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RESUMEN

Canavalia ensiformis es una leguminosa que crece en las zonas semidesérticas y cuyo uso para

consumo pecuario o humano estd restringido por su contenido natural de compuestos
antinutricios. Se planted el uso de la radiacién no ionizante en adicidn a medios acido HCl v
alcalino Ca(OH), para inactivar algunos de estos compuestos quimicos {principalmente
aquéllos que son termolabiles} y hacer las harinas resultantes comestibles. Se usaron semillas
provenientes del Campo Experimental Tizimin, Yucatin, México, perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP). Los granos se mclieron y
tamizaron hasta malla 20. Se caracterizaron mediante andlisis proximal (humedad. cenizas,
fibra cruda. grasa cruda, proteina cruda e hidratos de carbono obtenidos por diferencia de los
demas constituyentes. de acuerdo a los procedimientos establecidos por el manual de AOAC).
Para acondicionar las harinas {modificar su pH inicial) se agregaron soluciones de HC1 0.02%.
0.05% y 0.1% (p/v) y Ca(OH), 0.02%. 0.05% y 0.1% (p/v). hasta formar una suspensién
(aiole). de cada muestra. usando como control suspensiones con agua destilada. Se
homogeneizaron y sometieron a tratamiento térmico empleando un horno de microondas
comercial (marca Goldstar. 2450 MHz). seleccionando la fuente de poder en su nivel més alto
de energia (High: power-90). con tiempos de residencia que van de 0.5 min hasta 5 min. El
pardmetro de contreol fue la presencia de lectinas antes y después del ratamiento. El grado de
inactuvacién de las lectinas se evalud empleando globulos rojos de sangre de conejo mediante
prucbas de aglutinacién. Los resultados indican que [a inactivacidn de las lectinas se lleva a
cabo en forma mds satisfactoria en muestras de hanra de C. ensifermis preparadas en forma de
atoles adicionando HCI al 0.1% {p/v). y Ca(OH); al 0.02% (p/v). con un tiempo de exposicidén
en radiacién no ionizante de 5 min para ambos casos. obteniéndose con estas condiciones
titulos de 0 {lo que significa que no hay aghutinacién). Al realizar el andlisis quimico proximal
de las muestras tratadas se determind un contemdo de proteina cruda de 27.14% b.s y de
28.57% b.s. para el caso de las muestras con HCl 0.1% y Ca(OH), 0.02% y 5 min de
exposicion. respectivamente. El contenido de proteina inicial en ka2 muestra de harina cruda de
C. ensiformis fue de 33.04% y su tiwlo de 19. Esto significa que ¢!} tratamiento empleando
radiacién no ionizante adicionada con Ca{QH), (un reactivo barato y de facil acceso) para
inactivar las lectinas da buenos resultados v no altera significativamente el contenido

proteinico del grano de C. ensiformis



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto de la energia no ionizante sobre las lectinas presentes en la leguminosa

Canavalia ensiformis.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar el tiempo 6ptimo de inactivacion de las lectinas en un homo de microondas

comercial a diferentes valores de pH.
Determinar las condiciones de pH éptimas para inactivar las lectinas

Determinar el efecto de la energia ionizante sobre los constituyentes {proteinas) de

Canavalia ensiformis.



3. ANTECEDENTES

3.1. Composicién, aplicacién y uso de las leguminosas

Las leguminosas son especies de la familia Fabaceae, integran la tercera familia mis
numerosa de las fanerogamas. Existen cerca de 650 géneros y més de 1800 especies, El
valor nutritivo de las Jeguminosas se atribuye a su alto contenido de proteinas (20-25%),
elevado contenido de almidén (Elinbaum y Bonomo, 1990) y fibra, son fuente importante

de hierro, fosforo. tiamina, lisina, riboflavina y niacina (Moguel-Ordéfiez y col, 1996).

La composicion de nutrimentos de estas legumninosas depende de diversos factores como
son la especie. el suelo de cultivo. el clima, etc. por ello sus aplicaciones en nutricion
humana y animal han sido diversas. Asi, en funcién de su composicion, han sido empleadas
de forma directa como ingredientes de las dietas o de piensos compuestos (Ferndndez y
Larralde. 1989). preparacién de concentrados y aislados de proteinas {(Duke,i981) asi como
ingrediente de alimentos formulados a base de mezclas con cereales ya que éstos son pobres
en lisina pero ricos en metionina, constituyendo un alimento especial con alto contenido de

proteina de origen: vegetal (Elinbaum y Bonomeo. 1990),

Todas estas posibilidades de uso, en muchos casos, se ven restringidas o, en su defecto,
excluidas para consurno pecuario o humano debido al afto contenido natural de compuestos

antinutricios'que presentan algunas especies de esta famikia. Tal es el caso de €. ensiformis.

3.2. C. ensiformis: Produccién y composicion

C. ensiformis, es una leguminosa que crece cn zonas semidesérticas (de ahi su importancia),
que ha mostrado altos rendimientos en Venezuela, como lo indican los siguientes datos:

Materia seca total (7000 kg/ha) y granos (3000 kg/ha) (Emaldi v Pérez, 1990). En el estado



de Yucaian, al surcste de la Republica Mexicana, se tuvo una produccién de 1,8C0 kg/ha de
semiilas secas con 30% de proteina cruda. En 1980, la produccion maxima de este grano
fue de 2,570 kg/ha/afio con un contenido de proteina cruda del 29% al 33% (Durdn y col,
1991).

Estos datos obtenidos tanto en Venezuela como en Yucatan, muestran que la leguminosa C.
ensiformis, puede ser producida con relativa facilidad, en condiciones de temporal, regiones
de baja aititud con altas temperaturas y aita humedad relativa, en suelos de mala calidad,
rocosos y alcalinos (pH 7.5-8.0), como seria el caso de la zona peninsular de Yucatin donde
se pueden alcanzar rendimientos de 4,250 kg/ha de esta leguminosa (Duch, 1988) . Estos
datos muestran que son rendimientos mas altos que algunas fuentes convencionales de

proteina y energia.

La siembra de C ensiformis no implica problemas de tecnologia, ya que las practicas de
campo para su cultivo son cenocidas por los agricultores; se siembra como cultive de
cobertura y asociado con el maiz, la siembra es en hileras con una distancia de 100 ¢cm ¥
entre plantas de 50 cm. las hileras de C. ensiformis se intercalan con las del maiz. La
produccién de vaina es de 350 g/m’ en los suelos someros, la produccion de la planta
completa es de 4,250 kg/ha, En los suelos profundos la produccion se duplica (UADY,
1996).

En otro estudio se indica que el grano de C. ensiformis, ha mostrado alto rendimiento en
promedic de 3000 kg/ha cantidad que supera los valores normales sefialados para otras
leguminosas en parcelas experimentales de granos y en biomasa aérea, en cultivos con dosis
bajas de fertilizantes o sin aplicacion, aunque légicamente los niveles de rendimiento en
grano varian con las condiciones ambientales, manejo y variedades empleadas (Douglas y

Viera, 1990).

Esta legumninosa es menos sensible que €l frijol o cereales como el maiz a plagas debido al
alto porcentaje de agentes toxicos que estan presentes en la leguminosa. Por el tamafio de

sus semillas se presta para la siembra, cosecha y desgrane manual.

Localmente recibe nombres como alverjén, haba de burro, alubia criolla, diente de caballo,

enire otres. El rendimiento de este grano rebasa con creces al del frijol (540 kg/ha, en el



ciclo primavera-verano; Sagar, 1995), la leguminosa mas ampliatmente consumida en
Meéxico en condiciones similares de cultivo. El grano de Canavalia ensiformis es también
una fuente importante de minerales y cuenta con un alto contenido de fosforo (Carbajal,
1988). Presenta aproximadamente 30% de proteina cruda v cerca del 60% de carbohidratos
totales. Existen datos que indican que estos carbohidratos pueden ser empleados como
fuente de energia y el almiddn de este grano es un nutrimento similar al de ofras
leguminosas, tubéreulos y cercales como son: maiz, arroz, papa, sorgo y trigo, los cuales
presentan un porcentaje de amilosa de 28, 17, 21, 28, 28 respectivamente en comparacién
con 37.5% en C. ensiforn:s (Moguel-QOrdoiiez y col, 1996). El contenidoc de proteina cruda
(29.91% en base seca), ademds de un cociente leucinafisoleucina (2.4), mayor que el
presentado por fa FAO como cociente patrén de referencia (1.1), constituyen las

principales ventajas nutrimentales del cultivo (Emaldi y Pérez, 1990).

A pesar de las grandes ventajas expuestas, el grano de C. ensiformis y las leguminosas en
general como ya se menciond, contienen factores toxicos y antinutrimentales como son:
glucésidos clanogénicos, inhibidores de tripsina, factores antivitaminicos, aminoicidos no
proteicos y lectinas. Justamente la presencia de estas sustancias son las que le permiten
tener tan altos rendimientos en el campo, ya que pocas plagas pueden atacar a la planta y
especialmente a sus semillas {Gdmez-Rodriguez, 1986). Se han realizado varios estudios
sobre inactivacién de lectinas en leguminosas. utilizando calor humedo a presion
atmosférica, autoclave o tratamiento térmico alcalino. Las investigaciones realizadas en este
altimo tratamiento indican un aumento en la digestibilidad de la proteina. el contenido de
aminoacidos permanece casi invariable y 2 relacién metionina-cisteina y la cantidad de
lisina disponible disminuyen cuando la concentracién de cal utilizada es alta. Crail-Chivez
y Dévila-Ortiz (1989) demostraron que, al aplicar conjuntamente un tratamiento térmico
alcalino. se obtienen mejores resultados que utilizando solo uno de elios, debido a que hay
una reduccién del tiempo de coccidn y se facilita Ia desnaturalizacién de las protefnas de
reserva sin alterar la composicion de aminodcidos en general, aumentando Ia digestibilidad
de la proteina. En otros estudios ha sido utilizada la radiacién no ionizante como fuente de
inactivacion de lectinas del grano “red kidney” obteniéndose resultados aceptables de

inactivacion, pero la accion se levo a cabo sobre las hemaglutininas purificadas en solucion



(Mancini y Vizav, 1974}y no sobre la harina del grano no pudiendo concluir scbre el efecio

de este tratamiento en sus dema4s constituyentes,

En otro estudio se aplicd la radiacidn no ionizante sobre “porofos alubia”, obteniéndose
magnificos resultados en cuanto a su contenido de lisina disponible, indice de
dispersibilidad de proteina, absorcidn de agua,pseudoplasticidad y propiedades de pasta de
las harinas obtenidas después de aplicar el tratamiento (Elinbaum y Bonomo, 1990). La
parte innovadora de este proyecto consiste en usar la radiacién no ionizante como fuente de
Inactivacién wutilizando condiciones icidas y alcalinas a fin de reducir el tiempo de
exposicién en el homo de microondas y minimizar el dafio a la proteina protegiendo sus
propiedades nutrimentales y funcionales. También se debiera aumentar la digestibilidad de
la proteina como resultado de la destruccién de la estructura terciaria de ciertas proteinas
que ofrecen resistencia a la hidrdlisis enzimitica. Otra ventaja més es la disminucién de
costos debido a la reduccion del gasto de energfa, atribuida al tiempo en que se logra la

inactivacion.

3.3. Lectinas
3.3.1. Historia

La primera descripcion de lo que hoy se conoce como lectina fue hecho por Stillmark en
1838, que encontré que las semillas de Ja higuerilla (Ricinus communis), contenia una
proteina altamente téxica que era capaz de aglutinar glébulos rojos En 1908, Landsteiner y
Raubitscheck observaron que los extractos crudos obtenidos de muchas semillas
comestibles mostraban diferentes actividades hemaglutinantes sobre eritrocitos de varias
especies animales. Compararon estas actividades con las de los anticuerpos presentes en
sueros animales llegando a la conclusion de que las lectinas eran especificas para diferentes
especies; esto ¢5, que las lectinas eran capaces de aglutinar los globulos rojes de ciertas
especies de animales mas que los de otras, lo que sugeria una especificidad de las lectinas

(Landesteiner y Raubitscheck, 1908; en Nathan v Halina, 1972).

