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INTRGDUCCION

La desnutricibén es un problema de gran magnitud en el --
mundo y es mds acentuado en los paises en desarrollo, donde -
afecta mayormente a lactantes, nifios en edad preescolar y mu-
jeres embarazadas (31). Es claro que esta situacibn se ve --
mds deteriorada dada la cada vez mids limitada disponibilidad -

de alimentos en cuanto a calidad y cantidad (9).

Para 1970 los nutricionistas sefialaban un déficit mundial
de 10 millones de toneladas anuales de proteinas, de las cua--
les 5.5 millones serian de origen animal, considerando una pro
duccién de 40 millones de toneladas de proteina de leguminosas

(41).

En 1975 con una poblacién calculada de 4x10g habitantes
en el mundo, se consideraba que existian aproximadamente ---
5x108 personas (12.5%) con problemas de desnutricidén crénica,

y esto quizd sea una visidn optimista del problema (31,43).

La perspectiva de la alimentacién mundial, se hace mis -
dramitica si consideramos una proyeccibén basada en las tasas -
de crecimiento poblacional, que prevé un incremento del 50 al

100% para el (ltimo cuarto del siglo (33,43).
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Ya en 1798 Malthus en su "An assay on the principles of
population"”, hace hincapié en que el aumento pcblacional, --
siempre superard el aumento en la produccién de alimento que

crece de manera aritmética (43).

A todo esto se han planteado varias alternativas, como
serfa la distribucién de alimentos de los paises que los ten-
gan en abundancia, hacia los paises que sufran carestia de --
ellos, otra alternativa dristica sugiere la posibilidad de --
abandonar a su suerte, a los paises que no presentan una posi-
bilidad real de superar sus problemas de supervivencia (43).
También se ha planteado la posibilidad de incrementar la pro-
duccibén de alimentos por medio del establecimiento de métodos
intensivos de cultivo, elaboracién de alimentos balanceados -

para'ganado y mejoramiento genético de especies (41).

Por otra parte, hay en el mundo gente convencida de que
es posible aliviar un poco el problema de la desnutricién, con
la incorporacién a la dieta humana de fuentes proteicas, obte-
nidas a partir de materias primas que no son usadas para estos
fines, llamados fuentes proteicas no convencionales (1,5,9,17,

21.523429;32541) 4

Los campos de investigacién a este respecto, incluyen ma-
teriales foliares (hojas verdes), semillas de oleaginosas, Bio

masa de Microorganismos, estudiando la posibilidad del estable
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cimiento de procesos de purificacibén y destoxificacibn de las
materias primas, para su adecuada incorporacién a la alimenta-
cifén humana enriqueciéndola, complementdndola y/o substituyen-
do, ademis de que se pretende que estos procesos puedan ser -
enmarcados dentro de un esquema de aprovechamiento integral de
las materias primas, para no mermar demasiado su uso conven--

cional (2,6,17,27).

En la actualidad, es un hecho que las fuentes proteicas -
no convencionales, pueden representar una importante alterna-
tiva como ayuda para resolver el problema de la desnutricién
en el mundo, y la biotecnologia, como una parte de su campo de
accién se ocupa del desarrollo de procesos para la preparacién,
conservacién y la evaluacibén biolégica de los productos obte-
nidos para determinar la viabilidad de incorporacidén a la ali-

mentacidén humana.

En promedio. el consumo total de proteina alcanza en el -
pafs, sin considerar la zonacibn econbmica, el 78% de las re-
comendaciones de nutrimentos; sin embargo, respecto al consumo
de proteina de origen animal s6lo se alcanza el 57% de las re-
comendaciones, lo cual no% da una idea aproximada de la defi--
ciencia en el consumo de proteina de elevado valor nutricional,
que conlleva deficiencias en el estado alimenticio del pueblo

mexicano.



En casi todos los medios sociales de la RepGblica Mexica
na, el porcentaje de adecuacidén proteica no ulcanza las reco-
mendaciones, aunque ésta es una situacibén més critica en el me
dio rural que en el medio urbano, y afecta més drésticamente
los grupos de preescolares y escolares, donde sblo alcanza un
poco mis de 50% de los requerimientos propios para su grupo de
edad, esto redunda enormemente sobre su desarrollo fisico, men

tal y social (15).

Incluso se puede hablar de que la elevada mortandad infan
til que se presenta en nuestro pafs, estd vinculada a la estre
cha relacién que se establece entre las carencias nutriciona--
les en la época de mayores demandas fisiolbgicas, y los proce-

sos infecciosos y parasitarios (15).

Por iltimo se calcula que, aproximadamente el 50% de la -

poblacién de nuestro pais, se encuentra en estado de desnutri-

cién crénica (15).
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OBJETIVO GENERAL

OBTENCIGN DE UNA MEZCLA DE ELEVADO VALOR NUTRICIONAL
DE ACUERDO A LA ADECUADA COMPLEMENTACION DE AMINOACIDOS
DE LAS PROTEINAS FOLIARES DE ALFALFA (Med{icago sativa)l

CON LAS PROTEINAS DE LA SEMILLA DE AJONJOLI (Sesamum

Lndicum) .



OBJETIVOS INTERMEDIQS

-OBTENCION DE CONCENTRADO PROTEICO FOLIAR DE ALFALFA.
-OBTENCION DE CONCENTRADO PROTEICO DE SEMILLA DE AJONJOLI.

-DETERMINACION DE CONCENTRACION DE ACIDO OXALICO EN ESTE
PRODUCTO.

-ANALISIS BROMTOLOGICO DE MATERIAS PRIMAS Y PRODUCTOS.

-DETERMINACION DE COMPOSICION DE AMINOACIDOS EN LOS DOS
PRODUCTOS PROTEICOS.

-DETERMINACION DE DIGESTIBILIDAD "IN VITRO".

-DETERMINACION DE CALIFICACION QUIMICA PARA LAS PROTEINAS
OBTENIDAS.

-ELABORACION DE DIETA PARA ANIMALES DE LABORATORIO.
-EVALUACION DE R.E.P. (RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA).

-DETERMINACION DE NIVELES DE LISINA DISPONIBLE.



ANTECEDENTES

En el mundo se emplieza a visualizar la posibilidad del -
uso de fuentes de proteina no convencionales, desde la prime-
ra mitad del siglo XX como una alternativa para aliviar un po

co el problema de la desnutricién en el mundo (14,34).

