido 120 min (FC120) 0.46
FC120 suplementado (FC120Met) 3.11
con Metionina

Caseina 3.70

Se muestran los valores promedio de la determinacién, CV<15%.

Tabla 13. Resultados del ensayo biolégico (Relacion de Eficiencia Proteinica ajustado)

Muestra APeso/dia Alimento/dia REPjustado
FCR -1.27 a 0.90 a -9.50
FC15 1.03 b 482 b 1.43 3
FC30 0.75 bc 4.42 bc 1.12 b
FC60 0.51 «cd 3.67 «d 094 b
FC120 0.14 d 2.79 d 031 c
FC120Met 2.30 e 7.43 e 2.10 d
Caseina 3.40 f 8.87 f 2.50 e

Diferentes letras dentro de las columnas indican diferencia estadisticamente significativa

La dieta de FCR mostré un valor de REP negativo (-9.50), lo cual podria indicar
una baja digestibilidad de la proteina del frijol crudo, simplemente al considerar que
el material tiene un elevado nivel de lectinas y es que se ha reportado que ratas
alimentadas con globulina G1 cruda tienden a perder peso en forma similar a la de
ratas sometidas a una dieta libre de proteina (15); ademas el lote de animales

presentd los valores mas bajos , tanto en ganancia de peso como en alimento
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consumido por las ratas recién destetadas, e incluso se presenté el 100 % de
mortalidad a la segunda semana de desarrollo experimental.

Ahora bien, por el efecto téxico que tienen las lectinas sobre los 6rganos de las
ratas principalmente el intestino delgado, duraron solo nueve dias, siendo que se
esperaba que no duraran ni una semana; aun asi al no durar los 21 dias durante los
cuales se llevd a cabo dicho ensayo, no se consideré como parte del analisis
estadistico.

Se puede observar que el valor de REP obtenido para la dieta de caseina era lo
esperado, pero ademas se realizd la correccion para expresarla en términos de
REP,justado, donde se obtiene el valor de 2.5 que es similar al valor reportado en la
bibliografia (3) que es de 2.8, mostrandose asi una respuesta mas adecuada hacia
el ensayo bioldgico lo cual sirvié de referencia para la comparacién de las dietas de
frijol, ya que la dieta de caseina es una fuente de proteina de buena calidad y se
asume que la proteina de mayor calidad es la que apoya el maximo crecimiento de
un animal joven produciendo una tasa de crecimiento mas rapida (3), lo cual fue
observado durante el tiempo del ensayo sobre las ratas de esta dieta, llegando a
presentar los mayores valores tanto en incremento en peso como en alimento
consumido, como se puede observar de la tabla 13.

Se sabe que para la mayoria de las leguminosas el proceso de coccién induce a
una mejoria en el valor nutritivo, siendo que los valores de REP aumentan
significativamente en comparacion con la semilla cruda. Esto se puede notar en los
valores mostrados en la tabla 13, ya que al someter al frijol peruano a coccién
mejoro su valor de REP, obteniéndose un valor de 1.43 para el proceso FC15 que

fue el de menor tiempo de coccidn, lo cual concuerda con los valores reportados de
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REP para diferentes variedades de frijol comun cocido que se encontraron en un
intervalo de 1.0 a 2.0 (15).

Se puede observar también que conforme aumenta el tiempo de coccion los
valores del incremento en peso, alimento acumulado y REP van disminuyendo,
como ya se habia mencionado cuando es prolongado el tiempo de coccion tienen
lugar diversas reacciones quimicas que conducen a un descenso en la calidad de la
proteina, como lo es el oscurecimiento no enzimatico (Racciones de Maillard) que
puede destruir muchos aminoacidos en particular la lisina que es uno de los
aminoacidos mas labiles por su grupo aminico pero también puede generarse
perdidas de arginina y metionina. De este modo el oscurecimiento de Maillard
reduce la calidad proteinica de los vegetales ya que reduce los aminoacidos
esenciales y la digestibilidad del nitrégeno total. Aunque también el procesamiento
térmico a altas temperaturas por periodos extensos ocasiona otras reacciones
indeseables en la proteina como la oxidacion de aminoacidos (en particular
aminoacidos azufrados), alteracion de enlaces peptidicos entre aminoacidos, retraso
o impedimento de liberacion de los aminoacidos durante la digestion y formacién de
nuevas estructuras de aminoacidos o dipeptidos que no experimentan digestiéon y
procesos de absorcion de tipo normal (3).

