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I. INTRODUCCION

Las leguminosas han sido uno de los primeros cultivos comestibles
practicados por el hombre. Actualmente y desde hace muchos afios,
éstas ocupan un lugar muy importante en la alimentacién mundial,
principalmente en América Latina, parte dé Africa y en la India.
Su importancia se debe a su alto contenido proteico, a su gran
aportacién caldrica y a su bajo costo en relacidén a las protei-

nas de origen animal.

El consumo de las leguminosas es muy variado en diferentes par-
tes del mundo, incrementandose en aquellos paises en desarrollo,
en donde la disponibilidad de proteinas animales es limitada o
en donde habiendo dichas proteinas, no las consumen por motivos
culturales y religiosos. En muchos paises, las leguminosas cons
tituyen uno de los principales, o el principal componente de la
dieta, tal es el caso de Japdn, donde la soya en diferentestipos
de productos, es la leguminosa mas importante, proporcionando

aproximadamente el 12% de la ingestidn de proteina total.

En encuestas realizadas sobre la alimentacién familiar en 20 zo-

nas de México, tanto urbanas como rurales, se encontréd que el con



sumo de leguminosas, oscila de 11 a 70 g. por persona, refirién
dose sblo al frijol comin, que es el que més se consume, Pero
ésto no es totalmente ilustrativo ya que se sabe que principal-
mente en las zonas rurales, el frijol comﬁnbjunto con el maiz,
es la base de su dieta. Sin embargo, existen algunas desventa
jas en relacidén al consumoc tan extendido e incrementado en la
dieta mundial, pues como cualquier proteina vegetal, las prote
inas de las leguminosas, tienen deficiencias en amino&cidos
esenciales para el organismo humano (metionina), tienen baja
digestibilidad y desafortunadamente, contienen un gran nilmero
de factores antinutricionales gue impiden un maximo de aprove

chamiento de esta fuente alimenticia.

Los factores antinutricionales, difieren tanto en calidad como
en cantidad en el enorme nimero de variedades de leguminosas

cultivadas.

Se han realizado al respecto, numercsisimos estudios en dife-
rentes partes del mundo, con el cbjeto de inferir sobre su pre
sencia, cantidad, efecto fisioldgico, estructura y eliminacidn
en diferentes variedades, tanto comestibles como silvestres.

En tales estudios, se ha observado que el aprovechamiento de




estos alimentos se incrementa cuando se les somete a un proceso
de coccidn, debido a que casi todos los factores antinutriciona

les presentes, son termolibiles.

En base a lo anterior, en el presente trabajo se llevd a cabo

un analisis, tanto cualitativo, como cuantitativo, de dos de los
principales factores antinutricionales: inhibidores de tripsina
vy hemaglutininas, en variedades comestibles mexicanas., El estu-
dio se realizd en muestras crudas y cocidas, con el fin de obser

var el efecto de coccidn sobre estos factores antinutricionales.



II. GENERALIDADES

La deficiencia de proteinas en la alimentacién humana, se incluye
entre los problemas més serios de la actualidad. ' En América Lati
na principalmente, la poblacién infantil sufre visiblemente las

consecuencias de estas deficiencias.

Varios recursos tecnoldgicos han sido usados para oObtener concen-
trados proteicos de alimentos vegetales y animales; las legumino-
sas entre ellos, fueron recomendadas como un producto de alto va-

lor proteico ( 39 ).

Las leguminosas incluyen aproximadamente 600 géneros con cerca de
13 000 especies, de las cuales sdlo 10 6 12 tienen importancia nu

tricional vy econdmica, excluvendo a la soya y al cacahuate.

La distribucidn de las leguminosas es mundial, se cultivan tanto
en los trdpicos, como en las regiones templadas, lo que se debe

también a su gran utilidad en la agricultura, pues gracias a las
bacterias nitrificantes presentes en sus raices, tienen la capa-
cidad de fijar el nitrégeno atmosférico mejorando asi la composi
cién del suelo. Su contribucién al suministro mundial de protei
nas es considerable, probablemente del orden de 8 % constituyen-

do por tanto un alimento importante, sobre todo en aguellos pai-



ses en desarrollo, en donde no hay suficiente cantidad de protei

na animal.

La preferencia de uno u otro tipo de leguminosa estd relacionada
posiblemente, con la disponibilidad de alimentos en la regidn, -
la cual a su vez, se ve influenciada por las condicieones ambien-

tales. Por ejemplo: Pisum, Vicia y Lens esculenta, son en gene

ral mas populares en el Medio Oriente. En América, el género -
Phaseolus es el mds comin, mientras que en el Lejano Oriente y -

Africa, las especies indias de Phaseolus, Dolichos, Vigna y Caja

nus, son las mas importantes (9,2).

] . e
Las leguminosas se consumen en varias formas, pero el método mas
el ) o~ (e .
comin de preparacidén, es por coccidn de ellas en agua, con O sin
adicidén de sal, cebolla, ajo y aceite, durante 3 a 5 horas a pre
sién atmosférica, hasta obtener un alimento de consistencia uni-
forme. Algunas variedades se consumen antes de que maduren, pe-

ro su contribucién de proteinas a la dieta, es mucho menor (43).
COMPOSICION

Como se menciond anteriormente, las leguminosas tienen gran im-
‘portancia desde el punto de vista nutricional, debido a su alto
contenido de proteinas que varia de 18 a 32 %,, con excepcién de

la soya vy el cacahuate, los cuales después de la extraccién de-



grasa, alcanzan hasta un 50 % de proteinaﬁ Su contenido proteico
es casi el doble que el de los cereales y ligeramente superior al
de la carne, pescado y huevo { 9 ). Sin embargo, las proteinas

de las leguminosas, son fuentes pobres en aminoacidos esenciales,
principalmente aminodcidos azufrados como son metionina y cistei-
na. Muchas son también un tanto deficientes en triptéfanc e iso-
leucina. Por el contrario, las citadas proteinas tienen en gene-
ral, un elevado contenido de lisina, que es un factor de gran im-
portancia nutricional, cuando las leguminosas son consideradas co
mo suplemento para cereales ( 2,3 ). En general, el contenido de
aminoadcidos en las proteinas de las leguminosas depende de la es-

pecie, variedad, localizacidn y préActicas de manejo.

La proteina, se localiza en los cotiledones de las leguminosas en
un 27 %, en los ejes embrionarios 48 % v en la céscara 5 %. Como
los cotiledones estén en mayor peso, contribuyen en mayor propor-
cidén al total de proteinas ( 9 ). Estas proteinas, son principal
mente globulinas, pero también se encuentran alblminas en algunas
especies. Las globulinas constituyen 80 a 90 % de la proteina to
tal, son proteinas solubleslen soluciones salinas y han sido divi

didas operacionalmente en dos: legiminas y vicilinas. Boulter -

r

(7 ), encontrd que la legimina, es mas rica que la viecilina en

aminodcidos azufrados y triptéfanc, pero menor en isoleucina, 1li-



sina v fenilalanina. Una separacién por electroforésis mostrd
que, la cantidad relativa de legimina y vicilina, varia depen-

diendo de la especie ( 2, 3 ).

Se ha observado también, que algunas globulinas presentes en

Phaseolus, se resisten a la hidrélisis por enzimas proteoliti-
cas, razdén por la cual la presencia de tales proteinas en los
granos de leguminosas, puede ofrecer una explicacién de la ba-

ja digestibilidad de las proteinas de estas semillas ( 9 ).

La otra fraccién proteica de las leguminosas, son las albimi-
nas, las cuales no han sido totalmente separadas y caracteri-
zadas. Se encontrd que estas proteinas, representan no mas -
del 1 % de la proteina total de la semilla y se acepta general
mente, que varias enzimas de las semillas, se encuentran en es

ta fraccién ( 7).

Ademds de su alto contenido devproteinas, las leguminosas se
consideran buena fuente de tiamina, riboflavina y niacina. Son
fuentes pobres de calcio pero relativamente altas en hierro.
Algunas leguminosas contienen carotenos pero no contribuyen mu-
cho a 1a vitamina A. Se ha encontrado también en menor canti--

dad &cido ascérbico, vitamina K y tocoferoles.

La mayoria de las leguminosas que comunmente consume el hombre,



contienen pocas grasas, alrededor de 1 a 2 %, pero hay algunas
(soya y cacahuate), que constituyen fuentes importantes de es-
tas substancias. Las grasas de las leguminosas son en general

ricas en acidos grasos esenciales.