En 1942 en Inglaterra, Pirie, publica resultados relati--
vos a estudios de proteinas extraidas de hojas, también mencio
na, la importancia del fraccionamiento de los cultivos, para
obtener las proteinas contenidas en las hojas, dado el pobre
rendimiento de conversién de Nitrbgeno vegetal a Nitrbgeno ani

mal, que realizan los rumiantes (14).

En EEUU desde 1942, Bickoff y Kohler investigan sobre la
posibilidad de extraccién de proteinas de alfalfa, en 1970 sa-
le a la venta un producto comercial denominado X-Pro con un -
contenido de 40% de protefna, 300 mg. de carotenos y 900 mg. -

de xantofilas en un kilogramo de producto (14).

Hallo en 1970 en Hungria, deposita una patente destinada
a proteger un procedimiento de obtencién de un concentrado pro

teico de vegetales verdes denominado VEPEX (14).

Actualmente se tienen referencias de investigadores en -

todo el mundo, que dentro de sus programas incluyen el proce-
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samiento de vegetales y desechos agroindustriales con el fin
de obtener harinas, concentrados y aislados proteicos, eva--

luando las posibilidades de integrarlos a la alimentacidn hu-

L7

mana (5,9,11,17,18,19,24,26,27,53,34,35,40).

Aqui es importante mencionar que los bajos rendimientos
de conversién de nitrdgeno vegetal a nitrdgeno animal de los
rumiantes, implica un serio desperdicio de las proteinas de -
los vegetales que regularmente se usan en la alimentacidén de
estos animales y apoyan la idea del fraccionamiento de estos
vegetales y su aprovechamiento por el hombre en forma de con-
centrados y aislados proteicos, y que el material remanente -

pueda ser usado en la alimentacidén animal (14,35,19}.

En la actualidad los vegetales que mas se estudian como
fuentes alternas de proteinas son: semillas de oleaginosas -
(algodén, soya, ajonjoli, cArtamo, girasol), material foliar

de alfalfa y mandioca o yuca.

ALFALFA (Medicago sativa)

Quiz4 se empezd a usar como alimento en 1,300 afios antes
de nuestra era, pero se especulaque pudo haber sido 7000-4000
afios antes, en los paises mediterréneos, aunque siempre se ha
usado muy poco como alimento; la alfalfa seca se ha vendido -

durante mucho tiempo en forma de té y tabletas en tiendas de
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alimentos naturales. Sin embargo, a pesar de todo esto, como
fuente de nutricibén, constituye una {nfima parte en la dieta
del ser humano y no se ve que esta situacibén pueda cambiar en

el futuro (27).

El cultivo de alfalfa en Francia, considerando que el ma-
terial foliar contiene el 20% de proteina (N x 6.25) en base
seca y con rendimientos de 2.7 a 4.4 toneladas/ha. por ano, -
permiten tedricamente producir de 0.8 a 2.2 toneladas/ha. por
ano de proteina foliar (14). Los rendimientos de proteina se-
ca pueden ser de 2 toneladas/ha. en Inglaterra y de 3 tonela--

das/ha. en la India (35).

En México, la tabla I presenta la produccién de alfalfa

para el ano de 1982.

Tabla I*
Superficie  Produccidén Valor de la Importacidn Exportacidn
Produc Cosechada (ton.) produccidn (ton.) (ton.)
to (ha.) ($x‘|06)
Alfalfa 259,878 17,167,428 13,802 8,§§§ W

La alfalfa presenta proteinas de valor nutricional acep-
table, por su composicién en aminodcidos. Presenta minerales

y vitaminas, pero su contenido de proteina en fresco, es dema--

*Aﬁo agricola 1982. Fuente SARH-DGEA (3).
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siado bajo (2 a 5%) y presentan niveles de fibra cruda eleva-
dos, por lo que alimentarse de material foliar de alfalfa su-
pera con mucho, la capacidad del aparato digestivo humano. --
Para subsanar este inconveniente, se ha propuesto un esquema -
de procesamiento, que pretende la obtencién de concentrados -

proteicos foliares (41).

En Nigeria, se ha experimentado un concentrado proteico
en nifios con Kwashiorkor (deficiencia proteica), con una do--
sis de 10 g. diarios durante 10 dias y desaparecid el edema,-
aumenté el nivel de las proteinas sangufineas y se mostraron -

los nifios mids alertas mentalmente (41).

Bickoff y Kohler describen un proceso para la obtencién
de concentrados proteicos foliares llamado PRO-XAN (proteina-
xantofilas), y sefialan que de los 20 mayores cultivos practi-
cados en el mundo, la alfalfa ofrece mayores perspectivas en

este sentido por sus altos rendimientos de cosecha (41).

Una de las ventajas con que cuentan los concentrados pro-
teicos foliares, es que pueden ser elaborados en poblados de -
paises subdesarrollados, en donde la necesidad de mejorar la
alimentacién es grande, y pueden ser aprovechados como una --
fuente de buena proteina en lugares tropicales, por su abundan

cia (35).



Los concentrados proteicos de alfalfa cuentan con una -
buena composicién de aminoidcidos, sblo deficiente en aminoici

dos azufrados (Metionina y cisteina).

AJONJOLI (Sesamum indicum)

La FAO en 1970 informa que 63 millones de toneladas de
semillas de oleaginosas son empleadas para obtener aceite, --
alimento para animales y fertilizantes, de tal modo que se --
desperdician alrededor de 30 millones de toneladas de posible

alimento para humanos (41).

En América Latina se cuenta con grandes cosechas de semi-
llas de oleaginosas, lo que ha ayudado a que se impulse la in-
vestigacién en torno a éstas, como una fuente alterna de pro--

teina para consumo humano (9).

Por su calidad, disponibilidad y bajo costo, la proteina
de semilla de oleaginosas representa una alternativa real pa-
ra aliviar un poco el problema de la desnutricibén en el mundo

(17,41).

En nuestro pais anualmente se incrementa la demanda de -
aceite en 20,000 toneladas; consecuentemente, si esta demanda
es cubierta, se cuenta con una mayor cantidad de pasta resi--
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dual que generalmente, c¢s usada para alimentacidén animal y --
que podria ser destinada, previa adecuacidn, para alimenta--

cibén humana (17).