La primera lectina que se logrd purificar fue la concanavalina A procedente de la judia, que

fue cristalizada en 1919 por James B. Summer. En 1936, Summer y Howell comprobaron



que la adicién de concanavalina A a una solucidén de glucégeno, carbohidrato que actita
como forma de reserva de los azicares en los orpanismos, provocaba la precipitacién del
glucogeno de la solucion y que el aziicar de cafia inhibia la aglutinacién de los glébulos
rojos mediante la concanavalina A. En ese mismo afio, Summer y Howell establecieron la
hipétesis de que la hemaglutinacién provocada por la concanavalina A podria ser la
consecuencia de una reaccion de la proteina con los carbohidratos situades sobre la
superficie de los glébulos rojos { Summer y Howell, 1936; en: Jaffé, 1980 y Nathan y
Halina, 1972).

Las diversas actividades biologicas de las lectinas provienen todas de una sola propiedad:

su capacidad de unién con aziicares (Giiémez-Sandoval, 1986; Agraz-Balcdzar, 1989).

En 1954, Boyd le da el nombre de lectina a estos compuestos, debido a 1a caracteristica que
poseen de selectividad ya que esta palabra se deriva del latin “legere™ que significa escoger

{Roman-Gaspar, 1985).

3.3.2. Generalidades

Las lectinas estdn ampliamente disiribuidas en mas de 800 especies de plantas
principalimente en las correspondientes a la familia Leguminosae. en las cuales el contenido

de lectinas varia del 1.5% al 3% del total de proteina (Giiémez-Sandoval, 1986).

En la mayoria de las plantas superiores. las lectinas se localizan en sus semillas aunque
también se han detectado en la savia. las hojas, los tallos v la corteza. Mediante el uso de
técnicas inmunoldgicas se han encontrado en el citoplasma del cotiledén v det embridn, en
los cuales aparecen durante la maduracién y desaparecen en la germinacion, o que indica

una posible participacion de la lectina en la germinacion de la semilla (Jaffé, 1980).

Las lectinas o hemaglutininas son proteinas con afinidades especificas hacia determinadas
moléculas de azdicares (o residuos de ellas) localizadas en la superficie de la mayoria de las
células. Las lectinas posecen muliples sitios de unidn mediante los cuales pueden
combinarse con residuos de azitcares que sobresalen de la membrana celular (de los

glucolipidos y gluceproteinas que la constituyen) e interconectar varias células adyacentes



entre si ocasionando la formacién de redes intercelulares y la aglutinacion de éstas. La
reaccion de hemaglutinacién (la formacién de redes celulares empleando eritrocitos como
modelo celular) es el efecto mas facilmente observable de esta unién ¥ solo ocurre si la
molécula de lectina posee al menos dos grupos reactivos. La aglutinacién celular puede ser
inthibida por la adicién de aziicares sencillos, por los cuales la lectina es afin bloqueando asi

sus receptores (Nathan y Halina, 1972).

Se reporta que la lectina facilita la agregacion celular, formando puentes entre las células e
incrementando la cantidad de eventos de adhesién celular. Al modificarse la distribucién

del receptor, se facilita el contacto célula-célula.

Se afirma que después de haber hecho experimentos con lectinas marcadas radiactivamente,
¢l incremento en la aglutinacidn es consecuencia de cambios en la distribucidn topografica
de los receptores y también debido a la fluidez de la membrana que permite la agrupacion

de los receptores en uno de los polos.

Hay lectinas que por ser moléculas muy pequefias no alcanzan a enlazar los receptores y es

necesario agregar polimeros para incrementar la aglutinacion.

Otros factores importantes que influyen en Ia asociacién carbohidrato-lectina son el valor de
pH y la temperatura. La mayoria de las aglhttininas reaccionan entre valores de pHde 4.5a
I1. A valores de pH bajos la carga de Ia superficie celular es reducida y a pH alcalino hay
una gran interaccion celular, La temperatura esta relacionada con la fluidez de la membrana
¥ €sta necesita fluidez para que los receptores se muevan. Las aglutininas pueden presentar
reaccion en valores de 4 a 40°C. A 0°C la movilidad de los receptores es reducida. Los
agentes que reducen la polaridad como el etilengiicol incrementan la especificidad de la
lectina. Algunes iones metalicos también ejercen un efecto no especifico en la interaccién
carbohidrato-lectina facilitando la acomplejacién. Las lectinas que requieren iones
metdlicos son muy sensibles a las variaciones de pH. A valores de pH bajos, los iones

metalicos son liberados y la lectina pierde su actividad (Giiémez-Sandoval, 1986).

Es importante mencionar la influencia de la pureza de la Jectina en esta actividad

aglutinante.



Las lectinas poseen afinidad con glucoproteinas, células y virus, ya que se identifican por
interactuar, reconocer o ligar carbohidrates u oligosacaridos en la misma forma en que lo

hacen los anticuerpos.

Las lectinas no alteran la composicién de los carbohidratos, porque no tienen propiedades
enzimdticas, pero guardan semejanza a las enzimas en el mecanismo gue explica su
especificidad empleando el modelo de la “llave” y la “cerradura”, ya que reconocen su
estructura particular (Agraz-Balcdzar, 1939); ademds, la union de la lectina con el aziicar es
bastante débil, no provoca la formacion de enlaces covalentes, sinc que es reversible. Se
dice también que la unién entre lectinas-carbohidratos es aniloga en casi todos sus
aspectos a un sistema antigeno-anticuerpo; en ells, la lectina desempefia el papel del

anticuerpo y el polisacarido o glucoproteina el papel del antigeno.

Se ha postulado que las lectinas son anticuerpos vegetales, sin embargo, existen diferencias
muy marcadas entre ambos tipos de proteinas. La mas importante ¢s que los anticuerpos son
productos del sistema inmune de los animales superiores. cuyo organismo responde al
estimulo de la penetracion de una sustancia extrafia con la elaboracion de dichos
anticuerpos; las lectinas en cambio, se hallan presentes como proteinas constituyentes de
sus organismos y. sobre todo. de los organismos que como las plantas, son incapaces de
presentar respuesta inmune y de formar anticuerpos. Otra diferencia consiste en el margen
de especificidad de los anticuerpos; es amplio y abarca no sélo a los aziicares sino también
a muchos otros tipos de compuestos, como son aminoécidos, proteinas y dcidos nucleicos
{aunque, por supuesto, cada anticuerpo es especifico para el antigeno que provocd su
elaboracién). No se conoce ninguna lectina que sea especifica para compuestos que no sean

carbohidratos {Garcia-Ramirez, 1989).

Una tercera diferencia reside en la estructura quimica; todos [os anticuerpos tienen una
estructura similar, mientras que las lectinas difieren mucho entre si por su estructura. El
examen de la composicién de aminoacidos, del peso molecular y de otras propiedades
moleculares de un gran nimero de lectinas demuestra que poseen pocas caracteristicas

comunes exceptuando el hecho de que todas son proteinas (Gémez-Rodriguez, 1986).

10



3.3.3. Efectos biolégices

Dentro de los efectos biolégicos que poseen se encuentran:
Inhibicion de la fagocitosis.

Inhibicion de la formacion de vacuolas en macréfagos.
Efecto inmunosupresor.

Toxicidad.

Inhibicion del crecimiento y migracién de céfulas tumorales.
Inhibicidn de la liberacién de insulina en islotes pancredticos.
Efecto tipo insulina en células grasas.

Inhibicion del crecimiento de hongos (Gémez-Rodriguez, 1986).

Las lectinas no sélo aglutinan a los glébulos rojos sino también a otros tipos de células
como son los linfocitos, fibroblastos (células precursoras del tejido conjuntivo).

espermatozoides, bacterias v hongos.

La hemaglutinacion ocurre en los globulos rojos de varias especies de animates, como son:
ratas, ratones, pollos, etc. Cuando se les proporcionan leguminosas crudas en grandes
cantidades se produce la muerte en estos animales. Su accion posiblemente esté relacionada
con la absorcidn ntestinal pues, al parecer. las hemaglutininas se combinan con las células
externas de la pared intestinal impidiendo de esta forma la absorcion (Agraz-Balcazar,

1989).

3.4, Concanavalina A

La concanavalina A (Con A} es una proteina globular y ¢s la lectina que se extrae de la
semilla de la leguminosa Canavalia ensiformis, llegando a constituir del 2% al 3% en peso
de la semilla, dependiendo de! origen de las mismas. La Con A aglutina eritrocitos de

diversas especies como caballo, perro, gato, conejo, cobayo v rata, algunas bacterias, células

il



embridnicas, espermatozoides, algunos virus, linfociios. timocitos, hemocitos, blastocitos y
ciertos tipos de células transformadas y malignas mientras que no aglutina a sus
contrapartes normales y precipita ciertos tipos de glucanos, como glucogéncs,
amilopectinas, dextranas y mananas, lipopolisacaridos, vesiculas de glucolipidos-

fosfolipidos y glucoproteinas (Giémez-Sandoval, 1986).

Ha sido usada entre oiras cosas para la identificacién de glucoproteinas, para el estudio de
fenémenos membranales como permeabilidad idnica. potencial de membrana y actividad
enzimatica, para estudiar la movilidad de los receptores superficiales en distintos tipos de
células, la actividad enzimdtica en células transformadas, para el estudio del proceso de

activacion de las plaquetas y para el desarrollo de ensayos inmunoenzimaticos.

La interaccién Concanavalina A-carbohidrato es muy especifica, debiendo tener estos
Gltimos residuos o-D-glucopiranosil, o-D-manopiranosil, B-D-fructofuranosit o a-D-
arabinofitranosil en la terminal no reductora de la cadena polisacérida. El sitio de unidn de
carbohidrato de la Concanavalina A es complementario a los grupos hidroxilo C-3, C-4 y
C-6 de los anillos o-D-ghicopiranesil y e-D-manopiranosil. Los anillos de 5 miembros, aiin
cuando también reaccionan con la Con A, interaccionan mucho mds débilmente que los
anillos pirandsidos. Con estudics de inhibicién de la  interaccidn polisacarido-
Concanavalina A se ha demostrado que los mejores inhibidores son el metil-a-D-
manopirandsido v el metil-c-D-glucopirandsido. siendo también inhibidores aunque en
menor escala la manosa. glucosa, fructosa, arabinosa v algunos disacéridos como maltosa e

isomaltosa (Nathan y Halina, 1972).

La Concanavalina A es una proteina constituida por protémeros de PM de 26000 daltones,
de una sola cadena polipeptidica compuesta de 237 aminodcidos que tiene un sitio de unidn
para carbohidrato, uno para Mn®>* y uno para calcio ¥ ambos iones son necesarios para la

interaccidn de la concanavalina A con carbohidratos.

La molécula requiere que el ion manganeso o bien alglin otro metal de transicién como
cobalto, niquel, zinc ¢ cadmio, que también dan una molécula activa, s¢ una a ésta antes
que el i6n calcio, ya que la union del manganese induce un cambio coenformacional en la

proteina que crea el sitio de unidn para el calcio v ambos iones le dan una estabilidad
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conformacional a toda la melécula que posibilita la interaccidén con carbohidratos (Kalb v

Levitzki, 1968).

Los protémeros de la Concanavalina A forman dimeros vy tetrameros, dependiendo esto de
las condiciones de pH y temperatura en que se encuentre: a valores de pH fisiolégico, la
Con A es un tetramero; a un valor de pH menor a 5.6 es predominantemente un dimero y a
un valor mayor de 7 se ha observado la formacién de agregados poliméricos mayores. La
temperatura también influencia la transicion dimero-tetramero de la Con A; a valores de pH
de 6.3 y 4°C solo hay dimero; al aumentar la temperatura a 36°C la molécula es casi
totalmente tetramérica. A valores de pH de 7.2 la transicion se completa a 25°C. Las
propiedades de unidn a carbohidratos ne son afectadas por la transicién dimero-tetrdmero.
Algunos cambios quimicos como la acetilacion o succinilacién de la proteina tampoco
afectan la unidn a carbohidratos, habiéndose obtenido derivados acetilados y succinilados

de 1a Con A tan activos como la lectina sin modificar,

Se puede invertir el fendmeno de agregacion adicionando una solucidn ‘de carbohidratos.
Esta prueba es semejante a Ia accion de inhibidores competitivos de las enzimas (Becker y

Reeke. 1975; Cunningham y col, 1975; So y Goldstein, 1967; Inbar v Sachs, 1969).