En su forma seca, producen casi tantas calorias por unidad de

peso, como los cereales, pues contienen aproximadamente 60 % de
carbohidratos que en general se utilizan y absorben bien ( 9 ).
Sin embargo, a pesar de gque las leguminosas constituyen una de
las mejores fuentes de proteinas vegetales, es necesario hacer-
énfasis en lo que respecta a su bajo valor biolégico, a su baja

digestibilidad v a la presencia de factores antinutricionales.
VALOR BIOLOGICO

Existen muchas variaciones en el valor biolégico de las legumi-
nosas, aln en variedades de la misma especie. Estas variaciones
son dificiles de explicar debido a que hay muchos factores invo-
lucrados; sin embargo, es probable que el factor principal, sea
la relativa baja concentracién de aminodcidos azufrados en la
proteina. La calidad de la proteina puede también ser afectada
por otros factores tales como procesamiento para consumo y por
almacenaje. En general, se considera una variacidn de 32 a 78%

de valor biolégico ( 9 ).



No obstante, se ha encontrado que el valor bioldgico de las legu

minosas, puede ser mejorado por varios métodos:

1l.- Agregando aminodcidos deficientes, en este caso, se adiciona

Los

metionina, que es el aminodcido deficiente en las leguminosas.
El problema persiste en la estandarizacidén de la cantidad afia

dida, que varia de 0.1 a 0.3 %.

Por suplementacidn con otros alimentos de origen vegetal.  La
suplementacién se lleva a cabo, entre dos o més proteinas, de
tal manera que, el valor biolégico de la mezcla resultante,

sea superior al de cada proteina por separado. Este fendmeno
se observa muy bien en la suplementacién entre proteina de le

guminosa y proteina de cereal.

Por mejoramiento genético, en donde es necesario tomar en -
cuenta muchos factores como son: estandarizacidn de técnicas
analiticas, eliminacién de factores responsables de la pobre
digestibilidad, mejoramiento del nivel proteico, aumento de
la produccidn, estudio de leguminosas no comestibles, etc.

(24, 37).
DIGESTIBILIDAD

nutricionistas, estan concientes de la baja digestibilidad de

la proteina de las leguminosas, que puede ser causada por una des
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. , . . P
carga rapida del intestino o por una resistencia de la proteina
a la hidrélisis por enzimas gastrointestinales., En cualquier -
caso, se estan produciendo pérdidas significativas de nitrdgeno

en las heces, cuando los frijoles son consumidos ( 9 ).

Segin informes de la F.A.O. (1958), la verdadera digestibilidad
de las leguminosas guisadas adecuadamente, se encuentra entre -
85 y 95 %, siendo la de los frijoles ligeramente mis pobre que
la de los chicharos. Naturalmente los métodos de elaboracién
de las leguminosas, las cantidades que se consumen y el estado

del aparato digestivo, afectan la digestibilidad { 2 ).

La digestibilidad, depende también de las condiciones de los fri
joles v de su tiempo de coccidn. E1 contenido de fibra cruda,
es tomado como una medida de los porcentajes de carbohidratos no
digeribles, los cuales pueden causar aumento en los desdérdenes -
digestivos, principalmente la fermentacién de éstos por enzimas

bacterianas en el intestino.

Se -han registrado estudios en los cuales se ha observado que la
digestibilidad por la coccidn es satisfactoria, pero la utiliza
cidén de la parte digerible de las leguminosas, para sintesis pro

teica vy crecimiento del cuerpo es considerablemente més baja que
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la mayoria de las proteinas animales ( 36 ).
FACTORES TOXICOS

Existe un gran ndmero de substancias téxicas en las diferentes
Qariedades de leguminosas gque son consideradas como inhibidores
nutricionales. La mayoria de estos factores, son termoldbiles,
en tanto que otros son termoestables y de acuerdo a la toxici-
dad que presentan en estado crudo, las leguminosas se han cla-

sificado en 3 grupos ( 21 ):

1.~ Los que producen la muerte de los animales de experimenta-

cidn en un lapso de 2 a 3 semanas: frijol.

2,~ Los que producen mejor crecimiento si se consumen en forma

cocida: soya.

3.~ Los gue producen crecimiento similar si se consumen en for

ma cocida o en forma cruda: Caupi, garbanzo y lenteja.

Estudios realizados parecen indicar que la mayoria de las subs-
tancias téxicas, se encuentran s6lo en el grano crudo y se eli-
minan por métodos ordinarios de preparacién. Asi pues, cuando

los frijoles crudos se alimentan en una dieta experimental, son

téxicos para los animales. Sin embargo, cuando los mismos fri-
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joles se someten a un tratamiento de coccidn, pueden ser ingeri

dos sin causar dafios { 9, 45 ).

Un informe de la F. A. O., nos dice que las substancias téxicas
que se encuentran en varias leguminosas, limitan el consumo de
éstas a las especies no téxicas o a aquellas cuya toxicidéd pue-
de eliminarse o reducirse a limites seguros mediante una prepa-

racién y coccidén adecuadas ( 9 ).

Entre los factores antinutricionales presentes en las leguminosas,
tenemos: inhibidores de tripsina, hemaglutininas, glucésidos cia
nogénicos, factores bociogénicos, factores que producen; latiris-
mo, favismo y lupinus, saponinas, alcaloides, otros inhibidores

de proteasas, inhibidor de amilasa, factores que producen flatu-
lencia, distrofia muscular, accidn del acido fitico y substancias

con propiedades hipocolesterolémicas.
INHIBIDORES DE TRIPSINA

Los inhibidores de tripsina, son uno de los factores antinutricio-
nales mis conocidos y estudiados. Son componentes de los granos
‘de leguminosas que actlan inhibiendo a la tripsina que es una en-
zima proteolitica que se libera del pancreas al intestino delgado

de hombres y animales. En algunos casos afecta también la accidn
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de la quimotripsina, provoca hipertrofia pancreatica y contraccién
de la vesicula biliar. Al mismo tiempo, se manifiesta una depré-
sién del crecimiento de los animales de experimentacién (ratas, ra
tones y pollos), que se debe al resultado de la pérdida enddgena
de aminoAcidos esenciales de un pancreas hiperactivo que respohde
en forma compensatoria a los efectos del inhibidor de tripsina en
la cual la pérdida de metionina es muy aguda, pues por naturaleza

las leguminosas son deficientes en este aminodcido (36, 29, 1).

Kakade y col., (29), encontraron que existe'qna relacién cuantitati
va entre la actividad antitriptica vy el aum;;to del tamafio del
péncreas v io atribuyen al hecho de que la{fecresién pancreatica,
estid controlada por el nivel de tripsina en el iﬁtestino delgado Y,;l

que el efecto de los inhibidores de tripsina, es el de contrares-

tar este mecanismo por combinacidén con tripsina ( 35 ).

Por otro lado, la pobre utilizacién de las proteinas de las legu-
minosas ha sido también atribuida a la presencia de los inhibidores
" de fripsina. Jaffé.( 22 ) lo confirmé, al notar que las leguminb—
sas con mayor actividad antitriptica mejoraban més la‘digestibili—
dad "in vivo" por elvcalentamiento. Sin embargo, Kakade ( 29 ) de-
mostrd que los inhibidores de tripsina contribuyen sélo con un 46 %

tanto en la depresidén del crécimiento, como en la hipertrofia pancred

tica.
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La existencia de estos inhibidores de tripsina se ha demostrado
por medio de un gran ndmero de estudios realizados por varios au
_tores, quienes los han aislado y purificado (58, 29, 1, 50, 8) 15)
v en el caso concreto del haba, se ha visto que son glicoproteinas
{ 52 ). Las leguminosas que presentan mayor contenido de inhibido
res de tripsina son: la soya y el frijol negre. En referencias

anteriores se encontré que en general, la actividad antitriptica,

es mayor en la soya, sequida por Phaseolus vulgaris. El haba, len

teja, chicharo y garbanéo mostraron valores bajos ( 18, 48 ).

!
i i

Se h%nxteportado varios tipos de inhibidores de tripsina en Pha-

seolus vulgaris y la mayoria de ellos tienen en comiin pesos mole
culares bajos y composicién de aminodcidos caracterizada por un
alto contenido de serina, Acido aspartico, alfa-cisteina y la au-

'sencia de triptéfano y carbohidratos ( 58 ). o

- Un estudio sobre el inhibidbr de tripsina del haba (Vicia faba)
( 1), mestra valores bajos de nitrdgeno, lo que explicaron por
la evidencia de que existen cérbohidratos en estos inhibidores,
que sugieren altos pesos moleculares, no de una profeina simple,

sino de una glicoproteina como se menciond antes.