La semilla de ajonjoli presenta grandes posibilidades co-
mo fuente de proteina, va que presenta niveles de 19-20% en la
semilla entera, v alrededor de 40% de proteina en la pasta re-
sidual, una vez extraido el aceite (5,17). Quiz4d la caracte--
ristica més atrayente de las proteinas de ajonjoli, sea el --
buen nivel de aminoidcidos =zzufrados yue presenta, aunque sea

deficiente en lisina (5,10,17).
Entre los inconvenientes que presenta ¢l uso de la harina
de ajonjoli para alimentacidén humana, estdn en alto contenido

de fibra cruda y los niveles de 4dcido oxdlico (5,17).

La tabla Il presenta los datos de produccidén para la Repi

blica Mexicana en el ano de 1982.

Tabla II*

Superficie  Produc. Valor de La Importacidn Exportacidn

Produc Cosechada (ton.)  produccidn (ton.) (ton.)
to (ha) (3 x 106)
Semilla 95,078 45,586 900 i = 30,548

*Aﬁo agricola 1982. Fuente SARH - DGEA (3).
i



COMPLEMENTACION PROTEICA:

Abordando el campo de la complementacién proteica o de -
amino4icidos, se sabe que el valor biolégico o nutricional de
las proteinas, est4 dado por su perfil o composicién de amino
4cidos; incluso la FAO ha determinado un patrdén de referencia
de niveles de aminodcidos esenciales (no pueden ser sintetiza
dos por el organismo humano a partir de precursores) (17,29,
31). También se sabe que en general las proteinas vegetales
contienen bajos niveles de aminoicidos esenciales, por lo que
su valor nutritivo es bajo (25,37,41]. Y en particular las
proteinas foliares son muy pobres en aminodcidos azufrados --
(metionina y cisteina), pero tienen a su favor elevados nive-
les de lisina y otros aminodcidos esenciales; por otro lado,
se sabe que las proteinas de la semilla de ajonjoli presentan
buenos niveles de aminoicidos azufrados, lo que implicaria --
una buena complementacidn entre las proteinas de la alfalfa y

de la semilla de ajonjoli (30,9).

Este trabajo ha sido planteado porque ademds presenta la
posibilidad de ser enmarcado dentro de un esquema de aprove--
chamiento integral de las materias primas, de tal modo que se
pretende utilizar material foliar de alfalfa, procesarlo por
medio del proceso conocido como PRO-XAN que permite la utili-
zacién de los subproductos en muchas otras aplicaciones como

alimento para rumiantes y/o fertilizantes (24,27).

i



FACTORES ANTINUTRIC IONALES:

En relacién a los factores antinutricionales asociados a
las materias primas, se sabe que la alfalfa presenta niveles
no deseados de saponinas, que son esteroides con capacidad ten
soactiva y hemolitica (38), y que la semilla de ajonjoli con--
lleva asociados factores como el 4cido fitico que al unirse f4
cilmente al zinc, provoca deficiencia de este elemento en el
organismo, ademds de elevados niveles de 4cido oxdlico que se
asocia ficilmente con el calcio, y provoca la misma situacién;
por Gltimo, se ha reportado la presencia de selenio asociado a

las proteinas de la semilla de ajonjoli (30).

Una de las finalidades de obtener las proteinas vegeta--
les en forma de aislados y concentrados, es precisamente la -
de eliminar estos factores antinutricionales o de disminuir -
sus niveles, a tal grado que no afecten de manera determinante
el funcionamiento de los organismos que los consumen, aqui tam
bién podriamos incluir los elevados niveles de fibra que pre--
sentan los vegetales y que son no digeribles por los organis--

mos monogastricos (31).

-14=



Tabla III.

Composicién Je aminodcidos esenciales (g/16 g. de NZJ*

Aminodcidos Alfalfa Ajonjoli Patron FAO/WHO 1973
Leucina 7.6 6.4 7.0
Isoleucina 4.9 32 4.0
Valina S5e7 4.7 5.0
Lisina 5.1 laH 5.5
Metionina 1.9 3.0 3.5 # CLSt.
Fenilalanina 6.1 6.4 6.0 + Tir.
Treonina 3.8 4.5 4.0
Triptéfano --- --- 1.4

* Datos bibliograficos.



En México, ademis de otras instituciones, el Centro de --
Investigacién y de Estudios Avanzados del I. P. N., por medio
del Departamento de Biotecnologfa y Bioingenieria, trabaja en
la obtencién de fuentes proteicas no convencionales; es en es-
ta parte donde se encuadra la naturaleza de este trabajo, don-
de se plantea la posibilidad de desarrollar métodos y procesos
para la obtencién de concentrados proteicos foliares de alfal-
fa (Medicago satival, concentrado proteico de ajonjoli (Sesamum
indicum) y de complementar estos productos en relacibén de mez-
cla ideal para obtener un producto proteico de alto valor nu--

tricional.

-16-



MATERIAL
Material foliar de alfalfa.
Semilla de ajonjoli.

Reactivos quimicos marca J. T. Baker, Mallinckrodt grado
reactivo analitico.

Estufa de vacio modelo Thelco marca Precision Scientific Co.

Kjeltec Sytem, unidad de digestibn, destilacibén y titulacidn
marca Tecator. '

Balanza granataria modelo 700 marca Ohaus Scale Corporation.
Centrifuga modelo CU-5000 de Damon-IEC Division.

Bafio metabdlico marca Lab. Line Instruments.

Unidad de digestién marca Lab-Con-Co.

Unidad Soxlet marca Lab-Line Instruments.

Balanza analitica marca Sauter modelo 404.

Propela eléctrica marca Cafrano modelo RZIRI.

Propela eléctrica marca Lightnin modelo 10.

Mufla eléctrica de Constructor de Aparatos Especiales, S. A.
Estufa de tiro forzado marca J. M. Ortiz.

Centrifuga de canasta marca M. Tamez D.S.A.

o



Marmita fabricada por Poliingenieros.

Secador por aspersidén marca Niro Atomizer.

Liofilizadora marca New Brunswick Co. modelo V-13.
Licuadora marca Waring (4 1t).

Homogeneizador marca Eili-Dicon (200 1t).

Criba marca Tyler modelo Rx-24.

Autoanalizador de aminodcidos marca Beckman modelo 118-CL.

Cristaleria marca Pyrex, Kimax.

=18



METODOS :

1. NITROGENO TOTAL.
El método usado fuc el especificado por la Association of

Official Analytical Chemists (método Kjeldahl) 42-014/70 (4).