La siguiente figura muestra graficamente el efecto del procesamiento térmico
sobre el valor nutritivo, como medida de la relacion de eficiencia proteinica (REP) del

frijol peruano.
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Variacion del REP vs tiempo
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Figura 9. Grafica de la variacion del REP conforme aumenta el tiempo de coccion del frijol peruano

De acuerdo a los resultados obtenidos del bioensayo para la dieta de FC120
suplementada con metionina se puede decir que tuvo un comportamiento en el
incremento del peso corporal de los individuos y alimento consumido mejor que los
de las dietas de los otros procesos térmicos, y muy semejante al de los individuos de
la dieta de caseina presentando diferencias significativas con todas las dietas, ya
que esta dieta suplementada se trabajé con el fin de corroborar la perdida de
metionina por un exceso de coccion sobre el frijol peruano y efectivamente se obtuvo
un valor de 2.10 siendo que la dieta de FC120 tuvo un valor de 0.31, por lo que se
puede notar que la dieta al ser suplementada incrementd su valor bioldgico casi siete
veces. Lo anterior se puede ver con mayor claridad en la figura 10, donde se
observa que la dieta FC120Met presenta una tendencia creciente como la dieta
control, mientras que para la dieta de frijol crudo se observa un decremento en el

peso por la presencia de factores toxicos, principalmente lectinas.
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Curva de crecimiento

120.00

100.00 —

80.00

60.00

40.00

Incremento de peso(g)

20.00

0.00
0 5 10 15 20 25

tiempo(dias)
e (A5€INA =l [, cocido 15 min s [ Cocido 30 min

seoess F Cocido 60 min = #= F. Cocido 120 min e F. Cocido 120 min + Met

F. Crudo

Figura 10. Curva de crecimiento

Es importante considerar que el factor principal del valor nutritivo de una proteina
lo constituye la composicidn y la proporcion de los aminoacidos indispensables
contenidos en ella. Por lo tanto el crecimiento del animal se vio reducido por las
deficiencias en aminoacidos indispensables, entre ellos la metionina que es el
limitante en las leguminosas, por llevar a cabo un exceso en el proceso de coccion,
lo cual es muy claro al compararlo con la dieta suplementada utilizada en este
ensayo bioldgico.

Con los valores obtenidos del REP (a excepcion de FCR), incremento en peso y
alimento consumido de cada dieta se realizaron los Analisis de Varianza y las

pruebas de Rango multiple (Duncan) correspondientes, utilizando el paquete
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estadistico StatGraphics plus V. 5, para determinar si habia diferencia significativa
entre las dietas trabajadas (en ambos casos a=0.05).

Con lo que respecta a la calidad de la proteina, la tabla 13 muestra en primer
lugar que se mejora la calidad de la proteina al cocer el frijol crudo por lo menos 15
minutos, y en segundo lugar se presentan diferencias estadisticamente significativas
entre todas las dietas (marcadas con letras diferentes para cada una de ellas) a
excepcion de la FC30 y FC60, lo cual muestra que hay pérdida significativa de la
calidad de la proteina por destruccion de aminoacidos indispensables conforme se
incrementa el tiempo de coccién en el frijol, mejorandose cuando hay una
suplementacién de metionina sobre la dieta de mayor tiempo de coccion (FC120).

Al igual que fue disminuyendo la calidad de la proteina conforme aumentaba el
tiempo de coccién, el incremento en peso y el consumo de alimento fueron
disminuyendo, asi las ratas que consumieron las dietas con un mayor tratamiento de
coccion (FC60 y FC120 min, no existe diferencia significativa entre ellas) tuvieron
ganancias de peso mas bajas y significativamente diferentes a la dieta de frijol
suplementada con metionina, lo cual indica una pérdida de este aminoacido durante
la coccién prolongada del frijol. Ademas se observa que existe una diferencia
significativa en la ganancia de peso de la dieta de Caseina con la dieta FC120Met
observandose una mayor ganancia en la dieta de caseina que en la suplementada
con metionina.