Kunitz ( 33 ) trabajando en harina de soya desengrasada, aisld

una proteina que inhibia la accién proteolitica de la tripsina y



noté que la cristalizacidén repetida de esta proteina, no alteraba

su actividad.

Wagner y Riehm (56), indican gque hay proteinas de bajo peso mole-
cular que inhiben la accién de la tripsina y para comprobar su
afirmacién, aislaron parcialmente este inhibidor a partir del fri

jol blanco crudo (Phaseolus vulgaris) y a su vez, estudiaron sus

propiedades fisicoquimicas y forma de accidn, con los siguientes
" resultados: a) ia purificacién de la enzima baja la actividad a
un 90 %; b) la fraccidn purificada demostrd tener caracteristi-
cas afines a otras fracciones aisladas anteriormente y que tam-
bién poseian actividad antitriptica:; c¢) la fraccién es rica en
cisteina v baja en metionina; d) no contiene grupos tiol ni resi-
duos de triptdfano; e) por filtracidén en gel, la molécula nativa
ha demostrado ser una simple cadena polipeptidica cuyo peso mole
cular determinado por ultracentrifugacidén, fue alrededor de —--

25 000 g Mol-1 y f) observaron que por cada Mol de inhibidor, se

inhibieron dos moléculas de tripsina.

Un estudio comparativo de 19 inhibidores de tripsina, por modifi-
cacién quimica, muestran que la actividad inhibitoria de estas
substancias puede ser destruida por modificacibén de residuos de 1i1
sina en algunos y de arginina en otros, pues en estudios recientes

sobre proteblisis parcial de inhibidores de tripsina, se ha
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reportado la presencia de arginina y lisina en los sitios acti-~

vOos,

Algunos inhibidores naturales tienen actividad inhibitoria doble,
con sitios activos independientes para tripsina y quimotripsina,

como es el caso del inhibidor de tripsina del frijol lima ( 32 ).

Wilson ( 58 ), encontrd gue el inhibidor de tripsina del frijol
comin, también es un doble inhibidor que actla inhibiendo simulta

neamente una molécula de tripsina y una de elastasa.

Algunos otros autores, se refieren a un complejo de inhibidor de
tripsina y quimotripsina, cuyo peso molecular promedio es 19 000
g Mol~l. Este inhibidor cristalizado, es altamente activo en pre-

sencia de tripsina y quimotripsina pancredtica de bovino (55, 57).
HEMAGLUTININAS

Se ha observado un alto grado de mortalidad en animales gque han
consumido leguminosas crudas, y el efecto no se debe a los inhi-
bidores de tripsina, sino a substancias que son capaces de aglu-
tinar los eritrocitos de varias especies animales, denominadas
lectinas o hemaglutininas (36), que?son proteinas solubleé en sQ
luciones salinas y cuyo aislamiento lo han logrado varios‘éuto—
res, los cuales concuerdan en gue la presencia de hemaglutininas,

baja el valor biolégico de las leguminosas. Sin embargo, se ha
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reportado una pobre correlacidn entre la actividad hemaglutinan-

te v la actividad depresora del crecimiento (53, 12, 25, 14).

En forma sintetizada, el efecto tdxico de las hemaglutininas esté
posiblemente relacionado con su accidén sobre la mucosa y la absor-
cién intestinal. Jaffé ( 30 ), sostiene que se combinan con las cé
lulas externas de la pared intestinal, interfiriendo asi con la ab
sorcién. La intéraccidn de estas hemaglutininas v de las células de

la mucosa, puede ser inhibida especificamente por azdcares.

Otra funcién de las hemaglutininas que se ha puesto en evidencia,
es la actividad mitogénica sobre linfocitos periféricos humanos

(31, 54, 1l6).

Se ha encontrado que algunas hemaglutininas del frijol, son resis
tentes a la actividad enzimdtica gastrointestinal, pues en estu-
dios efectuados en ratas, se ha observado que las heces presentan
accidn hemaglutinante detectable, cuando los animales ingieren

dietas de frijol crudo’ ( 26 ).

El anilisis quimico realizado indicd que las hemaglutininas son
glicoproteinas ( 31 ). Sin embargo, en un estudio sobre las hema

glutininas de Vicia ervilia, se encontrd que carecia de carbohidra

tos y de aminodcidos azufrados, pero era rica en aminoicidos acidi

cos e hidrofilicos ( 16 ). En el caso especial de la hemaglutinina
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de lenteja, se reportd que contenia gran cantidad de &cido aspéarti
co v residuos de treonina, asi como la ausencia de cisteina. En
este mismo estudio, se encontrd que las hemaglutininas son glicopro

teinas que contienen 1.5 % de glucosa y 0.5 % de glucosamina (54).

La purificacién y andlisis de la hemaglutinina de otra leguminossa,
mostrd que la lectina tiene grandes cantidades de aminoicidos bési
cos y acidos, gue no contienen metionina y aproximadamente 5 resi-

duos de cisteina/Mol (44, 14).

ﬁExisten unas fracciones mas téxicas que otras, dentro de las legu-
minosas y adn entre variedades de la misma especie, hay diferente
toxicidad; por ejemplo: el frijol rojo provoca la muerte de los
animales, en tanto que el frijol blanco no lo hace. /Las observacio
nes anteriores, pueden deberse a la presencia de diferentes hemaglu
tininas, las cuales, pueden ser caracterizadas por medio de una

prueba simple con diferentes preparaciones de eritrocitos/ (27, 17).

Cuatro distintos tipos de hemaglutininas de frijoles, pueden ser dis

tinguidas en diferentes variedades.

Tipo
A Aglutina eritrocitos de conejo y eritrocitos tripsinizados de
vaca.

B Aglutina s6lo eritrocitos de conejo.

C Aglutina sélo eritrocitos tripsinizados de vaca.,
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D No aglutina ninguna de las sangres.

Los cuatro tipos son detectados con eritrocitos de hamster, tra
tados con pronasa. Los tipos A y C, son tdéxicos al ser inyecta
dos en ratones. Se encontrd también que sélo los extractos que
aglutinan sangre de conejo, pueden aglutinar sangre humana y de

cerdo.

Los cuatro tipos de frijoles conteniendo los_cﬁatro tipos de he
maglutininas, se suministraron en forma de dietas a animales de
experimentacién, observando que los tipos A y C, produjeron pér
didas de peso y la muerte, mientras que las de tipo B y D, no -

tuvieron signos de toxicidad ( 25 ).

En general, se ha demostrado que las leguminosas que aglutinan
sangre de vaca tripsinizada, son altamente tdéxicas, llegando a
producir la muerte de los animales de experimentacidén. En huma

nos provocan vémitos, diarreas y niuseas ( 24, 36 ).

En trabajos anteriores, se hizo una determinacidn de la accién
hemaglutinante de diferentes leguminosas vy se encontrd que el

género Phaseolus vulgaris, da reaccién positiva con eritrocitos

tripsinizados de vaca y conejo. La soya, arveja, garbanzo y

lenteja, tienen lectinas que sélo aglutinan las células rojas
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de conejo ( 12 ).

Las hemaglutininas de las leguminosas, se destruyen por calenta
miento en autoclave, aumentando asi su valor bioldgico. La he-
maglutinina purificada, es inactivada también, por accidn de un

calentamiento parcial ( 36 ).

La ebullicidén prolongada, también destruye la actividad hemaglu
tinante. Estudios anteriores indicaron que dicha actividad so-
bre los eritrocitos de conejo y humanos, es mucho mds sensitiva
al calentamiento, que la actividad téxica, no obstante la acti-
vidad hemaglutinante persiste sobre eritrocitos de vaca tripsi-
nizados. Por esta razdn, las pruebas de aglutinacidén con sangre
de vaca tripsinizada, es usada para detectar variedades tdéxicas
de frijol y también para observar la velocidad de destruccidén del

factor tbéxico precalentado ( 35 ).
FACTORES BOCIOGENICOS

Se han observado signos de bocio en pollos y ratas que ingieren

las leguminosas crudas y en nifios alimentados con leche de soya,
a pesar de que habia sido calentada a temperatura de esteriliza-
cién durante su manufactura ( 36 ). Lo anterior, puede ser debi

do a que la soya, es la leguminosa con mayor contenido de estos
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factores ( 43 ).