Se colocaron 15 a 100 mg de muestra cn un matraz Microk-
jeldhal; a cada nuestra se le adicionaron 1.9 g de sulfato de
potasiso {K2504), 10 mg. de 6xido de mercurio rojo (HgO} y 2 -
ml. de 4cido sulflrico concentrado (H,S0,) libre de nitrégeno.
Los sistemas asi preparados se colocaron en un equipo de di--
gestién Labconco modelo 60300 C que funciona a base de resis-
tencias eléctricas, la digestidén se hizo durante 1.5 a 2 ho--
ras de calentamiento después de yue la muestra hubo clarifica
do. Hecho esto, las muestras sc transfirieron a un destilador
Labconco modelo 811-prospect, lavando los matraces dos a tres
veces con agua destilada. \ntes de iniciar la destilacidn se
colocd abajo del destilador un matraz Erlenmeyer de 125 ml. de ca-
pacidad, el cual contenia 5 ml. de solucién saturada de 4cido-
bérico (aproximadamente al 5%) al cual se le agregaron de 2 a
4 gotas de indicador rojo de metilo-azul de metileno; este indica
dor se prepara mezclando dos partes de solucidn alcohblica de
rojo de metilo al 0.2% con una parte de solucién alcohblica -
de azul de metileno también al 0.2%. El matraz se colocd de
tal forma que la terminal del condensador desembocara en el

seno de la solucién. A las muestras en el aparato destilador
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se les adicioné 10 ml. de solucién de hidréxido de sodio-tio-
sulfato de sodio (esta solucidén se prepard diluyendo 60 g. de
NaOH, 5 g. de Na25203 y aforando a 100 ml.), después de esto,
se dio principio a la destilacidén por arrastre de vapor. Se -
colectaron aproximadamente 50 ml. de destilado y se titularon
con HC1 0.01 N hasta el vire a color violeta del indicador, y
se calculd el nitrégeno contenido en la muestra segln la ecua-

cién siguiente:

%N = £14.007) _ (N V) 400y

Donde:
%N = % de nitrégeno total.
N = Normalidad del HC1
V = Volumen del 4cido gastado al titular

W = Peso de la muestra (mg).

A partir de esto se tiene:

% Proteina = %N (6.25)

2. EXTRACTO ETEREO.

Se usbd el método 7 - 048 / 70 de la A. 0. A. C. (4).

Se pusieron a peso constante un matraz baldn de 500 ml.,
un cartucho de extraccién y un papel filtro (de una porosidad

que permitia el flujo de éter); para este fin se utilizd una
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estufa de vacio marca Thelco modelo 19 fabricada por Precision

Scientific Company.

Se tomé una porcién del material, el cual fue llevado has
ta peso constante en estufa de vacio a 70°C, se tomaron 2 g. -

de muestra para hacer la determinacién.

Este material una vez deshidratado se transfirid envuelto
en el papel filtro al cartucho de extraccién y se colocéd en un
equipo Soxhlet marca Pyrex, extrayéndose con éter de petrdleo
a reflujo durante 4 a 6 horas a una velocidad de condensacién
de 4 a 6 gotas por segundo, o a lo largo de una noche a una ve
locidad de 2 a 3 gotas por segundo; al término de este lapso -
de tiempo se recuperd el éter dentro del mismo equipo, al cual
ya se le habia retirado el cartucho. El cartucho de extraccibn
con todo y muestra desgrasada, al igual que el matraz fueron -
llevados a peso constante en estufa de vacio a 70°C. Para cal

cular la cantidad de extracto, se utilizaron las siguientes --

ecuaciones:
PFM = PIM
SEE= it
M (100)
%EE= PIC - PFC
5 (1000
Donde:
%EE = % de extracto etéreo.
PFM = Peso final del matraz.
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PIM = Peso inicial del matraz.

PIC = Peso inicial del cartucho.

PFC Peso final del cartucho.

PM Peso de la muestra.

3. FIBRA CRUDA.
Para esta determinacién se usé el método propuesto por

Van Der Kramer y Van Ginkell (39).

Se pesaron en balanza analitica 2 g de muestra, la cual -
habia sido desgrasada previamente (se recomienda usar la mues
tra que queda de la determinacibén de extracto etéreo) y se co
locaron en un matraz balén; se le adicionaron 2 g de 4cido tri
cloroacético, S ml. de 4cido nitrico y 70 ml. de solucibén acuo
sa de Acido acético al 70%. El sistema asi preparado se puso
a hervir con agitacién constante y en reflujo durante 30 minu
tos, al finalizar éstos, la mezcla de reaccién se filtrb a tra
vés de un embudo con fondo de vidrio poroso, que fue puesto -
previamente a peso constante en estufa de vacio. Una vez ter-
minada la filtracién, se lavdé la fraccibén sbélida retenida en -
el embudo con agua caliente hasta que el olor a &cido nitrico
desaparecid, llevindose finalmente a peso constante. El con-
tenido de fibra cruda se calculd mediante la ecuacién siguien-
te:

%Fc= PES - PEV
i (100)



Donde:

%FC = % de fibra cruda.
PES = peso del embudo con sélidos (peso constante).
PEV = peso de muestra antes de desgrasasr.

Para materiales con mis del 5% de cenizas se hace la co--

rreccién de acuerdo al porcentaje de éstas.

4. CENIZAS.

Para esta determinacién se usé el método 7 - 010/1970 de
la 0.A.C. (4). Un crisol fue llevado a peso constante en la
mufla, al cual se le pusieron 2 g. de muestra previamente des-
hidratada, colocando éste en una mufla a 600°C aproximadamente,
y dejidndolo durante dos horas en ella. Al término de este --
tiempo, se pasé a un desecador y se pesé una vez frio. El --
contenido de cenizas en la muestra se encontrd utilizando la

siguiente ecuacién:

%c- PCC = PCV
z Ip——(100)

Donde:
%C = % de cenizas.
PCC= peso de crisol con cenizas.
PCV= peso de crisol vacio.
PM = peso de la muestra.
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5. HUMEDAD.

Esta medicién fue llevada a cabo segln el método 7 - 003/

1970 de la A.0.A.C. (4).