3.5. Canavanina

La canavanina es otre factor téxico que se encuentra en la leguminosa C. ensiformis. Este
factor es un aminocido basico, andlogo estructural de la arginina. La semilla contiene del

2-5% en peso (Yanez-Ibarra, 1985).

La canavanina es un compuesto basico, soluble en agua, se encuentra libre en la fraccion no
proteica de la semiila. Da una reaccion de coloracidn con pentacianoamineferrato, donde el
grupo guanidoxi de la canavanina reacciona con el reactivo en solucion acuosa a un valor

de pH de 7 dando un color magenta (Ramirez-Schuetz, 1985).

La canavanina por ser un amincdcido andlogo de la arginina, puede sustituirla en la

biosintesis de proteinas de muchos sistemas procariotes y eucariotes.
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Estudios relacionados con crecimiento de células “in vitro”, indican que la canavanina

causa una marcada inhibicién de la sintesis de DNA v de la viabilidad.

La canavanina puede intervenir en el sistema de balance de agua. Esto fue estudiado en
Locusta migratoria, observindose que inhibe la secrecién de fluidos del volumen
hemolinfitico. Después del tratamiento con canavanina el volumen hemolinfético se reduce
drésticamente comparade con el nivel retenido en Locusta no tratada con canavanina

(Ramirez-Schuetz, 1985).

Se han estudiado mecanismos bioquimicos y la intervencién de la canavanina en éstos; por
ejemplo, en la sintesis de proteinas, en la sintesis de RNA v DNA, en la sintesis de

macromoléculas, en la sintesis de glucoproteinas, etc (Ramirez-Schuetz, 1985).

Como se observa, la canavanina posee una importante accién bioguimica, que en cierta

medida afecta el metabolismo en el organismo.

3.6. Radiacion no ionizante

La luz 0 mas propiamente la radiacién electromagnética, puede describirse en funcién de la
frecuencia n o de la longitud de onda A. Ambos pardmetros se relacionan entre si a traves
de la tuz segun la ec. C=Av. La relacién frecuencia-longitud de onda conduce al espectro

electromagnético.

El espectro se divide en regiones segiin sus aplicaciones en espectroscopia. De la expresion
E=hv=h¢/A se puede ver que la energia de una radiacion aumenta al incrementar la

frecuencia y disminuye al aumentar la longitud de onda (Pine y col., 1986).

En una de las regiones del espectro electromagnético se encuentran las microondas que son
las ondas electromagnéticas de energia radiante que difieren de otras radiaciones
electromagnéticas, como las ondas de Juz y las radioondas, sobre todo por su longitud y

frecuencia.

. . . . 7
Asi, se encuentra que las microondas tienen una longitud de onda alrededor de 16°-107 nm,
que son muy grandes. Por lo tanto, tienen una pequefia energia ya que su frecuencia es

pequeita. Esto conduce a decir que las microondas son ondas electromagnéticas no
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ionizantes, ya que cuando las ondas electromagnéticas poseen energia suficienic para
romper enlaces quimicos se dice que son ondas electomagnéticas ionizantes, entre las que

se encuentran los rayos gama y los rayos X.

La luz, al igual que las microondss, viajan en linea recta y pueden sufiir efectos de
reflexion, refraccién y polarizacion. Un material que es buen conductor es un reflejante de
ias microondas. Estas atraviesan el aire y muchos (aunque no todos) tipes de vidrio, papel y
materiales plasticos. Los materiales no conductores, es decir, dieléctricos (como pueden ser
algunos componenentes de los alimentos entre ellos el agua pura), son los que absorberén

las microondas.

Cuando son reflejadas no transmiten calor a la superficie reflectora, pero calientan el

material que las absorbe en un grado proporcional al de la absorcitn (Potter, 1978).

El incremento de temperatura en los alimentos se logra mediante una de tres formas, aunque

bien puede ocurir simultineamente:

a) Conveccion: Transferencia de calor desde una fuente a través del aire o de liquidos hacia

el alimento.

b) Conduccidén: Transferencia de calor en el nivel molecular dentro del alimento o el
recipiente que [o contiene, desde el drea de mayor temperatura hacia la de menor

lemperatura.

¢) Radiacion: Absorcién de cuantos de energia de una onda electromagnética por el

alimento.

En general, el primer paso en la conversion de microondas en energia térmica, es la
absorcion de las microondas por un sistema absorbente y, despugs, la degradacidn de esta

energia en vibraciones térmicas de las moléculas del material absorbente (Potter, 1978).

Para que una moliécula absorba un cuanto de energia, la energia de éste debe igualar fa
diferencia de energia entre el estado presente de la molécula (generalmente e] estado basal)
y la energia del otro estado permitido (excitado). La energia contenida en un cuanto de
microondas es pequeRa. Por ¢so las microondas pueden ser transmitidas a través de muchos

materiales sin ser absorbidas (Chévez-Lépez, 1990},
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Cuando una onda electromagnética incide sobre una molécula, el campo eléctrico y el
magnético actiian sobre ella. El efecto del campo magnético es mucho menor respecto al

eléctrico v tratandose de alimentos (sistemas no ferromagnéticos) se puede despreciar.

Al viajar la onda electromagnética por una molécula polar, es decir, una molécula que tiene
una carga positiva y otra negativa en los lados opuestos de la misma, los alimentos y otros
materiales contienen moiéculas que actfian como dipolos, entre ellos las molécuias de agua
(Potter, 1978). La melécula experimentard un campo eléctrico que oscila hacia arriba y
hacia abajo. Si la onda oscila a lo largo del enlace entre los dtomos, estos comenzarin a
vibrar al ser atraidos y repelidos, si la onda ejerce fuerzas perpendiculares 2l enlace, habré
un torque ejercido sobre la molécula y tendra comeo resultado ¢l movimiento de rotacién de

la misma y la energia sera transferida a la molécula.

Las moléculas vibran a la misma frecuencia de la onda absorbida. Una frecuencia de 2450

MHz hace vibrar a las moléculas 2450 millones de veces por segundo.

Para que la energia aparezca como calor, debe transferirse de la molécula que vibra hacia
sus alrededores en vez de permanecer como vibracién interna. Esta redistribucién de la
energia se conoce como “efecto de friccidn molecular. Este es el efecto de las microondas

sobre todas las moléculas polares.

En materiales no polares es diferente. En estas moléculas, las cargas eléctricas estin
simétricamente distribuidas. Si un campo eléctrico se aplica a este material, las cargas
positivas experimentaran una fuerza en la misma direccion que la del campe y las negativas
una fuerza opuesta. Este desarreglo de la simetria original hace que la molécula se polarice;
tal polarizacién inducida permite la interaccion de la molécula con el campo eléctrico. De
este modo se logra la transferencia de energia de un campo electromagnético a moléculas de
aceites v tejido graso en un horne de microondas. Algunas moléculas orgédnicas tienen
regiones polares y otras no polares y pueden interactuar con el campo de la radiacién tanto

por la polarizacién permanente como por la inducida. También existe el fendmeno de

conduccion dentro del alimento.

El calentamiento a través del microondas es el resultado de la interaccidn de los

componentes quimicos del alimento con un campo electromagnético. En un proceso de
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microondas, no solo influyen las propiedades térmicas del alimento sino también algunas
propiedades eléctricas interrelacionadas que varian con la frecuencia y con el perfil de
tiempo y temperatura durante el proceso del producto. Las propiedades dieléctricas mis
importantes a frecuencia de microondas son expresadas como “permitividad” dieléctrica

con dos componentes: la constante dieléctrica (E* ) y el factor de pérdida (E™").

La constante dieléctrica es una medida de la capacidad del material para almacenar energia
eléctrica y el factor de pérdida es una medida de la capacidad para disipar energia en forma
de calor. La relacién entre estos dos factores determina las capacidades del material, tanto
para ser penetrado por un campo eléctrico, como para disipar energia eléctrica como calor.
La relacién del factor de pérdida entre la constante dielétrica es el factor de disipacién o
tangente de pérdida. Al aumentar el valor del factor de pérdida y la tangente de pérdida, la

cantidad de energia que absorba este material aumentara también.

La constante dieléctrica depende de la temperatura y el factor de pérdida depende, tanto de
la temperatura como de la frecuencia. Estas propiedades afectan la distribucion de energia
dentro del material, la profundidad a la que penetra la energia en el alimento y la eficiencia

con que esto se lleva a cabo.

Las microondas iocan la superficie del material con un nive! iniciai de potencia; cuando
comienzan a penetrar el material, se absorbe un poco de energia, cambian la longitud de
onda y la velocidad, mientras que la frecuencia permanece constante. Esto continda hasta
que se absorbe toda la energia o las ondas atraviesan todo el material. La profundidad de
penetracion de la energia es una medida de este fendmeno. La profundidad de penetracidn

se define como la profundidad en donde la energia restante es del 37% de la inicial.

Las propiedades eléctricas estin ampliamente determinadas por los contenidos de humedad
y sal del producto. Las propiedades dicléctricas del agua son funciones de la longitud de

onda y de ia temperatura.

A una temperatura determinada, la constante dieléctrica del agua serd funcién de la
frecuencia. El agua de union. que es el agua unida a la superficie de los sélidos en el
alimentc en una o varias capas estructuradas, se relaja a frecuencias menores a las

microondas, por ello sus efecios 1o son considerados en procesos ¢on micrcondas. En
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general, cuanto mayor sea el contenide de humedad, tanto mayor serd el factor de pérdida y,
en consecuencia se obtendra mejor calentamiento. Sin embargo alimentos de baja humedad
también se calientan adecuadamente porque su calor especifico es menor. El calor
especifico se reflere a la cantidad de calor que necesita un alimento para elevar su
temperatura. Es el factor que hace que sustancias con un factor de pérdida relativamente
bajo, como los aceites, puedan calentarse bien con microondas. El aceite se calienta mas

rapido que el agua debido a su calor especifico menor (2.0 k)/kg°C frente a 4.2 ki/kg”C).

Mientras se seca un alimento, las microondas son absorbidas por las dreas mas himedas y
se observa un efecto de nivelacion de humedad. A un nivel muy bajo de humedad, el agua
se encuentra unida y no libre para ser afectada por el campo electromagnético, Cuando el
nivel de humedad supera el contenide critico de humedad, el factor de pérdida aumenta y el

producto absorbe mas las microondas {Chévez-Lopez, 1990).

Las sales disueltas es decir, iones en solucidn acuosa, atraen moléculas de agua con mas
fuerza por efectos de la carga nuclear {(dependientes del tamafio y la carga de los iones) y
disminuyen los valores de la constante dieléctrica a niveles menores que los del agua pura.
El factor de pérdida aumenta superando estos niveles. El efecto sobre la constante
dieléctrica depende de la concentracion de sal y su nimero promedio de hidratacion. El
efecto sobre el factor de pérdida depende de la conductividad equivalente de la sal, que
depende a su ver de la temperatura y de la concentracion. Los efectos de los iones en
solucién se relacionan generalmente con las cenizas y con componentes proteicos solubles.
Los efectos de los componentes insolubles e inmiscibles son el de disminuir tante la
constante dieléctrica como el factor de pérdida, como se observa en emulsiones aceite-agua,
y se relacionan a los lipidos, proteinas y carbohidratos en suspensiones coloidales en agua.
El efecto de los componentes interactivos tales como alcoholes y aziicares, se debe a la
gstabilizacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de estos compuestos y el

agua, cambiando la Jongitud de onda critica de absorcidn (Mudgett, 1986).

Por owro parte. la retencién de vitaminas en alimentos calentados o procesados con
microondas es mayor a los tratados convencionalmente porque el tiempo de tratamiento es
menor, pero este grado de retencidn varia con el tiempo de tratamiento, temperatura interna,

tipo del producto, tamarfio y potencia del homo (Chivez Léopez, 1990).
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Existen estudios, donde se muestra que la retencion de nutrimentos en alimentos procesados

con microondas ne difiere mucho de los retenidos por procesos convencionales.