Se asume que el mecanismo de accién de estos factores consiste
en bloguear la accién de la tiroides impidiendo la absorcidn

del yodo; ademds, se ha encontrado una pérdida mayor de tirosi
na en las heces, debido a que su reabsorcidén por el intestino,
donde ha sido vertida por la bilis, es inhibida por la presencia

de la soya cruda.

Particularmente, se observd que la actividad bociogénica del.
frijol de soya, es reducida considerablemente por calentamiento.
Existen también propiedades bociogénicas en el cacahuate, en don
de el tostado no tuvo efecto destructivo, Se encontré también

gue la actividad bociogénica de Phaseclus vulgaris, pero no de

Pisum sativum, era eliminada por calentamiento ( 36 ).

GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Son substancias que esté&n presentes en ciertas leguminosas como
el frijol lima, el garbanzo y el haba, que van acompafiadas de una

enzima que es capaz de hidrolizarlas para dar HCN (13, 36).

En el caso del haba, este glucdésido es la vicianina gue produce
vicianosa, HCN y benzaldehido y en el frijol lima, es la faseolu-~

natina que produce glucosa,HCN y acetona; en este dltimo, la libe
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racién de HCN, se lleva a cabo sélo cuando el frijol se comprime
antes del remojo y coccibn, por la accién de la beta-glucoxidasa.
Obviamente, la inactivacidén de la enzima, se lleva a cabo por ca-

lentamiento.

Las cantidades de HCN que pueden ser liberadas, varian de 0.1 %

en variedades comestibles a 0.3 % en variedades silvestres.

Se han dado a conocer algunas muertes esporadicas causadas por el
consumo de un frijol con alto contenido de glucdésidos cianogéni-
cos, sometido a cocimiento aparentemenfe adecuado; sin embargo,
no hay posibilidad de que existan en el organismo enzimas capaces

de liberar el HCN de los glucdsidos del frijol ( 13, 36 ).

Contreras y col. ( 13 ), investigando la concentracién de glucéd-
gidos cianogénicos en diversas leguminosas de Chile, concluyeron
gue las semillas crudas contienen baja cantidad de estas substan
cias, quedando inferior a los limites permitidos. Los frijoles
presentaron valores mas altos, por lo cual, unoc de ellos, se eli
gidé para medir la efectividad de diferentes tratamientos térmi-
cos, de los cuales el que mejor resultado dio, fue cuando se so
metidé a la leguminosa a un remojo previo, seguido de tratamiento

térmico por via himeda.
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LATIRISMO

Es una enfermedad que estd asociada al consumo de la leguminosa

Lathyrus sativus y Swea pea, que se caracteriza por una parflisis

espasmddica de los miembros inferiores ( 36, 43, 2 ).

En términos médicos, la paralisis del latirismo es de tipo espd-
tica, debida a una lesién de la neurona motora superior, con re-
percusiones sobre los misculos piramidales. No afecta a otros

érganos o tejidos, ni causa transtornos mentales.

Durante los tiltimos siglos esta enfermedad ha aparecido en Fran-
cia, Espafia, Siria, Rusia y otros paises, pero se le relaciona
especialmente con la India, en donde se observé que la enfermedad
se presentaba cuando las circunstancias obligaban a la gente a

consumir grandes cantidades de Lathyrus sativus. Un dato curioso

es que la enfermedad ataca predominantemente a los varones y rara

vez a las mujeres.

~ Investigadores espafioles, mostraron que el latirismo se puede cu
rar suministrando metionina, aminodcido del que tanto los garban-
zos, como las demds leguminosas son deficientes. Ademis indicaron
que no existe peligro de latirismo cuando las semillas de Lathyrus

sativus se consumen en cantidades pequefias ( 2 ).
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FAVISMO

Es una enfermedad causada por la ingestién de habas crudas (Vi-
cia faba) o por aspirar el polen de la flor de dicha leguminosa

( 36, 43 ).

Sus manifestaciones clinicas principales son anemia hemolitica,
hemoglobinuria e ictericia, acompafiadas con frecuencia de una
fiebre alta. En casos graves, puede sobrevenir la muerte en un
lapso de 24 a 48 horas, déndose el Indice de mortalidad mas ele
vade entre los nifios. Esta enfermedad se halla limitada casi

por completo a personas que viven en la regidén mediterrénea.

Todavia no se ha identificado el factor téxico o alérgico, perc
se ha comprobado que las victimas sufren una anormalidad bioqui
mica heredada que afecta al metabolismo del glutatidén de los

glébulos rojos y obedece a la disminucién de la actividad de la

enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa ( 2, 36 ).

LUPINUS

Es producido por un alcaloide venenoso, no identificado de la
harina de la leguminocsa lupinus; la enfermedad se caracteriza

por causar dafios en el higado y pérdida de peso ( 36 ).
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SAPONINAS

Son substancias que se encuentran en la soya (25,43), y su accién

consiste en una interaccién proteina-saponina, impidiendo el apro

vechamiento de dicha proteina. Poter y Kummerow (46), dicen que

la saponina (soyasapogenolB) inhibe el crecimiento de pollos y

que el efecto benéfico del calor se debe a una hidrflisis de la sa

ponina a sapogenina no téxica. En Cannavalia gladiata v Canavalia

ensiforme, existen saponinas que causan vémitos y nduseas a menos

gue se ingieran remojadas y cocidas (36).
OTROS INHIBIDORES DE ENZIMAS

Se ha encontrado en las leguminosas una globulina que interfiere
en la accién hidrolitica de 7 proteasas diferentes. Su accidn es
pecifica, es baja pero se encuentra en mayor concentracidn que el

inhibidor de tripsina (35, 49).
ACIDO FITICO

Se encuentra en las leguminosas y es importante porque parece in
tervenir en la absorcidn del hierro (24). Layrisse (34), repor-

té que a pesar de que los frijoles son buena fuente de hierro, no

hay una buena asbsorcién y disponibilidad de é1, de lo cual, el
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4cido fitico puede ser responsable. Es uno de los factores tBxi~

cos termoestables de los frijoles.
DISTROFIA MUSCULAR

Se ha producido en animales que ingieren la leguminosa Kidney bean
en estado crudo, debido a la presencia de un factor anti-vitamina
E, que es 18bil al calentamiento, pues este tratamiento disminuye

el efecto ( 9 ).
FLATULENCIA

Steggerda vy col. (51) en un estudio con humanos, notaron que cuan
do se ingerian frijoles, habia una alteracidén en la fisiologia nor
mal del aparato digestivo y en consecuencia se estimulaba marcada-

mente la produccidn de gases.

Rockland y col. (47) indicaron que la primera causa de la flatulen
cia, era la produccidén de gases por una bacteria anaerdbica, Gram
positiva presente en la regidn gastrointestinal, después de una esg
timulacidén por factores desconocidos en frijoles secos y, posterior

mente, sugieren que el causante es el Clostridium perfringens, que

es el principal microorganismo anaerobio intestinal.

En general, se ha observado que los compuestos mis susceptibles de

producir gas son la sacarosa, rafinosa y estaquinosa (51, 35)
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Las formas en que se puede disminuir la flatulencia es por medio
de una extraccién alcohdélica en el frijol blanco y por un trata-

miento enzimitico en la soya (24).
PROPIEDAD HIPOCOLESTEROLEMICA

No es un factor téxico, pero vale la pena mencionarlo, porgue ba
ja el nivel de colesterol en la sangre, efecto qgue no se nota

con otros vegetales como la papa o el trigo. La substancia res-
ponsable de este efecto parece estar en la fraccidn de lipidos o

carbohidratos de leguminosas (19, 9).

En la soya se han dilucidado otros factores tdxicos como anticoa
gulantes, un principio diurético y una histona téxica (4). El
estudio de estos factores tdxicos, se ha dificultado debido a que
es dificil aislar fracciones purificadas en cantidades suficien-
tes y con una sola actividad bioquimica o bien a que una fraccién
aislada puede tener un efecto diferenté a la de la combinacidén de
principios activos presentes en las semiilas v, finalmente, debi-
do a la gran variabilidad que existe en las fracciones de una es-

pecie a otra.
ELIMINACION DE FACTORES TOXICOS POR EFECTO DE COCCION

Los efectos téxicos de leguminosas pueden ser parcial o totalmen-
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te eliminados por métodos apropiados de coccidn., El calentamiento
se manifiesta por un incremento general del valor nutritivo de las
proteinas de dichas semillas, en las cuales existe mis de un compo

nente téxico (5, 36).