Se tomdé una charolita metélica (puesta a peso constante)
y en ella se pesaron analiticamente 2 g. de muestra; se secd
en estufa de vacfo a una temperatura de 70°C durante 6 horas,
posteriormente se enfrié en desecador y se pesé, obteniéndose
la cantidad de humedad segln la ecuacibén siguiente:
PI

- PFc100)

%H= 7

Donde:
%H = % de humedad.
PI = Peso de la charolita con muestra fresca.
PF = Peso de la charolita con muestra seca.
PM = Peso de la muestra.

6. PROCESO PRO-XAN (Modificado).

- Alfalfa fresca.
- Seleccibén y limpieza del material.

- Molienda, en licuadora Waring con agua potable al pH que se
encuentra en relacibén 1:2 (p/v) 3 minutos efectivos de moli-
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do, evitando que la temperatura ascienda sobre los 40°C.

- Separacién sélido-liquido en centrifuga de canasta con fil-

tro de lona, u 1800 r.p.m. por tiempo adccuado.

- Floculacibn con vapor directo sobre el jugo hasta alcanzar
85°C fijar el pH en 8.0 con hidréxido de sodio, solucibn --

Lol

- Separacién proteina-jugo residual, en centrifuga de canasta
con filtro de lona a 1800 r.p.m., el codgulo proteico queda

retenido en la lona y se desecha un jugo café.

- Despigmentacién del codgulo proteico, con etanol industrial

a reflujo en Soxhlet por tiempo adecuado.

- Secado, en estufa de vacio a 50-60°C por tiempo suficiente.

Obtencidén de concentrado protcico de alfalfa.

7. PROCESOS PARA LA OBTENCION DE CONCENTRADO PROTEICO
DE AJONJOLI.

- Semilla de ajonjoli entera.
- Limpieza del material.

- Descascarillado quimico, agitacién a 1700 r.p.m. con propela
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eléctrica, en solucibén de NaOH 0.6%, en relacidn 1:5 (p/v)

durante 60 min. a 45°C de temperatura. Una vez logrado esto,
se separan las fracciones (semillu-cascarilla) en una solu--
cién acuosa de NaCl al 15% donde se separan por diferencia -
de densidad y se recupera la semilla manualmente, se lava --
con agua corriente para eliminar el exceso de sal, después -

se seca en estufa de tiro forzado a 50°C.

Desengrasado, en primera instancia por compresién en prensa
hidridulica a 8.0 ton. métricas durante 60 min., seguido de

una extraccién con éter de petréleo en Soxhlet durante 18 --
horas. Se seca a intemperie o en estufa de tiro forzado a -

5096 .

Molienda en molino de martillos con malla # 24.

Lavados 4cidos a la harina de ajonjoli obtenida, del siguien
te modo, se adiciona agua destilada en relacién 1:10 (p/v) ¥y

se ajusta el pH a 4.5 con una solucién de HCl en concentra--
cién 1.0N, se agita 30 minutos con propela eléctrica a 25°C,
después se centrifuga a 2900 r.p.m., durante 25 min., se re-
cupera la pastilla y se lava con agua destilada. Esta opera

cidén se repite 3 veces por completo.

Secado en estufa de vacio a 50 - 60°C.

Obtencién de concentrado proteico de ajonjoli.
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8. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ACIDO OXALICO

Reactivos:
HZSOJ, Rl 20 H2504, R.A. 5% (v/v), KMn04, R. A., 0.01N pre

parado antes de usar de una solucién 0.1N.

Reactivo precilipitantE:
Solucibén A: se disuelven 96.5 g de acetato de sodio anhidro

por calentamiento en agua destilada y aforar a 250 ml.

Solucién B: Se disuelven 12.5 g de cloruro de calcio anhidro

en 250 ml. de una solucién de 4cido acético acuoso al 50%.

La solucibén A sec mezcla con la solucibén B y se filtra des
pués de dejar reposar en un refrigerador por 48 horas. Se --

guarda en el refrigerador.

Proa<cedimient of

La muestra se seca a 100°C y se muele en un molino de la-
boratorio. Se pesa de 1.0 a 2.0 g de muestra y se transfiere
a un matraz aforado de 100 ml. Se adiciona 50 ml de H,50, al
5% y se calienta el matraz en bafio Maria a 70°C durante 90 mi-
nutos, agitando constantemente; después de enfriar el matraz, -
se afiade la cantidad necesaria de agua destilada para aforar a
100 ml y se homogeniza completamente. Se toma una alicuota de
10 ml y se coloca en un tubo centrifuga. Centrifugar de 1500
a 2000 r.p.m. durante 15 minutos y a continuacién decantar la
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solucién en un tubo de ensavo y adicionar 6 ml. de "reactivo
precipitante'" y se agita. El oxalato de calcio se precipita

durante toda la noche.

Filtrar el precipitado de oxalato de calcio en un embudo
Buchner usando papel filtro Whatman No. 42 filtrando al vacio
y lavar con agua destilada (si la muestra tiene grasa, adicio-
nar 10 ml. de éter de petréleo y continuar lavando con agua --

destilada).

Una vez filtrado colocar el papel filtro en un embudo de
cola larga. A continuacién romper el fondo del papel filtro
y bajar el precipitado con 50 ml. de agua destilada y caliente
en un Erlenmeyer de 250 ml., después con 25 ml. de HZSU42N ca-
liente y por Gltimo con 25 ml. de agua destilada y caliente. -
Calentar la solucién a 70°-80°C y titular con KmN 0.01N, agi--
tando hasta la aparicién de un color rosa que dure por lo me--
nos 30 segundos. Al mismo tiempo se corre una solucién de tra
bajo con celulosa y 4cido ox&lico R. A., y un blanco de reacti

vOos.

Cilculos:

%CaC,0, - VN (0.06405)

274 - (1002
Peso muestra g

meg. CaC,0, = 0.06405



N = Normalidad del KMnOd

-
n

Volumen gastado de KMnO,

9. AMINOGRAMAS.

Los aminogramas fueron realizados en el laboratorio de --
Bioquimica de Alimentos del Departamento de Biotecnologia y -
Bioingenieria del Centro de Investigacién y de Estudios Avan-
zado del I. P. N. en un autoanalizador Beckman modelo 118 Cl.,
donde la muestra se inyecta después de ser sometida a hidréli-
sis bajo las siguientes condiciones, HCl, 6 normal, al cual se
le adiciona 0.05 ml. de mercaptoetanol por cada mililitro de
HC1 temperatura 105°C durante 22 horas en estufa de vacio y -
en ampolleta sellada, después se evapora el HCl y se le agrega
un mililitro de solucién amortiguadora de citrato de sodio de
pH 3.25, se filtra y se toman 100 microlitros que se inyectan
en el autoanalizador que funciona bisicamente como un cromatd-
grafo de gases, y grafica picos para cada uno de los aminoaci-
dos que se encuentran en la muestra.