Las ventajas de emplear la epergia no ionizante como fuente de calor, entre otras, se
encuentra la de la inactivacién de compuestos antinutricios, lo cual ha side corroborado por
varios autores (Elinbaum y Bonomo, 1990); ademas, existen beneficios como lo es la
minimizacién del dafio a la proteina protegiendo asi sus propiedades nutrimentales y
funcionales. Asimismo, se aumenta la digestibilidad de la proteina como resultado de la
destruccidn de ciertas proteinas que ofrecen resistencia a la hidrdlisis enzimdtica. También
hay prevencién del desarrollo de dureza, pues se acortan los tiempos de coccidn y se
mejoran las condiciones de almacenamiento. El calentamiento con microondas es mas
eficiente que el convencional {40% frente a 7-4% de los convencionales), segiin la National
Bureau of Standards de EEUUA, porque el calor se genera en el alimento y no en el aire
dentro del hormo o en el contenedor. Las microondas usan 75% menos energia que los

métodos convencionales (Chavez-Lopez, 1990).

De acuerdo con estos fundamentos, en este trabajo se usara la energia no jonizante como
fuente de inactivacion de los compuestos termolébiles (lectinas), presentes en 1a harina de

C. ensiformis.

En los siguientes capitulos se muestra el desarrollo de la parte experimental, resultados y

andhisis de los mismos y, por titimo, las conclusiones.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.a3. Metodologia

El seguimiento de la metodologia se lleva a cabo como lo muestra el esquema

presentado en la Fig. 4-1.

4.h. Preparacién de la muestra

El grano de C._ensiformis proviene del Campo Experimental Tizimin, Yucatin México,
perteneciente al Instituto de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP). Los
granos se molieron y tamizaron hasta malla 20. La harina se guardd en frascos y en

refrigeracién para uso posterior.

4.c¢. Caracterizaciéon

Se caracterizd mediante un andlisis proximal que comprende la determinacién de:
humedad, cenizas, fibra cruda, grasa cruda, proteina cruda e hidrates de carbono
obtenidos por diferencia de los demés constituyentes, de acuerdo a los procedimientos
establecidos por la AOAC (1980), ademas se realizo digestibilidad in vitro en la harina

cruda El equipo y materia} wtilizado se presenta en e} APENDICE A-1.

4.1, Acondicionamiento de 1a muestra

4.1.1 Cendiciones preliminares

Para conocer la cantidad de lectinas presentes en la harina cruda de C. enmsiformus
frepresentadas por su titulo (maxima dilucién en donde todavia existe aglutinacion)], y

en la misma harina pero con un pequefio incremente en su humedad y asi peder

21



comparar los titulos obtenidos con los de un valor conocido, se utilizé un patrén

positive que en este caso fue 1a harina cruda de frijol negro (Jamapa).

Inicialmente se trabajé en las condiciones que se muestran en las tablas 4-1 a 3. Se
tuvieron cuatro lotes, uno de harina cruda, uno con agua destilada en donde el contenido

de humedad se ajusto a 20%, une con HCl y uno con Ca(OH),

Tabla 4-2. Harina cruda y con incremento de humedad

MUESTRA CONDICION
HARINA CRUDA 13.69 % Humedad
HARINA CRUDA+AGUA DESTILADA 20.00% Humedad*
HARINA DE FRIJOL NEGRO (JAMAPA) | 9.25% Humedad intrinseca’

*Valor intrinseco de la muestra

{1) Crail-chivez y Davila-Oruz (1989)

Después de conocer el titulo que presenta la harina cruda de C. ensiformis, se
establecieron en base a un disefio experimental previo las condiciones iniciales de
humedad y concentracion, tanto de acido como de dlcali y tiempo de exposicién en el

microondas, que son las que se muestran en las tablas 4-2 y 3.

Tabla 4-2. Condiciones dcidas

CONCENTRACION % Exposicién en microondas
(%op/v) HUMEDAD {min)
0.02 20, 40, 50 T, T, T3, Ty, Ts, T
HCl 0.05 20, 40, 50 Ty, T3, T3, Ta, Ts, T
0.1 20, 40, 50 Tl; TZ: T3s T49 TS: TG

En donde T;=0, T;=0 5 mun, T5=0 75 mun. Ts=1 m, Ts=2 mur, Te=3 min
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Tabla 4-3. Condiciones alcalinas

CONCENTRACION % Exposicion en microondas
(%opv) HUMEDAD {(min)
0.02 20, 40, 50 T1, T3, T35, T, Ts, T
Ca(OH): 0.05 20, 40, 50 Ty, Ta, Tz, Ts, Ts, Ts
0.1 20, 40, 50 T, Tz, T3, Ts, Ts, T6

En donde: T1=0, T,;=(0.5 min, T;=0 75 min, T+ min, Ts=2 mun, Te=3 min

Se mantuvieron constantes: la energia aplicada, la cantidad de muestra wmilizada, que
para tal efecto fue de 1 g, y como variable fueron los tiempos de exposicién de 1a harina

en el homeo de microondas.

Con base en los resultados obtenidos de estas determinaciones, que se encuentran en el
capitulo 5, se procedid a trabajar con otras condiciones de humedad, las cuales fueron
establecidas por experimentaciones de prueba y error, a fin de encontrar el porcentaje de
humedad adecuado. Se procedié a trabajar en las condiciones que se muestran en la

tabla 4-4.

Tabla 4-4. Porcentajes de humedad trabajados y tiempos de exposicién de ia
harina en el horno de microondas

% Humedad Exposicién en microondas (min)
75.00 i 3 5
83.00 1 3 5
87.00 1 3 5
89.36 i 3 5

Se adicionaron volimenes detenminados de solucidn a las harinas con los porcentajes de
humedad mostrados en la tabla 4-4; se aplicé tratamiento térmico en diferentes tiempos
de exposicion en microondas. Las harinas en algunos casos se quemaban y en otros
sufrfan un ligero dorado en la superficic por lo que se supuso que el volumen de

solucién utilizada debia aumentarse; posteriormente, se trabajé con el siguiente
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porcentaje de humedad y asi sucesivamente, llegando al volumen adecuado en el que las

muestras ya no s¢ quemaban al aplicar [a energia no-ionizante.

Se encontré que, para 6 g de harina debfan adicionarse 50 ml de solucién. La
suspensién final quedé con un volumen adecuado, el cual no se consumié en su
totalidad al aplicar el tratamiento en microondas y asi se obtuvo una harina que no
presentd dorado ni quemado en su superficie, por lo que se eligid este volumen de
solucién para trabajar en todas las determinaciones; pero, como para obtener los
extractos de lectinas se requiere de, al menos, 1 g de harina, se hizo la relacion

correspondiente:

6 g/50 mL=0.12 g/mL, 0 sea, 1 g(I mLY 0.12g= 8.33mL de solucidn, sea dcido o alcali.

Para facilitar el manejo = 8.4 mL.

Entonces; para cada gramo de harina se adicionan 8.4 mL de solucién ya sea acido o

alcali, se homogeneiza v se deja en refrigeracion durante 24 horas.

El porcentaje de humedad éptimo fue de 89.36%, la cual se aplico a las condiciones

finales que se muestran en las tablas 4-5 y 6.
4.1.2 Condiciones finales

Las condiciones de operacién para los experimentos fueron los que se presentan en Jas

tablas 4-5 y 6.

Tabla 4-5. Condiciones acidas, 89.36% de humedad

CONCENTRACION HCl | Exposicién en microondas (min)
Yo piv
0 1.0 3.0 5.0
0{Control B) X X X X
0.02 X X X X
0.05 X X X X
0.1 X X X X

B, harina cruda (sin tratamiento ACIDO)
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Tabla 4-6. Condiciones baisicas, 89.36% de humedad

CONCENTRACION Ca(OH)2 | Exposicién en microondas (min)
% piv
0 1.0 3.0 5.0
0(Control B) X X X X
0.02 X X X X
0.05 X X X x
0.1 X X X X

B, harina cruda (sin tratamiento ALCALING)

4.2. Tratamiento térmico {microondas)

Se llevo a cabo en un homoe comercial (Goldstar MA-1554M, 1400W, 2450 MHz), a su

méxima potencia,. en los tiempos registrados en las tablas 4-5 y 6.

4.3. Determinacién de lectinas

4.3.1. Extraccién de lectinas

Después de aplicar los tratamientos a las muestras de harina de C ensiformis, se
procedid a obtener los extractos que contienen las lectinas para emplearlos en las
pruebas de aglutinacién de eritrocitos como se describe a continuacién Garcfa-Ramirez,
{1989). Se suspende la muestra en una solucion de NaCl al 1% y se agita
mecanicamente durante dos horas a 3000 rpm a temperatura ambiente. Se centrifuga el
extracte a 1400 rpm durante 15 min, se filtra el sobrenadante y se afora a 10 mL con la

solucion de NaCl al 1%.

4.3.2. Obtencién‘ de eritrocitos

Para realizar las pruebas de aglutinacién se requiere de eritrocitos, que se obtienen de

muestras de sangre de corejo de acuerdo a la metodologia propuesta por (Garcia-

25



Ramirez, 1989). Se desangra a conejos de laboratorio vivos, recibiendo la sangre en
solucién anticoagulante y centrifugéndola de 10 a 15 min. a 1500 rpm para obtener
solamente los eritrocitos, los cuales se lavan tres veces con solucidn isotdnica. Después
de la tercera lavada, diluir el paquete de gldbulos rojos hasta 4% empleando 24 mL de
solucién isotonica por cada mL de suspensién de glébulos rojos al 4%. Posteriormente,
se agrega 1 ml de tripsina al 0.1% por cada 10 ml de suspensién de glébulos rojos al
4% y se incuba durante 1 hora a 37°C. Pasado este tiempo se centrifuga a 1500 rpm para
eliminar el sobrenadante {que contiene la enzima) y nuevamente se centrifuga a la
misma velocidad y se lava tres veces con solucion isoidnica. Después del Gliimo iavado
se resuspende el paguete de eritrocitos y se ajusta la concentracion a un 5% empieando
un espectrofotometro A de 620 nm. Para ajustar la concentracion se necesita diluir la
suspension anterior con solucidn isotdnica tomando 0.5 ml de la suspensién de
glébulos rojos y diluirla con 2 mL de solucidn salina vy se lee en el espectrofotometro a

la longitud de onda mencionada anteriormente.

4.3.3. Pruebas de aglutinacion

. 4-2. Esquema del procese de dilucién empleado para determinar ef “tituls”

producide por la aglutinacién de eritrocitos con lectinas de Canavalia ensiformis

Concentracidn inicial

100 mg/mL

j-o-0-0

50 pL. Sol. isotonica+ 50 uL eritrocitos
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La técnica utilizada en este trabajo, se basa en la velocidad de sedimentacién de los
glébulos rojos por efecto de la cantidad de hemaglutininas presentes. Asi, al
incrementarse la cantidad de lectinas en la suspensién de prueba, se produce una
disminucién en el porcentaje de gldbulos rojos suspendidos y por consiguiente se puede

apreciar la sedimentacion de los eritrocitos aglutinados (Jaffé y col., 1974).

Se realiza la microtitulacién en placas de leucita rigida tipo V, colocando con una
micropipeta una gota de solucion isotdnica en cada pozo procurando no tocar las
paredes del mismo. Enseguida, con el “microdiluidor” se toman 5pL del extracto
problema y se colocan en el primer pozo de una hilera elegida diluyendo sucesivamente
e introduciendo el “microdiluidor” en los siguientes pozos rotandolos sin excesiva
presidn. Dejar una hilera sin extracto para emplearla como control. Finalmente, se
colocan con la micropipeta en cada pozo upa gota de suspensién de eritrocitos
sensibilizados y ajustados. Se rota suavemente la placa en forma circular y se incuba a
37°C durante 1 hora. Se lee el titulo en el dispositivo mirando a través del espejo el
fondo de los pozos utilizando Ia hilera de control como prueba negativa y se compara
con la hilera de las muestras. Se observa a partir de qué pozo va no se produce
aglutinacidn. conociéndose asi €] “titulo™. Este valor representa la maxima dilucion en la
que se presenta aglutinacion. Se calculan a partir de este valor los microgramos de
extracto que producen aglutinacién. Con estos resultados se puede cbservar la influencia

de los tratamientos aplicados.