Generalmente, la mejoria en el valor bioldgico por efecto de calen
tamiento depende de: a) temperatura; b) tiempo de calentamiento y

¢) humedad (36).

Es necesario también tomar en cuenta que el calentamiento en exce-
so, puede resultar en una reduccién del valor nutricional, por lo
gue se considera importante conocer las condicicnes de coccidn que
resulten en la destruccién de los factores antinutricionales con
un minimo de calentamiento. Se ha demostrado particularmente, que

el género Phaseolus vulgaris, requiere un tratamiento de coccidn

mds drastico gue otras leguminosas. . (28, 20, 9, 37, 38, 11).

En la literatura se han registrado diversos tratamientos, entre
los cuales se encuentra el aerBressani y col. (10), gue cocieron
frijoles desde 10 hasta 180 minutos a 16 libras de presién y
121°C, con una relacidn sélido -ligquido 1:2. Ellos encontraron
que el mejor tiempo de cocidn estuvo entre 10 y 30 minutos, pues
los frijoles calentados ese tiempo, daban una relacidn de eficien
cia proteica (PER) mds elevado que en los frijoles crudos. Un

tiempo mayor de coccidn, disminuyé el valor nutritivo de la prote
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ina, afectando la disponibilidad de lisina. -

Patwardhan (43), encontrd que los inhibidores nutricionales de legu

minosas eran destruidos entre 15 y 30 minutos y qu; de todas ellas,

s6lo dos necesitaban previo remojo antes de la coccidén para eliminar
completamente la toxicidad del estado crudo, estas son Dolichos

lablab y Phaseolus vulgaris.

Sin embargo, por otro lado, se encontrd que en Phaseolus vulgaris

con tratamiento térmico, la actividad antitriptica se elimina casi
por completo cuando se usa calor hilmedo v que el remojo previo no

influye en los valores obtenidos ( 36 ).

Otros reportes nos indican que el inhibidor de tripsina y la hema-
glutinina de la soya, son mas labiles al calor que la del frijol y
el haba (36) v precisamente se ha tomado como la destruccidén de la

toxicidad cuando no existe va actividad aglutinante en Phaseolus

vulgaris ( 25 ).

Es interesante destacar también el experimento efectuado por Bor-
chers y Ackerson (6), en el cual sometieron a un calentamiento en
autoclave a 17 leguminosas, de las cuales 8 mejoraron su valor nutri
tivo v 9 no. Ellos pensaron que esos resultados podian deberse a

que la sola destruccién de los inhibidores de tripsina, no elimina

los otros factores o bien en algunas leguminosas estén en mayor con



30.

centracidn que en otras.

En un estudio realizado en Chile, se hizo la comparacidén de la ca-
lidad proteica de diferentes leguminosas, con tratamientos térmicos
diferentes y se encontrd que la mejor calidad corresponde al gar-

banzo, seguido de la soya, arveja, frijol y lentedja ( 42 ).



1.~

IIT., OBJETIVOS

Determinar la composicién quimica de 13 diferentes muestras
de leguminosas comestibles, asi como el contenido de dos de
los principales factores téxicos presentes: inhibidores de

Tripsina y Hemaglutininas, gque son los mds importantes.

Observar el efecto del tratamiento de coccidén de las mues~—
tras sobre los inhibidores de tripsina, las hemaglutininas

y sobre la digestibilidad "in vitro".

Determinar la digestibilidad "in vitro" de las leguminosas
y correlacionar la presencia de los inhibidores nutriciona

les con el estado crudo y cocido de las muestras.



IV. PARTE EXPERIMENTAL

1.- MATERIALES

1.1l Muestras empleadas.

Para el presente estudio se usaron 13 leguminosas comestibles:
10 variedades de frijol, el haba, el chicharo seco y la lenteja.
En el cuadro IV-1 se enumerén las 13 muestras con su nombre cien

tifico y su lugar de origen.

Las 10 primeras muestras fueron proporcionadas por el Departamen

to de Leguminosas de-Grano del Instituto Nacional de Investiga-
ciones Agricolas ( INIA ) en Chapingo Estado de’México. El frijol
ayocote fue una muestra procedente del Estado de Hidalgo y la len
teja y el chicharo seco fueron obtenidos en un mercado local del
Distrito‘Federal. En el cuadro IV-2 se muestran las caracteristicas

agronémicas de las muestras estudiadas.

1.2 Tratamiento de las muestras.
a) Muestras crudas.- Las muestras se limpiaron y se molieron en un
molino Arthur H. Tomas C.0. a 40 mallas y en forma de harina se hi

cleron directamente las determinaciones.
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33.

MUESTRAS EMPLEADAS Y SU ORIGEN

Leguminosa

Nombre Cientifico

Origen

F.

Villa Guerrero
Canario ~ 107
Negro - 172
Japonés blanco
Jamapa ~ CH - 73
Bayo - 107
Delicias - 71
Puebla - 182 ~ 1

Pinto -~ 162

Haba Tlaxcala - 12

Lenteja

Chicharo seco

F.

Ayocote

Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Phaseolus

vulgaris

Phaseolus

vulgaris

Phaseolus

vulgaris

Phaseolus

vulgaris

Phaseolus

vulgaris

Phaseolus

vulgaris

Phaseolus

vulgaris

Vicia faba

Lens esculenta

Pigsum sativum

Phaseolus coccineous

~- No se conoce su lugar de origen.

Estado de México
Estado de México
Puebla

Japoén

Veracruz

Estado de México
Chihuahua

Puebla

Hidalgo

Tlaxcala

Hidalgo

b) Muestras cocidas.- Otro lote de muestras limpias se sometid

a un proceso de coccidén durante 2 horas a temperatura de ebu-

1licién, agitando esporddicamente y recuperando el volumen cada
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Iv-2

CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DE LAS MUESTRAS

variedad Lugar de cultivo H3bito de Color de Color de Ciclo Rend. /Hect.
crecimiento la flor la semilla vegetativo Kg.
(dias)

F. Villa Guerrero Edo. de México Semiguia Morado Negro 110 2 500

F. Canario - 107 Edo. de México Mata Rosa Canario 90 1 800
Bajio

F. Negro - 172 Puebla,Tlaxcala Guia Morado Negro 120 2 500

F. Japonés blanco Japdn Mata Blanco Blanco 95 1 800

F. Jamapa - CH - 73 Ver., Tam., Nay. Semiguia Morado Negro 110 2 250

F. Bayo - 107 Edo. de México Semigufa Blanco Bayo 110 2 000
Bajio

F. Delicias - 71 Chih., Zacatecas Semiguia Blanco Pinto 110 2 000
Durango

F. Puebla - 182-1 Puebla Guia Morado Negro 125 2 000

F. Pinto - 162 Hidalgo Guia Blanco Pinto 125 2 500

Haba Tlaxcala - 12 Tlaxcala - Morado - o 135 2 250

Lenteja Bajio, Mich. - - - - ——

Chicharo seco Bajio,Pue.,Hgo. - - - - —-—

F. Ayocote Hgo., Tlax.,Pue. -- Morado Rojo - -=



15 minutos. La relacidén inicial semilla - agua fue 1l:4 peso:
volumen respectivamente. Una vez transcurrido el tiempo de coc-
cidén se separaron los granos y se pusieron a secar en charolas
de aluminio durante una noche a 80 - 9OOC. Las muestras secas

se molieron en el mismo molino que las muestras crudas y se usa-

ron para las determinaciones.

Por otro lado el agua de coccidn de cada muestra se aford a
250 ml, de donde se hicieron determinaciones de proteinas y de
inhibidores de tripsina, con alicuotas de 5 ml yv 1 ml respecti-~

vamente.

2.~ METODOS

Tanto en las muestras crudas como en las miestras cocidas, se
hicieron las siguientes determinaciones:
- Anilisis BromatolSgico.

- Determinacién de Inhibidores de Tripsina.

Determinacidén de Hemaglutininas.

Digestibilidad "In vitro”.