10. DIGESTIBILIDAD ("in vitro").
Se determina por el método de la A.0.A.C. 7.040/70 (4).

Se pesan 0.5 g. de muestra y se adiciona 150 ml. de sus-
pensidén de pepsina (actividad 1:10000) en concentracién de --
2.0 g/1 en HC1 0.075 N. Las muestras se colocan en una estu-

fa a 45°C con agitacién durante 16 horas. El residuo no dige
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rido se separa por centrifugacidén a 2900 r.p.m. en una centri-
fuga Damon/IEC Division CU-5000. En el sobrenadante se deter-

mina nitrbgeno total solubilizado.

N Solubilizado - N de peps1na“10D

%4 N Digerido =

N total de muestra

1. CALIFICACION QUIMICA.

La proporcién de concentrado proteico de alfalfa y concen
trado proteico de ajonjoli para la mezcla, se determind en ba-
se al contenido de lisina y metionina, respectivamente, grati-
ficando la calificacién quimica obtenida por cada uno de los -
aminoidcidos en las diferentes proporciones de la dieta con re-
lacién al patrén de FAO/WHO (1973) se obtuvo el cruce de las -

lineas que corresponde a la suplementacién mds favorable (17).

_Conc. del Aa. limitante de la muestra 100

1p ekt
Calif. auimica =co0CT—get Aa. en proteina patrén

12. DETERMINACION DE LA RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA.

La evaluacién nutricional de las diferentes fuentes protei
cas mediante la relacién de eficiencia proteica (REP) se rea
1izé en base a la metodologia seguida por Chapman et. al. (12)

e ilustrada en el A.0.A.C. (4).
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a) Preparacién de las dietas. Para preparar las die-
tas s¢ utilizd concentrado protcico de alfalfa, concentrado --
proteinico de ajonjoli y 1a mezcla de ambos en relacidén de pro
teina 30%:70% respectivamente. Estos materiales suministraron
la fuente de proteina. Se elaboraron dietas conteniendo 10% -
de proteina provenientes de los materiales de estudios, ademis
de una dieta control al 10% de protcina proveniente de la Ca--

seina. La férmula empleada en la preparacién fue la siguiente:

Ingrediente Porcentaje
Proteina 10.0
Mezcla de sales 5.0
Aceite vegetal 8.0
Fibra cruda

(celulosa) 1.0
Almidén de maiz 50.0
Azicar refinada 25.0
Mezcla de vitaminas 1.0

Una vez elaboradas las dietas, se les determiné el conte-

nido de nitrbégeno para comprobar el nivel de proteina.

b) Determinacibén de la relacién de eficiencia proteica
(REP). Para determinar los valores de la relacibn de efi-

ciencia proteica se utilizaron ratas recién destetadas (entre
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21 y 23 dias de nacidas) de la raa Wistar del Bioterio del Cen
tro de Investigacién y de Estudios Avanzados del I. P. N. Ca-
da grupo estuvo integrado por 6 ratas machos colocados en una

jaula individual con comida y agua '"ad libitum'". Se alimenta-
ron con las dietas durante 28 dias. Las ratas se pesaron cada
semana y el alimento dos veces por semana. Para la determina-
cién de la relacidén de eficiencia proteica (REP), se efectud

el siguiente célculo:

Peso ganado en gramos
Peso de proteina ingerida en gramos

R. E. P.=

13. DETERMINACION DE LISINA DISPONIBLE.

Se procedié de acuerdo al método reportado por Kakade (22).

Se colocaron 10 mg. de muestra finamente molida en un tu-
bo de ensayo;se le agregd 1 ml. de solucibn al 4% de NaHCO3
(pH = 8.5); posteriormente se adiciondé 1 ml. de solucidn d& us
4cido 2,4,6 - trinitobencensulfénico (TNBS) al 0.1% preparada
recientemente, el sistema se colocdé en bafio Maria a 40°C, pasa
dos 10 min., se agregé 1.0 ml. de TNBS al 1.0% conservéndose
en esas condiciones durante dos horas, durante las cuales se le
afiadieron tres veces 3 ml. de HCl concentrado. Los tubos deben
taparse con un vial invertido; después los tubos se trataron en
autoclave a 120°C por una hora; se dejaron enfriar a temperatu-

ra ambiente, se le adicionaron 5 ml. de agua destilada (en caso
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de que existi material en suspensibén, se procede a filtrar).
El contenido dc cada tubo se transfiriio a un embudo de sepa-
racibén y se le agregan 10 ml. de ether etilico; se agitd para
efectuar la extraccidén, se elimina el éter de la fase acuosa
y ésta es lefda a 346 nm. de longitud de onda, contra un blan
co sometido al mismo procedimiento con la salvedad de que se

le agrega el HCl antes que el TNBS.
El contenido de lisina disponible puede ser calculado de

una curva patrén obtenida con varios niveles de lisina someti

da al mismo procedimiento (22).
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RESULTADOS.

Se realizaron experimentos tendientes a encontrar las --
condiciones éptimas de extraccién de protefna, variando el pH
de floculacién considerando que se pretende conservar la via-
bilidad de uso de los pigmentos, dentro del esquema de proce-
samiento PRO-XAN, la tabla III y la gréfica I muestran los --
rendimientos obtenidos de acuerdo al pH de floculacibén. Se -
observa que el rendimiento de extraccibén baja conforme aumen-
ta el pH; pero como se sabe que la viabilidad de uso de los -
pigmentos sélo es posible si no se someten a pH 4cido, enton-
ces se decidié por usar un pH=8.0 para la termo-coagulacibn.
En el procesamiento material foliar para la obtencidén de con-
centrado proteico de alfalfa a ser usado en la elaboracibn de
dietas; se obtuvieron rendimientos un poco méds bajos, mismos -

que se indican en la tabla IV.