Mas explicitamente: Se pesd | g de harina de C, ensiformis, se adicionaron 10 mL de
solucion salina al 1%, a fin de realizar la extraccidn de las lectinas. Por lo tanto, se tuvo
una concentracidn inicial de 100 mg/mL. Del extracto de lectinas se realizaron
diluciones, para obtener equivalentes de microgramos por mililitro de muestra que

roduce aglutinacidn que representa un titulo “n”, como se esquematiza en la Fig. 4-2.
p 4 q P q g

De esta determinacidn se conoce el titulo que presentan las harinas, tanto tratadas como

cruda.
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4.4 Equipamiento utilizado

4.4.1. Equipo

En la tabla 4-7 se presenta e} listado de equipo empleado

Tabla 4-7. Lista de equipo empleado en este trabajo

EQUIPO

MARCA/MODELC

Espectrofotometro

SPECTRONIC 21, Mod. UVD de haz simple

Balanza analitica

SARTORIUS, tipo 2842

Balanza analitica

A6245 METTLER TOLEDO TDNR26115110

Termobalanza

OHAUS, Mod. MB20( Series 4973

Centrifuga clinica

DYNAC, 500-5000 r.p.m.

Incubadora KINET
Estufa FELISA
Mufla Lindberg

Horne de microondas comercial

Goldstar Modelo MA-1554AM, 120 V. 12.5 A, monofisico, 60 H, 14 kW

Molino

Brabender No. i75QE

4.4.2. Material

Equipo microtitulador

Micropipeta Eppendorf, 10-100 pL

Multipipeta Transferpetie-12 canaies

4.4.3. Reactivos
HCL. grado reactivo
Ca(OH), grado reactivo

NaCl, grado reactivo

Tripsina porcina pancredtica, ICN, grado analitico

Heparina 5000, Sector Salud
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En las tablas 5-1 2 5-3 se pueden observar los resultados obtenidos, tanto de Ia composicién
quirnica de la harina de C. ensiformis, como la secuencia de inactivacién de las lectinas. En
Ia tabla 5-1 se observa la comparacién de los resuitados ohtenidos experimentalmente en
cuante a composicion quimica de la harina de C. ensiformis, con respecto a la reportada en

1z literatura.

Tabla 5-1.Composicién quimica de 12 harina cruda y valores escontrados eq la

literatura (Promedio de tres determinaciones) (g/100
COMPONENTE Harina cruda C. ensiformis | Literatura’ | Literatura®
CENIZAS 2.67 334 2.86
PROTEINA CRUDA 33.04 23.35 31.54
FIBRA 13.67 11.89 9.12
GRASA 2.77 1.51 9.84
CARBOHIDRATOS* 47.85 59.90 53.36

*Obtemdo por diferencia
| Moguel- Ordofiez y col {1998)
2 Emaldi y Perez (1950)

Se presentan ligeras diferencias en la cantidad presente de cada componente. Esto se debe

etc, ademas. aqui se observa que la harina de canavalia es una buena fuente de proteina pues

¢l contenido es mas elevado que en la mayoria de las leguminosas.

En la tabla 5-2 se hace la comparacién del titulo que presenta la harina de canavalia y el

titulo que presenta e frijol negro Jamapa.

Tabla 5-2.Titulo que presenta la harina cruda y el patrén positivo que, en este caso,

fue frijol negro Jamapa

MUESTRA TITULO
Harina cruda (C. ensiforms) 19
Patrén positivo (frijol negro Jamapa) 7-8
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Hasta el pozo 19 se produjo reaccidn positiva de aglutinacion. Se observo que el titulo que
presentd la harina cruda de C. ensiformis es un valor alto como lo esl9 en comparacion del
titulo que presenta la harina de Phaseolus lunatus, que esta en el intervalo de 7-8. Se puede
deducir que la cantidad de lectinas en la harina cruda de C. ensiformis se encuentra en mayor
proporcién que en la otra leguminosa y que se requerira, por tante, una minima cantidad de

harina para producir aglutinacién.

La tabla 5-3 muestra el titulo que presenté la harina de canavalia aumentando su porcentaje
de humedad utilizando agua destilada y diferentes tiempos de exposicion en el horno de

microondas:

Tabla 5-3. Harina con adicién de agua destilada y tratamiento térmico, 20% de

humedad
Tiempo de exposicién en microondas | Titulo
T1=0 19
T2=0.5 i9
T3=0.75 18
T4=1 18
T5=2 *
T6=3

»  Perdida cast total de hgrudo

Es importante mencionar que el titulo que presenté la harina en los diferentes tiempos de
exposicidn en el horno de microondas no cambié significativamente en comparacion con la
harina cruda ain cuando ya se estd aplicando el tratarniento térmico. Se observa que, a
tiempos de aplicacion de 2 minutos de epergia no fonizante la harina suffié un quemado en
la superficie, pérdida casi total de liquido por lo que ya no se realizé determinacién de
titulo, ya que los resultados empleando estas harinas darian resultados errdneos de

nitrégeno o digestibilidad in vitro.

En la Fig. 5-1 se presenta un pequeiio diagrama de estos datos para visualizar el problema.
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Gréfica que muestra los resultados de la tabla 5-3, efecto del tratamiento térmico y ligero

aumento de humedad (20%}) sobre los titulos obtenidos de la harina de C. ensiformis

Fig. 5-1. Efecto de tiempo de expesicion vs titulo con 20% de humedad

191

i8

Titulo

05 075 H 2 3

Tiempo (min)

En Ia Fig. 5-1, se observa que, a partir de los 2 minutos, ya no se registra el titulo, esto se
debit a que fue dificil tener la harina expuesta en energia no-ionizante durante este tiempo
pues como se menciond las muestras sufrieron un ligero tostado en fa superficie por lo que

ya no se llevo a cabo la determinacion de lectinas & partir de este tiempo.

Por otro lado. también se observa que en los demas tiempos trabajados no hubo gran

disminucidn del titulo en las harinas tratadas, en comparacion con el de 1a harina cruda.

5.1 Resultados preliminares

Los resultados de los experimentos preliminares se muestran en las tablas 5-4 a 9. Todos

estos resultados son el promedio de tres determinaciones
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Tabla 5-4. Titulo que presenta la harina de C. ensiformis con adicién de HC] en

diferentes concentraciones, a un 20% de humedad y tratamiento térmico

Tiempo de exposicidén Condicién HCI (%piv)
en microondas (min) 0.02 6.05 0.1
TITULO
0.00 19 19 19
0.5 19 18 183
0.75 18-19 18 18
1 18 18 18-17
2 & * *
3 * * *

*Pérdida casi total de liquido

Tabla 5-5. Titulo que presenta Ia harina de C. ensiformis con adicién de HCl en
diferentes concentraciones, a 40% de humedad y tratamiento térmico

Tiempo de exposicién Condicién HCI (%p/v)
en microondas (min) 0.2 I 0.65 0.1
TITULO
.00 19 19 19
(.5 19 18 18
0.75 18 i8 IR
| 18 18 18-17
2 * * *
3 * #& *

*Perdida casi total de ligmdo

Como se observa, los titulos que se obtuvieron en las muestras acidas y basicas tratadas en
el homno de microondas no presentaron grandes cambios, si se compara con las muestras de
harina cruda y, al igual que en la determinacion de harina cruda con 20% de humedad
{Tabla 5-3), en un T=2 min ya no se obtiene valor de titulo ya que las harinas se desecaban
y empezaban a quemarse. Haciendo la comparacién de los resultados de fas Tablas 5-3, 5-4
¥ 5-7 {condiciones 4cidas, alcalinas y agua destilada, con un 20% de humedad}, la adicién

de estas soluciones no modificaron en gran medida el titulo obtenido.

Lo que se observd es que a concentraciones de HCI 0.1% (Tabla 5-6} y Ca(OH) 0.02%
Tabla 5-9, disminuyé ligeramente el titulo de las harinas tratadas con tiempos de exposicion

en ¢! horno de microondas de 2 minutos. También se observan esios resuftados con las
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muestras tratadas con un  50% de humedad, lo que implica que fue posible tener les
muestras en tiempos de exposicion de 2 min. Esto no se observa en los resultados de la
tabla 5-3 que tienen un 20% de humedad, donde la harina sufte dafios severos. Sin
embargo, para tiempos de 3 min no fue posible mantener la harina expuesta a la energia no
ionizante. En los otros tiempos no hubo gran variacién en los titulos obtenidos, por lo que
puede concluirse que la variable que estd afectando es el contenide de humedad utilizado.
Con base en estos resultados y el conocimiento del principio de operacién de la radiacién
no jonizante sobre moléculas polares como el agua, se realizaron pruebas preparando
muestras en suspensién hechas con harinas de C. ensiformis y aumentando el volumen de

&cido o alcali adicionado.

Tabla 5-6. Titulo que presenta la harina de C. ensiformis con adicién de HCl en
diferentes concentraciones, a un 50% de humedad y tratamiento térmico

Tiempo de exposicién | Condicién HCI (% pfv
en microondas (min) (.02 0.05 I 0.1
TITULO
0 19 19 19
0.5 19 18 13
0.75 i8 18 i8-i7
1 . 18 i8 18-17
2 13 18-17 17
3 * * ¥

Tabla 5-7. Titulo que presenta la harina de C. ensiformis con adicién de Ca(OH), en
diferentes concentraciones, a un 20% de humedad y tratamiento térmico.

Tiempo de exposicién Condicion CalQOH); % piv
en microondas (min) 002 | o005 [ 01
TITULO
0 19 19 19
0.5 19 19 i9
Q.75 18 19-18 18
1 18 18 18
2 * * *
3 * I *
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Tabla 5-8. Titulo que presenta la harina de C. ensiformis con adicién de Ca(OH); en
diferentes concentraciones, a un 40% de humedad y tratamiento térmico.

Tiempo de exposicién Condicion Ca{O’ Yon/v
en microondas (min) 0.02 0.05 [ 0.1
TITULO
0.00 19 19 19
0.5 19 19 19
0.75 18 18 19
1 18-17 18 18
2 E3 a *®
3 * * *

Tabla 5-9. Titulo que presenta la harina de C, ensiformis con adicién de Ca(OH); en
diferentes concentraciones, a un 50% de humedad y tratamiento térmico.

Tiempo de exposicion Condicién Ca(Q % piv

0.62 I 0.05 0.1
TITULO

0.00 19 19 19
0.5 19 19 19
0.75 I8 i8 18
1 18-17 18 18
2 17 18-17 18

3 % x *

5.2 RESULTADOS FINALES

En las tablas 5-10 a 12 se observa la secuencia de inactivacion de lectinas utilizando un
porcentaje de humedad de 89.36%. Todos estos resultados son el promedio de tres

determinaciones.

Tabla 5-10. Titulo que presenta la harina de C. ensiformis en suspension en
condiciones dcidas (HCI) y tratamiento térmico, con 89,36% de humedad

T expesicion en Condicién HCl %p/v
microondas(min) 0.02 005 | 01
TITULO
0 19 19 19
1 18 17 15
3 L 16 14 12
5 | 8 3 0
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Para visualizar estos resultados se presenta la Fig. 5-2

Fig, 5-2. Inactivacion de lectinas en condiciones dcidas (9% humedad)

% piv HCI
—e—0.02
—B--0.08
—h—0.1

Tiempo {min.) 3

Al utilizar HCL con una concentracion de 0.02% se consigui6 reducir ef titulo producido
por las lectinas, llegando hasta 8, pero no se inactivaron totalmente, al aumentar la
concentracion hasta 0.05%. el titulo ya disminuyé més Hegando a 3, lo que implica que al
aumentar la concentracion de dcido utilizado se disminuyeron los tiempos de exposicién en

microondas necesarios para inactivar a las lectinas.