El consumo de alimento presentd las mismas caracteristicas que el incremento
en peso, asi el mayor consumo de alimento lo obtuvieron las ratas alimentadas con
la dieta de caseina, seguido por FC120Met y luego por la de menor cocimiento FC15
existiendo diferencia significativa, y disminuyendo conforme aumentaba el tiempo de

coccion. Se logré observar consumo superiores para la dieta FC120Met y menores
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para las demas dietas, siendo esto el producto del efecto de un imbalance de
aminoacidos, ya que se ha reportado que el consumo de alimento en ratas decrece
marcadamente cuando la dieta presenta niveles bajos de un aminoacido esencial y
que la suplementacion de metionina en dietas deficientes mejora el consumo del
alimento y la ganancia de peso, lo cual llevd a la conclusion de que el imbalance de
aminoacidos produce una alteracion en el cerebro de las ratas con lo que se afecta
el consumo del alimento (36).

Por lo mencionado anteriormente se puede decir entonces que al parecer en
todos los procesos térmicos utilizados ya hay pérdida significativa de la calidad
proteinica sin embargo se podria tomar como el proceso éptimo de coccioén del frijol
peruano al FC15 ya que presenta el mayor valor de REP encontrado, aunque no se
descarta la posibilidad de que pueda obtenerse un valor mas elevado si el tiempo
de coccién es menor a los quince minutos, haciendo la observacién que este tiempo
es el de permanencia a dada temperatura (121°C), sin considerar que hay un previo

y post calentamiento del frijol.
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6. CONCLUSIONES
* Se corroboro la existencia de dos variedades comerciales representativas de la
especie Phaseolus vulgaris con alto contenido de lectinas, las cuales fueron el
Frijol Mayocoba y el Frijol Peruano, mismas que se tomaron como punto de partida
para dicha investigacién, considerando diferentes marcas comerciales entre las
variedades, ya que puede existir diferencias dentro de lotes diferentes.
* Al determinar semicuantitativamente el contenido de lectinas se logré escoger a
la variedad de mayor contenido de lectinas, la cual fue el Frijol Peruano, que tuvo un
titulo de 32 para ambas marcas comerciales, mientras que el Mayocoba presenté
titulos cercanos a 20.
*  Se selecciond la muestra de Frijol Peruano Marca Morelos cuyo contenido de
lectinas fue de 401.72 UHG/g muestra, y a pesar de que la otra marca de frijol
peruano contenia un similar contenido de lectinas, no se tenia la cantidad suficiente
para completar los objetivos del presente trabajo.
*  Se obtuvo una inactivacion del 99.96 % de las lectinas presentes en la muestra
para todos los tratamientos utilizados, y solo se logro observar una disminucion
gradual para el caso de la calidad nutrimental, determinada por el contenido de

Metionina principalmente.

85



Se selecciondé a los procesamientos FC15 y FC30 realizados en autoclave
(121°C y 1.5 kg/cm2) como los 6ptimos, ya que ademas de tener un nivel de lectinas
bajo, se mostré6 que no habia diferencias significativas en cuanto al contenido de
metionina entre ellos, a pesar de que se tuvo una disminucion significativa de este
aminoacido del contenido original (23.28% y 26.45 % respectivamente).

* Una vez acondicionado el material biolégico procesado, se llevé a cabo el ensayo
bioldgico, con lo cual se corrobora que el procesamiento FC15 es el 6ptimo, ya que
al término de dicho ensayo, fue el que presenté el valor mayor de REP, sin embargo
no se descarta la posibilidad de que un menor tiempo de cocimiento pueda
proporcionar una mejor calidad nutritiva, siempre y cuando se disminuya
significativamente el contenido de lectinas; ademas, se pudo comprobar la perdida
de metionina por un exceso de coccidén sobre el frijol, ya que al suplementar con
metionina se obtuvo un valor de REP cercano al de la dieta de referencia

(caseina).