La tabla I muestra los resultados del andlisis bromatold-
gico donde podemos observar la composicidn quimica de las mate
rias primas y los productos obtenidos durante este trabajo. -
En la tabla II se muestran los niveles de aminoidcidos esencia-
les que presentan las materias y productos, aunados al perfil
de aminodcidos esenciales determinados por la FAO/WHO; de es-
ta tabla es importante observar los niveles de lisina y metio-
nina que presentan los materiales, por lo que se muestran apar

te en la tabla V.
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En la tabla VI podemos observar los valores de digestibi
lidad "In Vitro" de concentrado proteico de alfalfa y ajonjo-
1{ comparados con los obtenidos para caseina, lua siguiente ta
bla contiene datos respecto al porcentaje de lisina disponi--
ble para los concentrados proteicos de alfalfa y ajonjol{ de
donde se hace notorio el bajo porcentaje que presenta ¢l con-

centrado proteico de alfalfa.

Se determinaron los niveles de 4cido oxdlico para la se-
milla de ajonjoli y sus derivados, los resultados se encuen--
tran en la tabla VIII en la cual se nota la disminucién del -
nivel de 4cido ox4lico en la harina descascarillada y el con-

centrado proteico de ajonjoli.

En la tabla IX se observa la composicidén porcentual de -
las dietas utilizada en los bioensayos, y la tabla XI detalla
la composicidn en gramos para la obtencibn de 2,400 g. de die
ta, cantidad calculada de acuerdo al némero de individuos ex-

perimentales y tiempo de duracién del experimento.

Finalmente en la tabla XII se observan los datos obteni-
dos en los bioensayos para la determinacibén de R.E.P. y su co
rreccién con respecto a caseina ajustada a 2.50. Las figuras
I y II muestran los diagramas de flujo para la obtencidn de

concentrado proteico de alfalfa y ajonjoli, respectivamente,



los cuales se encuentran detallados en la seccibén de Métodos,
la figura IV muestra el cruce de lineas de calificacidn quimi
ca vs. porcentaje aportado por los concentrados proteicos de

alfalfa y ajonjoli, donde se ve que el porcentaje de mezcla -
ideal para alcanzar la mixima complementacidn proteica, es de
30% de proteina de alfalfa y 70% de proteina de ajonjoli, con
lo cual se alcanza la mixima calificacién quimica posible pa-
ra los aminoidcidos lisina y metionina (aproximadamente 70), -
con respecto al perfil de aminodcidos esenciales de la FAOQ --

(1973)

En la figura V se observa el incremento en peso (prome--
dio por lote) en ratas de laboratorio a través del tiempo de
experimentacibén, mientras que en la figura VI podemos ver el

peso de alimento consumido a través del mismo periodo de tiem

po.

La figura VII es tocante al peso de alimento consumido -

por periodo semanal.

Por Gltimo la figura VIII muestra el comportamiento de -
la relacién de eficiencia proteica (REP) por lote de acuerdo

a la dieta y através del perfodo de experimentacidn.
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ANALISIS BROMATOLOGICO

Tabla I
Producto Harina Concentrado Semilla de Harina de Concentrado
de Proteico de Ajonjoli Ajonjoli{ Proteico de

Andlisis Alfalfa Alfalfa Entera Ajonjoli
% Proteina

(N x 6.25) 20.7 62.0 19.5 42.2 48 .4
% Fibra cruda 16.8 5.0 17.4 9.0 9.5
% Extracto

etéreo 4.4 1.6 41.7 3.3 7.0
% Cenizas 12.9 2.9 9.3 10.0 4.0
% Humedad 6.3 7.2 0.7 4.7 3.0

*
% Carbohidratos  38.9 21.35 10.7 30.7 28.1

* Por diferencia.
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AMINOGRAMAS (/100 g. P )

Tabla II

Producto Harina Concentrado Harina Concentrado Patrdn

de Proteico de de Proteico de FAO-WHO
Aminoédcido Alfalfa Alfalfa Ajonjoli Ajonjoli (1973)
Lisina 5.6 7.6 2.4 2.::3 5.5
Metionina 1.6 1.8 2.5 2.7 3.5+cist.
Treonina 6.0 7.7 3.4 3.4 4.0
Valina 7.4 8.6 2.9 2.0 5.0
Isoleucina 6.8 7.3 2.4 2.0 4.0
Leucina 11.0 13.8 6.5 7.1 7.0
Tirosina 6.2 5.7 3.4 Bl 0.0+Lenil-

alanina

Fenilalanina 9.1 8.5 4.0 3.8




RENDIMIENTOS DE EXTRACCION DE PROTEINA DE ACUERDO AL PH
DE COAGULACION EN PROCESO

PRO - XAN
Tabla III
pH Rendimiento (%)
A 38.0
6.0 30.4
T ot 25.0
8.0 ¢l

-39-



RENDIMIENTOS (PORCENTAJE) DE PROTEINA RECUPERADA

Tabla LV
Producto Rendimiento (%)
C. P. Alfalfa L7 .2
C. P. Ajonjoli 53.8
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NIVELES DE LISINA Y METIONINA

EN LOS PRODUCTOS OBTENIDOS
(6/100 6. DE PROTEINA)

Tabla V
Aminoacido C. P. AlLfalfa C. P. Ajonjoli
Metionina 1.8 27
Lisina F.b 2.3

s



VALORES DE DIGESTIBILIDAD OBTENIDOS (%)

Tabla VI
Producto Digestibilidad (%)
C. P. Alfalfa 78.5
C. P. Ajonjolfi 82.5
Caseina 96.53

* "n -vitro"

-42-



NIVELES DE LISINA DISPONIBLE

Tabla VII
Producto Lisina Disponiblex
C. P. Alfalfa 28.9
C. P. Ajonjolf 87.4

* Como porcentaje del total de lisina.
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NIVELES DE ACIDO OXALICO DETERMINADOS

Tabla VIII
Producto % Acido Oxdlico
Harina de ajonjoli* 1.33
C. P. de ajonjoli 1.30
Semilla de ajonjoli 3.22
Pasta residual de ajonjoli 6.20

* Descascarillada y desengrasada.
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COMPOSICION DE LAS DIETAS UTILIZADAS
EN LAS PRUEBAS BIOLOGICAS

Tabla IX
Componentes Porcentajes
Proteinas 10.0
Mezcla de sales minerales 5.0
Aceite vegetal 8.0
Fibra cruda (celulosa) 1.0
Almidén de mafiz 50.0
Azticar refinada 25.0
Mezcla de vitaminas 1.0
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COMPOSICION DE LA MEZCLA DE SALES MINERALES
UTILIZADA EN LAS DIETAS PARA PRUEBAS BIOLOGICAS

Tabla X

Sales Minerales

Cantidad (g)

Cloruro de sodio

Fosfato monobdsico de potasio
Sulfato de magnesio anhidro
Carbonato de calcio

Sulfato ferroso, 7H20

Sulfato de manganeso, H20
Yoduro de potasio

Sulfato de zinc, 7H20

Sulfato cdprico, 5H,0

Cloruro de cobalto, 6H20

139.3
389.0
57.3

381.4

0.548
0.477

0.023

Cantidad para hacer 1000 g de mezcla de sales minerales.