La inactivacién total de las lectinas fue obtenida utilizando HCI 0.1% que es la mayor
concentracion estudiada. Asi, conforme aumenta el tiempo de exposicién en el horno de
microondas, la cantidad de muestra que produce aglutinacién es mayor. Ademds es notable
la influencia de la humedad, ya que al aumentarla hasta un porcentaje de 89.36% fue
posible mantener las harinas hasta 5 minutos de exposicion en el horno de microondas sin

que sufran deterioro, y reduciendo su titulo.

En la tabla 3-11 y Ia fig. 5-3 se presentan los datos de los experimentos usando hidréxido de

calcio
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Tabla 5-11. Titulo que presenta Ia harina de C. ensiforntis en suspension, en
condiciones bisicas [Ca(OH),] y tratamiento térmico, con 89.36% de humedad.

T exposicién en Condicién Ca{QH2% plv !
micreondas {min) 0.02 I 0.05 l 0.1
TITULO
0 19 19 19
1 16 18 18
3 13 i3 15
5 0 7 3

Fig. 5-3. Inactivacion de lectinas en condiciones basicas {(89% bumedad)

% piv Cal
——0.02
—B—06.05
—&—0.%

Tiempo (min.) 3

En condiciones alcalinas también se obtuvo fa inactivacién total de las lectinas, solo que en
este caso la concentracion utilizada de alcali fue de 0.02%, que es la mas baja, ya que ¢n las
concentraciones mas elevadas, como 0.05%, aunque también hay inactivacion, es menor y
para una concentracién de 0.1% es aim menor. Esto indica que deben usarse cantidades
menores a 0.02%. Los titulos producidos por las lectinas disminuyen al aumentar los
tiempos de exposicidon en el microondas, por lo que es importante mencionar que la
modificacién en los valores de pH de las harinas permiten reducir los tiempos de
exposicion en ¢l homo de microondas para lograr su inactivacién o la disminucién de los
titulos obtenidos. En la tabla 5-13, se observan los resultados de Iz determinacion de titulo
de la harina a la que se le adiciond agua destilada y aplicé tratamiento térmico durante 5

min. Todavia se observaron titulos de 4-3, adn ¢cnando en la tablz 5-12 se muestra que las
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harinas a las que se adicioné agua destilada ¥ & la harina que se adicioné élcali presentan el
mismo pH final, sus resultados difieren, obteniéndose la total inactivacion en esta (iltima
por la presencia de la cal, por lo que se sugirid que la fuerza idnica del alcali ests facilitando
la desnaturalizacién de las lectinas, ademds de que se supone que la presencia del i6n
metilico Ca**  adicionado como Ca(OH), tiende a desestabilizar a Ia lectina debido a la
densidad electronica del calcio ya que en sus orbitales presenta electrones libres que tienden
a unirse por varios tipos de enlaces con algunas cargas de la proteina haciéndola mas

susceptible a sufrir cambios por algunos medios fisicos como lo es la energia no ionizante.

Tabla 5-12. Comparacién del pH inicial de las soluciones ¥ pH cobtenido después de
adicionar la harina de C.ensiformis

Condicién pH ipicial | Adicién de harina |pH final
Ca(OH), 0.02%(p/v) 11 lg [¢]
HCL 0.1% (p/v) 0-1 ig 4
H-0 dest. 6 g 6

Punto Isocléctrico de I lectina Concanavalina A ’5.517

1 Glson v Lrener (1967)

En las condiciones en que se trabajé, el pH en que se encuentra 1a lectina, esta por encima y
por debajo de su PI, punto en el que se tiene el mismo nimero de cargas negativas y
positivas y, por tanto, su carga neta es cero (Badui-Dergal, 1986) y es dificil, por tanto, que

pueda interactuar con algim otro componente.

Los resultados de la tabla 5-13 son para un lote mayor de harina (20 g versus 1 g) ¥ puede
observarse que el hidréxido de calcio tal vez requiere estar en una concentracion

ligeramente menor.

Estos experimentos se realizaron por triplicado, en donde T1, T2, y T3, son los titulos
obtenidos en las tres determinaciones. Tomando como titulo final el que presenta el valor

mas alto, para mayor confiabilidad.
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Tabla 5-13. Resultados del experimento 2 mayor escala: A 20 g de harina de C.
ensiformis, se le adicionaron 168 mL de Acido o base (% humedad 89.36) y
posteriormente tuvieron un tratamiento térmico. Se tomaren como referencia las
condiciones que habian presentado los titulos mas bajos

CONDICION(%p/v) | Tiempo de exposicién Titulo
en microondas{min) Tl T2 T3
HC10.1% 3 11 12 i1
HC10.1% 5 0 0 0
Ca(OH), 0.02% 3 10 10 Il
Ca(0H); 6.02% 5 2 1 i
H,0 destilada 5 5 4

La inactivacién completa de las lectinas fie alcanzada con tratamiento dcido v un tiempo de
exposicién en microondas de 5 min, aunque con el tratamiento alcalino también se estd
alcanzando una alta inactivacién, no total, pero observando la concentracién utilizada de
Ca(OH); que es de 0.02%, puede decirse que los resultados son buenos aun cuando en su
momento se esperd que fa adicion de Ca(OH), aumentaria la resistencia de las lectinas a ser
inactivadas, ya que éstas requieren de dos iones metalicos el Mn*' y Ca®* para que se lleve a
cabo la interaccion de la lectina con los carbohidratos constituyentes de la membrana de los
eritrocitos, ademas de que Ia presencia de estos iones le dan una estabilidad conformacional
a la lectina. Sin embargo, se esta logrando inactivar la lectina con una minima adicién de
Ca{OH)z. que sube el valor del pH. Se llegd a Ia hipdtesis de que con la pequefia
concentracién  utilizada no se estan ocupando los sitios de unién de la lectina con el ién
Ca™ v, por ende, no se pueden estabilizar las conformaciones de la lectina, logrando asi

mactivarla, parece corroborarse.

También se observa la influencia de la adicién de 4cido y élcali a Ias muestras, al hacer la
comparacion de éstos con la muestra a la cual solo se le adiciond agna destilada. La
inactivacién se [leva a cabo con la presencia de agua pero no en su totalidad, requiriendo
entonces un aumento ¢n el tiempo de exposicion en ¢l horno de microendas, trayendo como
consecuencia una mayor desnaturalizacién de las proteinas y, por ende, una disminucion en
la calidad de los nutrimentos de la harina, asf como un incremento en la energia necesaria

para el proceso.

Una vez confirmados Ios procedimientos de extraccion e inactivacion de lectinas de las
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suspensiones de C. ensiformis, se realizé una ultima corrida y una vez concluido el
tratamiento térmico, se liofilizaron las muestras con el objeto de conservarlas y realizar
analisis posteriores (pruebas de aglutinacién, andlisis quimico proximal, digestibilidad in
vitro y determinacion de aminodcidos).

La tabla 5-14 presenta los titulos obtenidos de las harinss tratadas con HCI, Ca(OH),, agua
destilada, y tratamiento térmico {estas harinas después de aplicado el tratamiento fueron
liofilizadas y sobre éstas se realizé la determinacién de titulo), asi como los de la haring
cruda.. Para mayor confiabilidad de los resultados, las prucbas de aglutinacidn para cada
condicion se realizaron 12 veces. Tomandose como titulo final aquel cuyo valor fuera el
mdés alto.

Tabla 5-14. Muestras de C ensiformis con adicién de dcido o alcali y tratamiento
térmico y posteriormente liofilizadas,

Condicién Tiempo de exposicion | T1 | T2 | T3|T4]TS5|T6
Yo piv €n microondas (min)
HC10.1% 3 12 | 11 | 12112[12}12
HCi 0.1% 3 12 J 12 {12112]12112
HCi 0.1 5 0 J]ocjojojole
HCl 0.1% 5 0 g roelraoiotn
Ca(OH), 0.02% 3 13 1 12 113113713113
Ca(OH); 0.02% 3 12 6 13 [12113)13113
Ca(OH), 0.02% 3 0 pojojotolo
Ca(OH); 0.02% 5 0 |0 foj0j0t0
con H20 dest. 5 5 414141|4
con H20 dest. S 4 4 1414144
Patrén (+) Harina 0 13 | 18 j19(19]19]19
Patrén (+) Harina 0 18 [ 19 {19{19]119]19

En estos resultados se observa que con los dos tratamientos aplicados acido y alcali se
abtuvo la inactivacion completa de las lectinas.
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La tabla 5-15 presenta la comparacion de los resultados obtenidos de algunas
determinaciones tanto de las harinas tratadas como de la harina cruda y asi conocer el efecto

de los tratamientos aplicados.

Tabla 5-15. Cuadro comparative de la harina cruda, y las harinas tratadas, en cuanto
a titulo, % de proteina cruda y % de digestibilidad in vitro. Los resultados son el
promedio de ires determinaciones, despues de una exposicién de 5 minutos

DETERMINACION | Harina cruda | HCI 0.1(%p/v) | Ca(OH), 0.02(%p/v)
Titulo 19 0 1]
%Proteina cruda (15 33.040 27.143 28.570
% Digestibilidadiq vitro) 58.6142 74.4945 76.5884

La fig. 5-4 muestra en una diagrama de barras la comparacion de los resuhtados obtenidos

en cuanto a porcentaje de proteina cruda, titulo y porciento de digestibilidad in vitro tanto

en las harinas tratadas y la harina cruda.

Fig. 5-4. Comparacién de % proteina cruda, titulo y % digestibilidad in vitro en
harina eruda y harinas tratadas de C. ensiformis

BTitulc
E% Proteina cruda
O% Digestibilidad

g::
m

£ £
s 2
Tr v

Ca(oH)2
0.02%

Como se observa, el titulo que presenté la harina cruda fue relativamente alto y se eliminé
por completo en las harinas tratadas con dlcali y con 4cido. El porcentaje de proteina cruda
no disminuyd considerablemente con los tratamientos empleados (4cido, basico y
tratamiento térmico). Esta disminucién no se esperaba ya que el porcentaje de N debe

permanecer consianie en las tres muestras de harina, atribuyendo esta ligera disminucién a
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problemas analiticos. Realizando el analisis estadistico de estos resultados se concluyd que
si hay diferencias significativas entre el valor obtenido de las harinas tratada y cruda con
una confiabilidad del 95% (el andlisis estadistico se encuentra en el apéndice A-2). En
cuanto al porciente de digestibilidad, existieron diferencias significativas entre los
tratamientos aplicados con un nivel de confianza del P=0.05%, incrementandose en las
harinas tratadas y observindose un mayor aumento con e} tratamiento basico. Comparando
este resuitado con ei porcentaje de digestibilidad para la harina cruda, el uso de la energia
no jonizante (fuente de temperatura) influye en la conformacién de las proteinas,
cambiando asf su estructura terciaria (referida al modo en que la cadena se curva o se
pliega, siendo ésta mas estable y rigida en las proteinas de tipo globular), haciéndola mas
apta para que las enzimas proteoliticas puedan actuar sobre ellas y asi hacerlas mas
digeribles. Aunado a este hecho, también esta incluida la eliminacién o inactivacion de
factores téxicos y antinutrimentales termoldbiles que afectan la digestibilidad de una
protefna, por citar un ejemplo, los inhibidores de tripsina, que reducen en gran medida la
digestibilidad de las proteinas, en este caso las lectinas (Concanavalina A, que es una
proteina de tipo globular) estdn siendo inactivadas en su totalidad por lo que puede
atribuirse este éxito al porcentaje de digestibilidad mayor que presentan las harinas que

recibieron los tratamientos.

Observando otro factor implicado en la disminucién de digestibilidad de las proteinas, esta
el de su origen ya que las proteinas de origen vegetal tienen una menor digestibilidad que
las de origen animal. atribuido a que los alimentos de origen vegetal tienen un contenido
mayor de fibra que las de origen animal, por lo que hay una mayor velocidad de transito en
el tracto intestinal, lo que en consecuencia hace que haya una menor absorcién de

nulrimentos.

La tabla 5-16. muestra el contenido de aminoacidos tanto de la harina cruda como de las

harinas tratadas, obtenidos mediante urraminograma.