*

Se debe considerar que de todo lo anterior, no se toma en cuenta factores del
tipo sensorial, ya que como se menciono a lo largo de la investigacion la finalidad
principal fue encontrar el tratamiento que disminuyera el principal factor toxico en la

muestra seleccionada y que se conservara la calidad proteinica de la misma.
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8. ANEXOS

ANEXO I:

Tabla de registro de datos para los animales del bioensayo

Rata: Sexo: Peso inicial (Pi): Dieta:

Fecha:

Tiempo (dias)

Peso animal (Paia)

Incremento acumulado (Pgia-Pi)

Alimento inicial (I)

Alimento final (F)

Alimento ingerido (AI=I-F)

Alimento acumulado (ZAI)g4iz

Observaciones:




ANEXO II:
Resultados del Analisis Estadistico de las Dietas utilizadas en el ensayo
biolégico
Ho: No existe diferencia significativa en cuanto al contenido de proteina entre las
dietas

H;i: Existe diferencia significativa en cuanto al contenido de proteina entre las dietas

ANOVA DE DIETAS ISOPROTEICAS

Suma de .
Fuente de variacién cuadrados G.L. Cuadrado Medio Fo F, tablas
% Proteina (g/100 g muestra)  0.70145833 6 0.11690972  0.27224753 2.91527158
Error 5.58251667 13 0.42942436
Total 6.283975 19
0=0.05

como el valor de la Fp es menor que F de tablas, Hp no se rechaza, lo que quiere
decir que el contenido de proteina en todas las dietas es el mismo, de 10 %, o sea

que son isoproteicas.

Ho: No existe diferencia significativa en cuanto al contenido energético entre las

dietas
Hi: Existe diferencia significativa en cuanto al contenido energético entre las dietas

ANOVA DE DIETAS ISOCALORICAS

Fuente de Variacion STILICE G.L Cuadn.;do Fo F tablas
cuadrados medio
Kjoules/ g muestra 29.8387338 6 497312229 2.10718045 2.57271164
Error 49.5617583 21 2.36008373
Total 79.4004921 27
a=0.05

como el valor de la Fp es menor que F de tablas, Hy no se rechaza, lo que quiere

decir que el contenido energético en todas las dietas es el mismo, de 1800.33 kj/g o

sea que son isocaldricas.
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ANEXO Il :

Curva patrén de Triptofano

ug Trp mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs 4 promedio
0 0 0 0 0 0 0
20 0.4 0.152 0.194 0.085 0.083 0.129
40 0.8 0.383 0.34 0.235 0.241 0.300
60 1.2 0.581 0.564 0.376 0.397 0.480
80 1.6 0.816 0.808 0.574 0.575 0.693
100 2 1.064 0.998 0.753 0.752 0.892

1

0.8 /
o 06
(%]
c
2 04
s y =0.009x - 0.0369
< R’ =0.9938

0.2 '

0
20 40 60 80 100 120
-0.2

ug de triptofano




Curva patron de metionina

mg Met mL Abs 1 Abs 2 Abs 3 promedio
0 0 0 0 0 0
0.1 0.1 0.023 0.029 0.025 0.026
0.3 0.3 0.085 0.081 0.083 0.083
0.5 0.5 0.179 0.136 0.154 0.156
0.8 0.8 0.215 0.212 0.21 0.212
1 1 0.255 0.263 0.259 0.259
1.5 1.5 0.351 0.392 0.368 0.370
2 2 0.49 0.499 0.493 0.494

0.6 T

0.5 1

Absorbancia
o o
w ~

o
N

0.1

y=0.2438x +0.0111
R’ =0.9957

mg de metionina

25
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ANEXO IV:

Curva de calibracion del acido Benzoico

Lectura

4.5

3.5

y=1.152x-1.531

R*=0.934

z

oz

2.5

1.5

0.5

0
2.0000

2.5000

3.0000

3.5000

KJ

4.0000

4.5000

5.0000
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