2,1 ANALISIS BROMATOLOGICO

El andlisis bromatoldégico estd constituido por 5 determinacio-
nes, las cuales se llevaron a cabo siguiendo los métodos descri-

tos por el 2.0,A.C. { 40 }:
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- Humedad

~ Cenizas

- Proteina cruda
- Grasa cruda

- Fibra cruda

HUMEDAD

Material

Estufa Thelco de vacio
Balanza Analitica
Desecador

Pesafiltros o charolas de aluminio.

Fundamento
Se basa en la pérdida de agua de la muestra por efecto de la tem-
peratura. El dato se obtiene por diferencia de peso entre la mues-

tra himeda y la muestra seca.

Procedimiento
Los pesafiltros o charolas de aluminio se pusieron a secar en la
estufa de vacio durante 2 horas o mas hasta obtener pego constan-

te.

En las charolas a peso constante se pesaron de 3 a 5 g de muestra
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v se llevaron a la estufa de vacio a una temperatura de 60 - 70°¢C
durante 5 horas. Una vez transcurrido el tiempo, se sacaron las
charolas y se colocaron en el desecador hasta alcanzar la tempe-

ratura ambiente y se pesaron.

Célculos

% Humedad = (A - B) 100
A

Donde: A = Peso de la muestra himeda.

B

Peso de la muestra seca,

CENIZAS

Material

Mufla

Balanza Analitica
Desecador

Crisoles de porcelana
Tripié metdlico
Tridngulo de parcelana

Mechero. .

Fundamento
Primeramente se lleva a cabo la destruccién de la materia orgdnica

para calcinar posteriormente hasta obtener las cenizas.
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Procedimiento

Se pesaron de 3 a 5 g de muestra en los crisoles de porcelana,
puestos previamente a peso constante. Los crisoles con muestra
se colocaron en posicidén inclinada sobre un tripie con un tridn-
gulo de porcelana y se calentaron directamente con el mechero

hasta la total carbonizacidén de la muestra.

Una vez destruida la materia orgénica, se colocaron los crisoles
en la mufla a una temperatura de 550°C, durante el tiempo necesa-
rio para obtener cenizas blancas o grises homogéneas. Se debe te;
ner cuidado que la temperatura no exceda los 550°C, pues de lo con-

trario se produce la volatilizacién de los cloruros.
Obtenidas las cenizas se transfirieron los crisoles al desecador,

se enfriaron y se pesaron.

Célculos

% Cenizas = A x 100

B
Donde: A = Peso de las cenizas
B = Peso de la muestra original.
PROTEINA CRUDA. METODO DE KJELDAHL
Material

Aparato Macro-Kjeldahl. Digestor y Destilador LABCONCO.
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Balanza Analitica
Matraces Kjeldahl de 500 ml
Matraces Erlenmeyer de 500 ml

Bureta

Reactivos

Mezcla digestiva

Solucidn de &cido bérico 0.5 % ( con indicadores )
Solucién de HC1L 0.1 N

Solucién de NaOH 60 %

Mezcla reactiva de selenio ( Merck ).

Preparacién de reactivos
Mezcla digestiva.- A 300 ml de &cido sulfiirico se le adicionan
100 ml de Acido ortofosférico v 3 g de sulfato clprico, se mez~

clan perfectamente hasta la total disolucidn.

Solucidén de Acido bdrico 0.5 % con indicadores.- 10 g de écidé
bérico se disuelven en 1000 ml de agua destilada, se agregan

70 ml del indicador (a) y 20.ml del indicador (b), se agrega mas
agua hasta cerca del aforo, se ajusta el color a café rojizo y
se afora a 2000 ml.

Indicador (a).~ Solucién de fenolftalefina al 0.1 % en alcohol

etilico.
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Indicador (b).- 33 mg de verde de bromocresol v 66 mg de rojo de

metilo se disuelven v se aforan a 100 ml con etanol al 95 %.

Fundamento

El método consta de 2 fases: 1) Digestidn, en la cual se lleva a
cabo la destruccidén de la materia orgénica y la fijacién del ni-
trégeno como sulfato Acido de amonio; 2) Destilacién, en donde

se libera el nitrégeno, que se recibe en una solucién de &cido
bbérico, formando el borato de amonio que se titula con solﬁcién de

HC1 0.1 N.

Con los datos anteriores se obtiene el % de nitrdgeno que multi-
plicado por el factor 6.25 nos da directamente el % de proteina

cruda.

Procedimiento

Se pesaron aproximadamente 0.5 g de muestra y se colocaron en un
matraz de Kjeldahl de 500 ml, se adicionaron 5 g de mezcla reacti-
va de selenio ( catalizador ), piedras de ebullicidn v 20 ml de
mezcla digestiva. Se colocaron los matraces en el digestor y se

calentaron durante 2.5 horas.

Transcurrido el tiempo de la digestién, se dejaron enfriar los
matraces, se agregaron 200 ml de agua destilada fria, se agitaron

v se dejaron reposar; después con mucho cuidado y resbalando por
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las paredes se adicionaron 50 ml de NaOH al 60 % bien frio para
que se estratifigue, inmediatamente se colocaron los matraces en
el destilador y se conectaron las trampas de vacio. E1l destilado
se recibid en 150 ml de &cido bdrico al 0.5 %, que se encontraba
previamente en un matraz Erlenmeyer de 500 ml conectado a la sa-
lida del destilador. 21 final de la destilacidn, se tituld el

contenido del matraz con HCLl 0.1 N y se anotaron los resultados.

Al mismo tiempo de la determinacidén, se hace también el anilisis

de un blanco de reactivos.

Célculos
(A-B) x N X Meq. N2 x 100
% Nitrdégeno = HC1
Peso de la muestra
Donde: A = ml de HCL 0.1 N usados para titular la muestra.
B =ml de HC1 0.1 N usados para titular el blanco de

reactivos.

Meqg, = Miliequivalente.

% Proteina cruda = % Nitrégeno x 6.25
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GRASA CRUDA

Material

Aparato de extraccidén de Gold-fish. LABCONCO.
Estufa Thelco de vacio

Balanza Analitica

Vasos de precipitados de borde esmerilado

Cartuchos de celulosa.

Reactivos

Eter anhidro

Fundamento
La volatilizacién y condensacién del éter etilico anhidro sobre
la muestra, produce una recirculacidn continua por medio de 1la

cual se extrae todo el material soluble en é€l.

Procedimiento
Se pesaron de 2 a 3 g de muestra seca en los cartuchos de celulo-~
sa, que se colocaron en el aparato de extraccién por medio de fun-

das de vidrio abiertas por ambos extremos.

Por otro lado se adicionaron 40 ml de &ter anhidro en los vasos
de borde esmerilado puestos previamente a peso constante y se co-

nectaron al aparato con ayuda de anillos de rosca especiales,
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para evitar que se escapara el éter, Cada cartucho de celulosa

con la muestra quedd dentro de un vaso con éter.

El aparato consta de un sistema de calentamiento y otro de con-
densacién. Se hizo funcionar aproximadamente 4 a 5 horas para
llevar a cabo una extraccidn continua,., Cuando la extraccidn se
hubo completado se destild el é&ter y los vasos con grasa se lle-

varon a la estufa a 60 - 65°C hasta obtener peso constante.

Célculos
% Grasa Cruda = A x 100
B
Donde A = Peso de la grasa.

B Peso de la muestra.

FIBRA CRUDA

Material

Estufa Thelco de vacio

Mufla

Parrilla con agitador
Matraces Erlenmeyer de 1000 ml

Asbesto calcinado.
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Reactivos
Acido sulfirico 1.25 %

Hidréxido de sodio 1.25 %

Fundamento
Se usa una muestra desengrasada, la que se somete a un tratamien-
to &cido y posterior tratamiento basico. El residuo de esta hi-

drdélisis eés la parte no digerible o fibra cruda.

Procedimiento

Se pesaron de 2 a2 3 g de muestra desengrasada y se colocaron en
un matraz Erlenmayer de 1000 ml. Se adicionaron 0.5 g de asbesto
calcinado y 200 ml de una solucién de &cido sulfdrico 1.25 %
hirviendo, se mantuvo la ebullicidn durante 30 minutos al cabo
de los cuales se filtrd sobre un pafio de lino en un buchner y se

lavd con agua destilada hasta que no diera reaccidén &cida.