El total de los aminoécidos cuantificados en la harina tratada con alcali, presento un ligero

aumento en comparacion con €l reportado para la harina cruda y la harina tratada con acido.
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Este hecho es atribuido a que en algunos aminoécidos se ve aumentado su valor, como es
en el caso de la treonina y la arginina. Observando el cromatograma, se puede inferir que
los valores correspondientes a estos aminoAcidos no pueden ser muy confiables ya que los
picos en donde sobresalen éstos, se advierte una superposicién de los picos que impide
cuantificar correctamente su valor. La proteina de las harinas tratadas contiene 7
aminodcidos indispensables requeridos por el ser humano, el otro aminoacido esencial no
estd contenido ya que como sc sabe las leguminosas son limitantes de los aminoacidos
azufrados no encontriandose el triptofano y la cantidad de metionina reportada es muy
baja, en comparacion a la reportada por la FAO en 1973 . Se puede decir que las proteinas
presentes en la harina contienen la mayoria de los aminoacidos esenciales, aunque en

cantidades menores a las requeridas por animales monogastricos,

Tabla 5-17. Cuadre comparativo del analisis proximal obtenido de las harinas
tratadas y el patrin (g/100g)

COMPONENTE | Harina cruda HC10.1% p/v | Ca(OH), 8.02% p/v
Tiempo de exposicion en microondas=5 min

Proteina cruda 33.040 27.143 28.570

Cenizas 2.670 2.576 2.628

Grasa 2.770 3.022 3.106

Fibra 13.670 12.400 12.180

Carbohidratos* 47.850 53.432 54.940

* Obtensdos por diferencia

Estos resultados son €l promedio de tres determinaciones

La composicién quimica de las harinas tratadas, presentada en la tabla 5-17, muestran que
no hay diferencias significativas en sus componentes en comparacién con la harina cruda, lo
que implica que los tratamientos aplicados no estdn influyendo en los valores de estos
constituyenies. por lo que hay un minimo dafio producido sobre los mismos por la energia

no ionizante.

Como ultimo punto, se procedid a determinar si los tratamientos aplicados a Ja harina de C.
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canavanina, cuantificando su concentracién espectrofotométricamente por medio de una
curva estandar. La técnica de obtencidn de la curva, se encuentra en el apéndice A-1, La
concentracidn de canavanina se obtuvo interpolando los resultados de la absorbancia

registrada en el espectrofotémetro para cada muestra en la curva patrén (Tabla 5-18).

Tabla 5-18. Muestra la curva estdndar de canavanina

Concentracién estindar | amortiguador | FCAF 30°Ci25 | Absssonm
canavaninz capavagpina (mL} min

0 0.0 2.6 0.4 “ 0.000
20 0.2 94 04 “ 0.013
S0 0.5 9.1 0.4 “ 0.053
100 1.0 86 0.4 “ 0.143
150 1.5 8.1 0.4 “ 0.230
200 2.0 7.6 04 “ 0.361
300 3.0 6.6 0.4 * 0.550

En donde:

PCAF= Pentacianoamonioferrato

La tabla 5-19 presenta los resuitados obtenidos. Puede verse que hay una ligera reduccion
pero no significativa. Esto implica que serd necesario estudiar otra metodologia para

inactivar la canavanina.

Tabla 5-19. Resultado de la concentracién de canavanina presente en las harinas

tratadas y la harina cruda. Resultado del promedio de tres determinaciones.

Tratamiento Absorbancia nm Concentracién canavanina (ug/mL}
Ca(OH); 0.02% 0.057 52.4867
HCL 0.1% 0.083 62.9373
Harina cruda 0.087 64.5451
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Los tratamientos aplicados en las harinas para la inactivacion de lectinas, no resultaron
apropiados para la eliminacion del aminodcido no proteico canavanina, aunque hubo una

ligera disminucién en la harina tratada con dlcali. Sin embargo, esta disminucidn, dado que

no es significativa y que la ingestién de este aminoacido trae consecuencias graves si se

consume en la dieta, da la pauta para una continuacion de esta investigacion.

6. CONCLUSHONES Y RECOMENDACIONES
Las conclusiones que pueden derivarse de este trabajo son:

- La radiacion no-ionizante es una fuente de inactivacion de las lectinas presentes en la

leguminosa C. ensiformis.

- La inactivacion de las lectinas se [levd a cabo empleando 0.1% de HCI y 0.02% de
Ca(OH),, ambas condiciones con tiempos de exposicién en ef hormo de microondas de 5

min, en suspensiones en agua destilada, de 89.36% de humedad.

- El efecto del tratamiento basico es significativamente diferente al efecto del tratamiento
acido, en cuanto a porciento de digestibilidad. concentracién de canavanina y porciento de
proteina cruda, con un nivel de confiabilidad del 99%. Por ello se eligié un tratamiento
basico en combinacidon con el tratamiento térmico ({microondas) como medio de

inactivacion de lectinas presentes en la leguminosa C. ensiformis.

- La radiacion no-ionizante no afecta significativamente los constituyentes de la harina,

como son las proteinas, ete.

- Los tratamientos aplicados, mejoraron la digestibilidad in vitro de la harina de C.

ensiformis.

Las recomendaciones para continuar esta investigacion son las siguientes:

- La harina tratada alin no es apta para su consumo, debido a que no se han inactivado el

resto de los agentes toxicos o antinutricios presentes en la harina.

- Para poder optimizar su inactivacién, es necesario encontrar las condiciones adecuadas en
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donde se destruyan todos los componentes téxicos de la leguminosa, ademads de realizar un

estudio de digestibilidad in vivo.

- Se recomienda experimentar con otro medio alcalino, como lo es NaOH, teniendo en
cuenta la concentracién adicionada de sodio para, por un lado observar si es posible reducir
los tiempos de exposicion en el homo de microondas v, por el otro, no dar en Ia dieta un

exceso de sodio.

- Por otro lado, aun cuande los objetivos fueron cumplides, a estd metodologia no se le
puede dar un enfoque comercial, ni se pueden conocer costos en cuanto a energia
consumida, ya que como parte incial de este trabajo es observar la factibilidad del método
propuesto, aunque ya se comprobd que el homo de microondas es buena fuente de
mactivacién de lectinas, quedan otros factores determinantes por analizar para que se pueda
decir que |a harina obtenida puede ser utilizada como complemento en dietas u otro tipo de

formulaciones para alimento pecuario.

Los puntos antes mencionados podrian ser cubiertos en proyectos posteriores cuando se

optimice el métedo y los métodos subsecuentes.

Lo que si se puede hacer mencién es que el tiempo de exposicién de Ia harina en el homo
de microondas para lograr la inactivacién de lectinas es menor a que si se utilizara un
tratamiento térmico convencional. por lo que el gasto de energia es menor, ademas de que

se reduce el dafio que pudieran sufrir los demas constituyentes de Ja harina.
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APENDICE A-1

METODOS GENERALES DE ANALISIS
1.1. Determinacién de hamedad (AQAC 1930}
a) Método de la termobalanza
b) Método de secado en la estufa

La humedad se determina usando una termobalanza OHAUS (Mod. MB200 serie 4573)

perfectamente calibrada, usando el método de secado en la estufa.

El método consiste en pesar 10 g de muestra en el plato del aparato, extenderla lo mejor
posible y conectar el aparato de tal manera que la lampara quede exactamente sobre la
muesira. Seleccionar el tiempo y el voltaje adecuado con los controies. Registrar la
variacién de peso cuando éste llegue a un valor constante. Calcular el porcentaje de pérdida

de peso. ¢l cual corresponde al contenido de humedad de I2 muestra.

b} Método de secado en ia estufa

Pesar 2 g de harina en pesafiltro de aluminio con tapa, el cual ha sido previamente pesado
después de secarlo 2 horas a 130°C. Secar la muestra una hora 2 130°C con la ventilacién
abierta. Retirar de la estufa, dejar enfriar en desecador y pesar tan pronto como se equilibre

con la temperatura ambiente.

Calcular el porcentaje de humedad reportandolo como pérdida de peso por secado a 130°C:

A-B
% Humedad = u *100

m
donde: A= peso del pesafiltro mas muestra hiimeda
B = peso del pesafiitro mds muestra secada en estufa

m = peso de la muestra en gramos
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1.2. Determinacién de cenizas (AOAC 1980)

Pesar con precision 3 g de harina en una cipsula de porcelana previamente pesada después
de haber sido calcinada 2 horas a 600°C. Calcinar la muestra carbonizéndola primero con
mechero en una campana de extraccion, hasta que ya no salga humo. Meter a la mufla,
cuidando que la temperatura no pase de 550°C para evitar que los cloruros se volatilicen.
Suspender el calentamiento cuando las cenizas estén biancas o grises (s se observan puntos
negros, humedecerlas con unas gotas de agua destilada, sscar en la estufa 3 130°C y volver a

calcinar). Enfriar en desecador y pesar. El porcentaje de cenizas se calcula con Ia formula:

(4-B)

%Cenizas = *100

donde: A = peso de la capsula + cenizas
B = peso de la cépsula vacia

m = peso de la muestra en gramos

1.3. Determinacién de grasa (AOAC, 1930)

Método de Goldfish

Poner a peso constante un vaso del aparato de extraccion Goldfish con 2 6 3 perlas de
vidrio. En un cartucho del aparato de extraccién Goldfish, colocar 2 g de muestra seca.
Colocar el cartucho en el aparate de extraccion y aproximadamente 60 a 80 mL de éter
etilico en el vaso. Realizar la extraccion durante 4 a 6 horas hasta que, por medio de una
prueba con papel filtro, se conozca ¢l final de la extraccidn. Retirar el cartucho y
reemplazario por un tubo para recuperar la mayor parte de éter hasta que el contenido del
vaso esté casi vacio. Terminar de llevar a sequedad en una estufa con vacio a 70-80°C, hasta
que el peso del vaso con la grasa no varie mas de 5 mg. La concentracion de lipidos se
calcula por diferencia de pesos y los resultados se expresan en lipidos extraidos por 100 g

de material.
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1.4. Determinacién de fibra cruda (AOAC, 1980)

Se pesan 2 g de harina desengrasada, se colocan en un vaso digestor de 600 mL, se afiaden
1 g de asbesto preparado y 200 mL de solucién de édcido sulfarico al 1.25% (0.255N)
hirviente. Se calienta de inmediato (debe empezar a ebullir antes del minuto) y se refluja
durante 30 min, rotando el vaso de vez en cuando para incorporar las particulas que se
adhieren a las paredes. Se Filtra a través de papel seda especial utilizando vacio y se lava
con agua destilada caliente hasta que no se dé reaccion dcida con rojo de metilo, se pasa el
residuo que quede en el filtro al vaso digestor ya limpio, usando una espétula y se repite la
operacion con una solucion hirviente de sosa al 1.25% (0.313N). Después de reflujar 30
min, se filtra sobre el mismo papel seda, se lava con 25 mL de acido sulfiirico al 1.25%
hirviente y con agua destilada caliente hasta que el filtrado no dé reaccion alcalina al rojo de

metilo.

Se pasa cuantitativamente el residuo a un vaso de precipitados lavando con agua destilada y
se filtra sobre un crisol Gooch que lieva una delgada capa de asbesto y que ha sido
calcinado durante 1 hora a 600°C. Se lleva a la mufla y se calcina a 600°C durante 30

minutos. Se enfria y se pesa.

Se determina un blanco, tratando | g de ashesto preparado, con acido y con élcali en la
misma forma en que se procedid parz la muestra. El contenido de fibra se calcula con la

siguiente formula:

Y% Fibra«cruda =

*100

{4-B)

donde: A = peso del crisol Gooch después de 2 h a 30°C menos el peso del crisol
después de calcinar 30 min, a 600°C
B = peso perdido en la determinacidn del blanco

m = peso de la muestra en gramos
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1.5. Determinacién de nitrégeno total (AOAC, 1980)

a) Método Macrokjeldahi

Se pesan 0.5 g de harina en un papel delgado y con todo y papel se introduce en un matraz
Kjeldahl de 800 mL; se agregan 0.3 g de sulfato de cobre pentahidratado, 5 g de sulfato de
potasio o sulfato de sodio, 15 mL de 4cido suiﬁiricé concentrado y se afiaden pedazos de
plato poroso 6 perlas de vidrio para regular la ebullicién en la destilacién. Se coloca el
matraz en el digestor del aparato Kjeldahl, abriendo el extractor del vacio y calentando
hasta Ia total destruccién de Ja materia orgdnica. La solucién debe quedar completamente
cristalina (1 a 2 horas). Se deja enfriar y se diluye con 350 mL de aguna destilada enfriando

sobre hielo.