COMPOSICION (@) DE LAS DIETAS UTILIZADAS

EN LA DETERMINACION DE R, E. P.

Tabla XI

Froductel gy By diondbid € P Alfalts 02 5'2. ..
C. P. Ajonjoli 495.9 .- 347.1
C. P. Alfalfa s 387.1 116.1
Aceite 157.3 185.8 165.8
Fibra s 4.6 ---
Sales Minerales 100.2 108.8 102.7
Almidén 1081.8 1125.9 1096.1
Zacarosa 540.9 562.9 548.0
Vitaminas 24.0 24.0 24.0
Total 2,400.1 2,399.2 2,400.0
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RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA (REP)

Tabla XII
Producto R.E.P. R.E.P. (corregido)
Caseina 3.28 2.50
C. P. Alfalfa 1.68 1.28
C. P. Ajonjoli 1.14 0.87
Mezcla Proteica 1.72 1.31
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DIscusION DE RESULTADOS:

Se incrementé en 200% el contenido de protefna en la ob-
tencién del concentrado proteico de alfalfa y en 150% en el -
concentrado proteico de ajonjoli, con relacibén al contenido
en las materias primas; por otro lado, se redujo el contenido
de fibra cruda al 30% y 50%, respectivamente, con lo cual se
obtiene lo que en principio se habia propuesto con respecto a

la adecuacién de las materias primas.

Se obtuvieron rendimientos de 17% y 54% aproximadamente
para los concentrados proteicos de alfalfa y ajonjoli, respec
tivamente, lo que aparentemente es satisfactorio, aunque de la

experiencia se hace evidente que es posible incrementarlos.

Los niveles de lisina y metionina corresponden a los espe-
rado de acuerdo con referencias bibliogrdficas, aunque es me-
nester mencionar los bajos valores de lisina disponible encon
trados sobre todo con respecto al concentrado proteico de al-

falfa.

Los valores de digestibilidad "in vitro" son aceptables,
considerando que corresponden a més del 80% del valor encon--

trado para la caseina.



El nivel de 4cido oxdlico se redujo en casi el 60% en la
harina y el concentrado de ajonjoli con respecto al contenido

de 4cido oxdlico en la semilla entera.

Respecto a la relacién de eficiencia proteica (R.E.P) en-
contrada para la mezcla proteica, superd en 73% y 2% a la REPR
determinada para los concentrados proteicos de ajonjoli y al-
falfa respectivamente, se considera que los valores son bajos
o por lo menos, no era lo que se esperaba de acuerdo a consi-
deraciones bibliogréficas; y esto quizéd pueda ser atribuido a
los bajos niveles de lisina disponbile encontrados y probable-
mente a muchos otros factores. Parece ser que para poder adu-
cir razones concretas al respecto, hacen falta datos sobre el

particular.
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CONCLUSIONES:

De la tabla I podemos observar que se obtienen condicio-
nes deseables en la adecuacibén de las materias primas después
del procesamiento para la obtencién de los concentrados protei
cos, como son el aumento del contenido de proteina, disminu--
cién de los niveles de fibra cruda, extracto etéreo, cenizas,
los carbohidratos disminuyen poco en el C. P. de alfalfa y au-

menta en el C. P. de ajonjoli.

En la tabla II se ve que los valores de contenidos de -
aminodcidos corresponden a los citados en la bibliografia, de

tal modo que son satisfactorios.

En la tabla III observamos los rendimientos de proteina
en el procesamiento de la alfalfa, de acuerdo al pH de preci-
pitacidén y se nota la diferencia entre el pH 4cido y el alca-
lino; esto puede ser justificado si consideramos que las con-
diciones de alcalinidad que fueron usadas en este procesa--
miento, no propician la descomposicibén de los pigmentos que -
se encuentran en la alfalfa de tal modo que se hace viable su

recuperacidn.

En la tabla IV se muestran los rendimientos de proteina

extraida de las materias primas, los cuales son aparentemente
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satisfactorios si se comparan con datos de trabajos similares

citados en la bibliografia.

La tabla V muestra los niveles de los aminoicidos espe--
cialmente involucrados en la complementacién proteica que se
pretendia en este trabajo, y que son acordes con los biblio--

grificos.

De la tabla VI podemos ver que las condiciones fisico-qui
micas involucradas en los procesos no afectan negativamente la
digestibilidad enzimitica "in vitro", ya que en ambos casos co
rresponde a mis del 80% de los valores encontrados para casei-

na.

En la tabla VII se observa un punto importante en el ba-
jo valor de lisina disponible del C. P. de alfalfa que, supo-
nemos, puede tener una influencia decisiva en los valores de

R.E.P. obtenidos en las pruebas biolégicas.

Respecto a la disminucién de &cido oxdlico en ajonjoli,
podemos considerar de la tabla VIII que son adecuados para los

propbsitos de este trabajo.

Finalmente de la tabla XII observamos que los valores de

relacién de eficiencia proteica (R.E.P.), ajustados a caseina
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2.50, pareccen indicar mis un enriquecimiento proteico del ajon
joli, con proteinas de alfalfa, que una complementacién de am-

bas especies proteicas.

Aqui parece mencster mencionar que es neccsario conocer -
mis sobre las condiciones éptimas de extracciédn en los proce--
sos de obtencidén de los concentrados proteicos para mejorar la

calidad de los productos a obtener.

Esto Gltimo hace referencia a las condiciones fisico-qui_
micas involucradas en la extraccidn de proteinas, y creemos -
que se requiere hacer una evaluacién de la importancia indivi-
dual de cada uno de esos factores para el establecimiento de -

esas condiciones dptimas.

El planteamiento de lo anterior es consecuencia de que se
tiene aln la idea de que tefricamente la complementacibén de es

tas dos proteinas, es atractiva.
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