Una vez lavado el residuo, se transfirid al matraz original, se
adicionaron ahora 200 ml de hidréxido de sodio 1.25 % hirviendo
v nuevamente se dejé hervir 30 minutos, se volvid a filtrar, se
lavd con agua destilada hasta gue no hubo reaccidn bésica y fi-
nalmente se hizo un Gltimo lavado con 25 ml de alcohol etilico

al 95 %.
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El residuo limpio se colocd en un crisol de porcelana puesto
previamente a peso constante y se llevé a la estufa para secar-
o a 60 - 65°C durante 2 horas, después de las cuales se pasd

al desecador, se dejd enfriar y se pesd. Posteriormente se colocd
el crisol en la mufla para calcinar el residuo a 9000C. Se trans-

firié nuevamente al desecador se dejé enfriar y se pesé.

Cédlculos
% Fibra Cruda = (A-B) 100
Cc
Donde: A = Peso del residuo seco.
B = Peso del residuo calcinado.
C = Peso de la muestra original.

El valor de CARBOHIDRATOS ASIMILABLES es un dato tedrico que
se obtiene por diferencia, restando al 100 % la suma de los va-
lores de humedad, cenizas, proteina cruda, grasa cruda y fibra

cruda.

2.2 DETERMINACION DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

La determinacién se llevd a cabo siguiendo el método descrito

por Kakade y col. ( 30 ), con algunas modificaciones.
%
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Material

Balanza analitica

Potencifmetro

Bafio maria con agitacidn y control de temperatura
Centrifuga

Espectrofotémetro.

Reactivos

* Solucién amortiguadora de Tris 0.05 M pH = 8.2

* Solucién BAPNA (Benzoil Arginina p-Nitroanilida) 3 mM
* Solucidn estédndar de tripsina, 40 microgramos/ml

Acido acético 30 %.

* (Estos reactivos fueron adgquiridos en la casa Sigma Chemical Co.

St. Louis Mo. U.S5.A.).

Preparacidon de reactivos

Solucién amortiguadora de Tris 0.05 M pH = 8.2 .- Se pesaron
0.5 g de Tris (Hidroximetil - aminoetano) y 2.94 g de cloruro de
calcio dihidratado (CaCl2 . 2H20). Se disolvieron por separado
en agua destilada v se mezclaron en un volumen total de 900 ml,
se ajustd el pH a 8.2 y se aford la solucidén a 1000 ml con agua

destilada.

Solucidén BAPNA 3 milimolar .- Se hizo primeramente una solucién
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de BAPNA 0.04 Molar, para la cual Se pesaron 870 mg de BAPNA y
se disolvieron en 50 ml de dimetilsulfdxido. Se debe tener cui-
dado de que la disolucidén sea completa, pues de lo contrario

los residuos de cristales no disueltos hacen precipitar al reac-
tivo. La solucién obtenida se puede guardar en refrigeracién,

para posteriormente obtener la disolucidén 3 milimolar.

La solucidn BAPNA 3 milimolar se prepard tomando 7.5 ml de so-
lucién BAPNA 0.04 Molar v aforando a 100 ml con solucién amor-
tiguadora de Tris (37°C). Esta filtima solucidén es la que se usd

en la determinacidén y se preparé en el momento de ser usada.

Solucién estédndar de tripsina de 40 microgramos/ml .- Se pesaron
exactamente 4 mg de tripsina (cristalizada 2 veces y libre de
sales) y se disolvieron en 100 ml de &cido clorhidrico 0.001 M.
Esta solucién puede guardarse en refrigeracién por 2 o 3 semanas

sin pérdida de actividad.

s

Fundamento
Es una determinacidén "in vitro", que se basa en el uso de un sus-
trato cromdgeno BAPNA y en la medicién espectrofotométrica de

la p-Nitroanilina, directamente a 420 nandmetros ( 5 ).

La tripsina en contacto con el sustrato benzoil arginina p-Nitro-

anilida, lo hidroliza liberando benzoil arginina y p-Nitroanilina
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de color amarillo, segin el siguiente esquema:

HJN - C = NH HpN - C = NH

(CH,) 4 ey (CHy) 3 i,
Tripsina

HN - CH - C = NH  =———mm—mmmmmme] » EN - CH - C - OH +©

' L + Hp0 ' ]
cC =0 0] @ cC =0 0 NO2
] 1

o = e

Benzoil Arxginina Benzoil Arginina  p-Nitroanilina
p-Nitroanilida (amarillo)
(BAPNA)

La presencia de los inhibidores de tripsina en los extractos de
las leguminosas ocasionan la inhibicidén de la enzima, lo que se
refleja en una disminucidén en la cantidad de p-Nitroanilina libe-
rada; la coloracidén serd entonces inversamente proporciocnal a la
concentracién del inhibidor de tripsina en cada uno de los ex-

tractos.

Preparacidén de la muestra

Se pesaron 0.5 g de muestra meolida, se adicionaron 40 ml de NaOH
0.01 N y se ajustd el pH a 9.6. Se aford a 50 ml v se agitd me-
cdnicamente durante una hora (para muestras cocidas 2 horas).

Transcurrido el tiempo de agitacidén se centrifugd vy se tomdé una
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alficuota de 5 ml del sobrenadante y se aford a 50 ml con agua
destilada. Del extracto obtenido se emplearon alicuotas de 1 ml

para la determinacidén. (1 mg de muestra/ml de extracto final).

Con objeto de observar la relacidén entre proteina e inhibidor
de tripsina, se hizo también la determinacidén de' proteinas en los

mismos extractos.

Actividad antitriptica de las rmuestras
Los pasos a seguir en la determinacidn son los gue se enumeran

a caontinuacién:

1.~ Tomar alicuotas de 1 ml de cada uno de los extractos de las
miestras por triplicado y colocarlas en tubocs de ensaye.

2.~ Adicionar 1 ml de solucidn estandar de tripsina a todos los
tubos.

3.- Colocar los tubos en un bafic de agua a 37°¢c,

4.- Agregar 1 ml de Acido acético 30 % a uno de los 3 tubos de
cada muestra, que servird como blanco correspondiente,

5.- Dejar reposar 5 minutos para estabilizar la temperatura.

6.—- Agregar 2 ml de solucidn BAPNAv3 mM a todos los tubos.

7f— Nuevamente. dejar reposar 15 minutos para que se lleve a cabo
la reaccidn.

8.,— Agregar 1 ml de &cido acético al 30 % a los tubos que no tie-

nen, para detener la reaccidn.
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9 .- Sacar los tubos del bafio y agitar.

10.- Hacer la lectura a 420 nm.

Al mismo tiempo de la determinacidén se corrid una curva esténdar

de tripsina como se describe a continuacién:

1.~ Se tomaron alicuotas de 0.2 ml, 0.4 ml, 0.6 ml, 0.8 ml v
1.0 ml de solucidén esténdar de tripsina, pipeteando por tri-
plicado en tubos de ensaye.

2.~ Se adicioné la cantidad de agua destilada necesaria a todos
los tubos, para obtener un voldmen de 2 ml.

3.~ Se siguieron los mismos pasos (a partir del nimero 3) usa-

dos en la determinacidén de la muestra.

Expresién de Actividad

La actividad antitriptica puede expresarse en dos diferentes

formas:

l.~ Los resultados de los problemas se leen directamente en la
curva esténdar y se reportan como microgramos de tripsina

inhibida por mg de muestra.

2.~ La actividad antitriptica se define también como el nimero

de Unidades de Tripsina Inhibidas (UTI).

Una unidad de tripsina se define arbitrariamente como el aumento
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de 0.01 unidades de densidad dptica (D.0O.) que se absorben a

420 nanémetros ( 30 ).

Las UTI/mg de muestra se cbtienen restando la densidad éptica

de cada problema a la densidad éptica del dltimo punto de la
curva estdndar, equivalente a 1 ml de solucidn estdndar de trip-
sina. Posteriormente se hace la relacidén con 1 UT = 0.01 unida-

des de densidad éptica.

Ejemplo

0.583

1l

' D.0. del dltimo punto de la curva esténdar (1 ml)
D.0. del problema (1 mi) = 0,323
(Tomando en cuenta que el problema lleva 1 ml de solucidn estan-

dar de tripsina).

1 UT - 0.0l unidades de D.O. 1 UT - 0.01 unidades de D.O.
x = 0.583 unidades de D.O. X = 0.323 unidades de D.O.
x = 58.3 UT x = 32,3 UT

58,3 UT ~ 32,3 UT = 26.0 UTI / ml de extracto

Como la concentracién del extracto es 1 mg/ml, tendremos como re-
sultado:

26 UTI / mg de muestra
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2.3 DETERMINACION DE HEMAGLUTININAS

La determinacidén se hizo de acuexrdo al método descrito por

Jaffé v col. ( 27 ).