Se afiade en 40 mL de una solucién concentrada de hidréxido de sodio haciéndola resbalar
lentamente por la pared del matraz de manera que se estratifiquen las dos soluciones. No
debe agitarse porque puede haber desprendimiento prematuro de amoniaco. Se adicionan
0.2 g de polvo de zinc y antiespumante y se conecta inmediatamente el matraz a la trampa
de Kjeldahi, unida al refrigerante que, a su vez, estd coneciado a una alargadera que va
introducida en 50 mL de HCI 6.1 N, contenidos en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y
adicipnados de 5 gotas de indicador rojo de metilo al 0.1% en alcohol. Las conexiones

deben ser de un ajuste perfecto para evitar las fugas.

Una vez conectado el matraz se agita para mezclar las dos capas ¢ inmediatamente se
coloca en la parrilla ya caliente del destilador, se regula la ebullicién al inicio de ésta,
agitando de vez en vez. Se destila aproximadamente hasta un volumen de 250 mL. Se
suspende la destilacion, retirando primero e} matraz con el destilado de manera que la
alargadera quede por encima y antes de apagar la parrilla se deja destilar unos minutos con
objeto de lavar la alargadera por dentro y después lavarla por fuera recogiendo los lavados

en el mismo matraz.

Se titula el exceso de dcido con solucion valorada de NaOH 0.1 N, hasta el vire amarilio del

indicador.
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Se corrige mediante una determinacion en blanco de los reactives usados empleando la

misma cantidad de papel.

El % de nitrégeno se calcula de la siguiente forma:

(mL e blanco— mL+ problema)(N(NaOH)(0.014)

masa * muestra

*100

% Nitrogeno =

E! % de proteina cruda se cbtiene multiplicando el valor obtenido en % Nitrégeno por el

factor 6.25 o el que corresponda al tipo de proteina.

1.6. Digestiblilidad in vitre.{Método de Akbson y Stahmann)

En un vaso de precipitados de 600 mL se coloca 1 g de la muestra problema y se digiere de
la siguiente manera: se afiaden 430 mL de agua, 0.5 g de pepsina y 16 mL de 4cido
clorhidrico al 10%; se agita perfectamente v se coloca el vaso en una estufa a 38-40°C
durante 16 horas, agitando de vez en cuando. Transcurrido este tiempo se afiaden 11 mL de
acido clorhidrico al 10%, se agita y se deja a la misma temperatura durante § horas mds,
pasadas las cuales se afiaden otros 11 ml de HCI al 10%, agitar dejar nuevamente en la
estufa durante 16 h; transcurridas éstas se afiaden i1 miL de HCI al 10%, se agita y se deja
por ultimo durante 8 h a 38-40°C. Pasadas las altimas 8 h se deja enfriar ef vaso y su

contenido; se filtra y se lava con agua caliente el vaso y el residuo en el filtro.

Se deben determinar las proteinas del residuo por Macrokjeldahl y las proteinas totales de

la muestra problema, por Microkjeldahl.

1.7. Método Microkjeldahi

Reactivos: Ac. sulfiirico conc., oxido de mercurio, sulfato de potasio, 4cido bérico con
indicadores (*), hidroxido de sodio 1:1. Indicador A: 100 mg de fenolftaleina aforados a
100 mL con etanol. Indicador B: 33 mg de verde de bromocreso! y 66 mg de rojo de metilo

aforados a 100 mL con etanol.

{*) Se pesan 5 g de 4cido bérico y se colocan en matraz aforado de 1 L, se adiciona agua
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hasta disolver y a continuacién se agregan 35 mL de indicador A y 10 mL de indicador B.

Se ajusta el color a un tono café rejizo con 4cido o base segln se requiera y aforar a un litro

cor agua.
Determinacion:

Pesar de 50 a 100 mg de muestra en un pedazo pequefio de papel delgado, envoiver bien
para que no se salga la muestra ¢ introducir en el matraz de microkjeidahi; afiadir un gramo
de sulfato de potasio, 40 mg de 6xido merciirico, 3 mL de 4c. sulfiirico conc. y unas perlas
de vidrio. Colocar el matraz en el digestor y calentar hasta la total destruccién de la materia
organica, es decir, hasta que el contenido del matraz esté completamente claro y no
contenga residuos de materia organica. Dejar enfriar, disolver el residuo en la menor
cantidad de agua posible (5-10 mL), pasar esto al matraz de destilacion, enjuagar el matraz
dos veces con la minima cantidad de agua posible y afiadir estos lavados al aparato de
destilacion. A la salida del condensador del destilador colocar un vaso de precipitados de
250 ml. que contenga 50 mL de dc. borico. Se afiaden 20 mL de NaOH 1:1 a la copa de
adicion del microdestilador vy con mucho cuidado se abre la llave de adicion del
microdestilador para poder liberar el amoniaco de la mezcla de reaccién. Continuar ia
destilacién hasta obtener 50 mL del destilado, por ultimo retirar ef vaso del dispositivo y
abrir la Ilave de succion, sacar el residuo de la mezcla de reacccion. Pasar el contenido del
vaso a un matraz Erlenmeyer y titular con una solucién valorada de HC1 0.01N, hasta el vire
del color verde a rojo fresa. Hacer un blanco utilizando un pedazo de papel igual al que se
usd para la muestra procediendo de la misma manera. La determinacién de proteinas por

macrokjeldahl se hace igual que para el analisis proximal.

2.0. Deteccién v determinacién colorimétrica de canavanina

Esta determinacién es propuesta por Fearon y Bell (1954). Esta basada en el hecho de que
los compuesios que tienen ¢l grupo guanidoxi (-0-NB-C-NH2), come la canavanina,
reaccionan con el reactivo especifico de pentacianoamonicferrato produciendo un color rojo

magenta.
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La determinacién tiene como objetivo conocer la variacién en la concentracién de
canavanina, ¢omo consecuencia de los tratamientos aplicados a la harina de C. ensiformis,

st es que hubo efecto o no, y en qué medida.

Esta determinacion se lievd a cabo en las harinas tratadas y en la harina sin tratamiento.

Material

Espectrofotémetro SPECTRONIC 21.
Potenciémetro

Agitador magnético

Balanza analitica Sartorius

2.1.1. Reactivos

Solucién de HC1 0.1N

Solucién de NaOH IN

Solucidn amortiguadora de fosfatos a un valor de pH de 7
Solucion de pentaciancamonioferrato (PCAF) al 1%. ALDRICH

L-Canavanina (jack bean), SIGMA

2.1.2. Técnica

Para la extraccion de canavanina con HCI 0.1N, se pesan de 100-150 mg de la muestra
preparada, se colocan en un vaso de precipitado pequefio con un magneto, adicionando 20
mL de HC} 0.1N y dejando en agitacion toda la noche a 200 rpm. Se filtra el extracto sobre
papel filtro doble (Watman #4) vy con ayuda de vacio, se ajusta el pH cerca de la
neutralidad (6.5-7.0) con NaOH IN en un potencidometro. El filtrado ajustado se afora a 25

mL, se toman 3 alicuotas de 0.5 mL, a cada una se adicioman 9.1 ml de solucién

amortiguadora a pH7 y 0.4 mL de PCAF. Se lleva a un bafio de 30°C, se deja por 25 min.
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Pasado este tiempo se lee en un espectrofotémetro a 550 nm,

Si Ia alicuota de 0.5 mL no es suficiente para dar una lectura, se puede tomar una mayor
cantidad de alicucta, hasta un volumen de 3 ml, en este caso sera necesario introducir un
blanco, para tomar en consideraci6n la coloracion del extracto, para lo cual a la mezcla de
reaccidn se le adiciona 0.1 mL de NaOH 5 N tomando en cuenta que el volumen final es de

10 mL; con este tubo se ajusta a 100% de transmitancia.(Fearon y Bell, 1954; Rosenthal,
1977)
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APENDICE A-2

Meétodos estadisticos

Analisis de varinaza, disefio por bloques y prucba de Duncan, efectuados para conocer el

efecto de los tratamientos en el porcentaje de proteina de las harinas.

Sila F experimental era mayor que F de tablas se considera que existen diferencias

significativas de este componente con ios iratamientos aplicados.

| 8. |GL| CM |FExp.|F Tablas Nivel
Tratamiento | 60.7194 | 2 130.3597] 1152 | 5.1433 0.05
Error 0.1581 | 6 ]0.02635 10.92 G.01
Total 60.83 8 - 3.43 0.1

Aj=Tratamiento dcido,  Ay=Tratamiento alcalino; As;=Harina cruda

Yar=27.14
Y 4= 28.55
Ya3=33.22
a=0(.05
2 3
rp 3.46 3.58
RP 0.3242 0.3350

Ya1-Y3=33.22-27.14=4 67>3242 Tratamientos significativamente diferentes

Era de esperarse ya que se estd comparando una harina que no ha recibido ningin

tratamiento con una harina tratada con 4cide y tratamiento térmico.

Ya1-Ya=33.22-28.55=6.08>0.335 Tratamientos significativamente diferentes
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Favoreciendo a la harina tratada con alcali.
Yas-Yar=28.55-27.14=1.41>0.3242 Tratamientos significativamente diferentes

Asimismo, se realizaron andlisis estadisticos por bloques del porcentaje de digestibilidad
“in vitro” de la harina cruda y las harinas tratadas. Se busca si existen diferencias

significativas entre tratamientos.

FV S.C|{GL| CM |FEzxp.|F Tablas Nivel

Tratamiento ] 6.72 ] 1.6 | 6.72 | 158.1 7.71 0.05
Error 0.171 4 |0.0425 21.20 0.01
TFotal 6.89

Encontrandose que si hay diferencia significativa entre tratamientos,. favoreciendo los

resultados a la harina tratada con Ca(OH}), 0.02%
A;=Tratamiento alcalino, A,=Tratamiento 4cido.
Y a1= 76.5884

Yar= 74.4945

o={.01
2
rp 3.93
RY 0.4676

Y a1-Y 42=76.5884-74.4945=2.0939>0.4676 Los tratamientos son significativamente

diferentes.
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También se hicieron andlisis estadisticos por bloques de la concentracién de canavanina
presente en la harina cruda y las harinas tratadas. Si existen diferencias significativas

entre tratamientos se verifica cual se favorece.

FY S.C |GL| CM |F Exp.|F Tablas Nivel
Tratamiento]| 41574 | 2 |207.87 | 39416} 5.14 .05
Error 3124261 6 |52.737 10.92 0.01
Total 728.166

Si existen diferencias significativas entre tratamientos. Favoreciendo a la harina tratada

con Ca(OH), 0.02%

A;= Harina cruda, A, =Tratamiento alcaling; A= Tratamiento 4cido
Yar= 72.006

Yar=52.013

Yaz=T70.776

«=0.05
2 3
rp 346 3.58
RP 14.506 15.0098

Y as-Y 42=72.006-52.013=20.993>15.0098. Los tratamientos som significativamente

diferentes. Se favorece el tratamiento alcalino.

Ya: -Yas=72.006-70.776=1.236<14.506. Tratamientos significativamente iguales, El
tratamiento acido no modifico significativamente el contenido del amineoécido canavanina

en la harina de C. ensiformis.
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Ya3-Ya=70.770-52.013=18.763>15.0098 Tratamientos significativamente diferentes. Se

favorece el tratamiento alcalino.

En la siguiente figura se observa la curva estindar de canavanina, datos que se encuentra

en la tabla 5-18 y 5-19 del capitulo resultados y discusion.

Fig. 5-4. Curva patrén de canavanina
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