Material
Sangre de vaca
Sangre de conejo . )

Sangre humana

Fundamento
Se basa en la propiedad que tienen los extractos de las leguminosas

de provocar aglutinacidn en diferentes tipos de sangre.

Preparacidn de la muestra

Se pesd 1 g de muestra molida v se extrajo con 10 ml de NaCl 1.0 %,
agitando mecéhicamente durante 2 horas, después de las cuales se
centrifugd 10 minutos a 2 000 rpm y se separd el sobrenadante éara
usarse en las determinaciones. La concentracidén del extracto es

100 mg / ml.

Preparacién de la sangre
La sangre obtenida se colocd en un matraz con perlas de vidrio y

se agitd para desfibrinar y evitar asi la coagulacidn.
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Se tomaron 5 ml de sangre desfibrinada en un tubo de ensaye y

se le agregaron 10 ml de solucidn de tripsina 0.1 % en solucién
salina fisioldgica (0.9 %), se colocd el tubo en un bafio de agua
a 37°C durante 30 minutos, al cabo de los cuales se centrifugd
para eliminar el sobrenadante. Se lavd 3 veces con solucién sali-
na fisioldgica (0.9 %) vy se resuspendid en 10 ml de ella para
usarse en las pruebas de aglutinacidén. El objeto del tratamiento
con tripsina es aumentar la susceptibilidad de las células rojas

a la aglutinacién.

Procedimiento

Para la determinacidn se colocd una gota del extracto de la mues-
tra en una superficie lisa, inocua y transparente para poder ob-
servar la aglutinacidén (vidrio), se le agregd una gota de la sus-
pensién de células rojas, se mezclaron y visualmente se observd

la aglutinacién en un tiempo determinado (10 minutos).

La medicidn se hizo por comparacidn con un blanco, el cual se pre-
pard con solucién salina fisioldgica (0.9 %) y la suspensién de

células rojas.

8i la aglutinacién de las células rojas es muy fuerte, se prepa-
ran diferentes diluciones del extracto de la muestra v se someten
- al mismo tratamiento hasta encontrar la dilucidén a la que ya no

aglutinen.
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La actividad hemaglutinante se reporté como la dilucidén méxima

a la que ain aglutinan las células rojas.

2.4 DIGESTIBILIDAD " IN VITRO "

Esta determinacién se realizdé de acuerdo a lo reportado por

Oke y col. ( 41 ).

Material

Bafio maria con agitador y control de temperatura
Aparato Macro-Kjeldahl. Digestor y Destilador. LABCONCO.
Matraces Kjeldahl de 500 ml

Balanza Analitica.

Reactivos

Acido clorhidrico 0.1 N

Hidréxido de sodio 0.5 N

Pepsina

Pancreatina

Solucidén amortiguadora de fosfatos 0,2 Molar, pH = 8, 0.005‘Molar

de azida de sodio.

Fundamento

La determinacidén se basa en la hidrélisis de la muestra por accidn
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de enzimas digestivas ( pepsina y pancreatina ) que provocan
la liberacién de aminocdcidos solubles, determinando antes y des-

puds de la digestién el contenido de proteinas. -

Procedimiento
250 mg de muestra se suspendieron en 15 ml de HCl 0.1 N, conte-
niendo 1.5 mg de pepsina v se agitaron lentamente a 35°C por 3

horas.

Una vez transcurrido el tiempo de agitacidén se neutralizé con
NaOH 0.5 N y se tratd con 4 mg de pancreatina en 7.5 ml de la
solucidn amortiguadéra de fosfatos 0.2 Molar, pH = 8, conte-
niendo 0.005 Molar de azida de sodic. Se agitd nuevamente duran-
te 25 horas a 35°C, se centrifugd y se elimind el sobrenadante,
se lavd el residuo con agua destilada y se usé para la deter-
minacién de nitrdgeno por el método de Kjeldahl, para calcular

el porcentaje de proteina no digerible.

Calculos

Proteina total - Proteina no digerible
% Digestibilidad = x 100

Proteina total



V. RESULTADOS
1.- ANALISIS BROMATOLOGICO

Los resultados del andlisis bromatoldgico de las muestras crudas
se presentan en el cuadro V-1, en donde se puede observar que to
das las leguminosas tienen aproximadamente la misma composicidn;
sin embargo, en lo que respecta al contenido de proteinas, el ha
ba sobresale por mostrar el valor més alto con 26,9 % v el frijol
ayocote con 19.0 % resultd ser el de menor contenido. En general,
todas las muestras presentaron valores que guedaron incluidos deg
tro del intervalo reportado en la literatura, el cual varia de 18

a 32 % (43, 9).

Los valores obtenidos para grasa, fueron pequefios, variando de 1

a 2 %. Los resultados de fibra cruda, fueron muy similares en to

das las muestras, a excepcidn del haba, que por ser descascarada,

presentd un menor contenido. Por dltimo, se puede hacer resaltar
» Pd 0y )

que la lenteja presentd valores muy bajos para cenizas, grasa Y

fibra cruda.
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En el cuadro V-2, se muestran los resultados de las determinaciones
de humedad y proteinas, que se efectuaron en las muestras cocidas.
En este cuadro se puede ver que la humedad disminuyé en todas las
nuestras cocidas v la proteina se mantuvo practicamente constante,

lo que se puede comprobar en la figura V-1,

Se hizo también la determinacién de proteinas del agua de cocciédn,
mostrandose loé resultados en el cuadro V-3, en donde se ve clara~
mente, que todas las muestras pierden una cantidad de proteina en
el agua de coccidén, siendo el frijol ayocote el que menos proteina
pierde con 0.93 %, que representa el 4.8 % de la proteina total vy
el frijol jamapa, el que mis pierde con 2.65 % que corresponde al
10.4 % de la proteina total. Estos datos se representan grafica-

mente en la figura V-2,

En el cuadro V-4 y la figura V-3, se muestra la cantidad de prote
ina que se solubiliza durante la extraccién de las muestras crudas,
para efectuar las determinaciones de inhibidores de tripsina. Se
puede observar que la proteina soluble, constituye siempre mas del
50 % de la proteina total y en algunos casos como en ei haba, al-
canza un valor de 78 %. Sin embargo, no existe ninguna relacidn

entre inhibidores de tripsina y contenido de proteina soluble.
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2.~ INHIBIDORES DE TRIPSINA

El cuadro V-5, presenta los resultados de los inhibidores de trip
sina en las muestras crudas y cocidas, asi como el porcentaje de
destruccién por efecto de coccidén. En lo que respecta al resulta
do de las muestras crudas, se puede notar que el frijol ayocote y
el frijol jamapa, presentaron los valores més altos con 21.5 y 21.3
UTI / mg de muestra respectivamente., En general, el género Phaseo-
lus en forma cruda, presentd alto contenido de inhibidores de
tripsiha, pero los otros géneros, presentaron bajo contenido.

Por ejemplo, el haba presentd un valor de 6.0 UTI / mg de muestra,
la lenteja 1.8 UTI / mg de muestra y el chicharc seco no presentd

actividad antitriptica, como se puede ver en la figura V-4,

Los resultados de los andlisis de las muestras cocidas (2 horas a
temperatura de ebullicidén), permiten observar que la coccidn tuvo
un efecto destructivo sobre los inhibidores de tripsina, razdn por
la cual, presentaron valores muy bajos; el frijol ayocote, presen-
t6 el valor mds alto con 4.9 UTI / mg de muestra. En el caso del
haba, que presentd un bajo contenido en forma cruda, la destruc-

s 2 ‘. =
cidén por efecto de coccidn fue muy pedquefia.

Lo anterior se puede observar mas claramente, al revisar los por-

centajes de destruccién, en donde se ve que en general, en todas
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las muestras del género Phaseolus, se destruye mas del 75 % de los
inhibidores de tripsina totales en las muestras crudas, siendo el
frijol jamapa el que presentd el porcentaje de destruccidén mis ele
vado con 88.1 %. Se puede hacer notar también, que mientras menor
es el contenido de inhibidores de tripsina, el porcentaje de des-

truccidn también se reduce.

En el cuadro V-6 y figura V-5, se presentan los resultados de los
inhibidores de tripsina en el agua de coccidén. Se puede notar,
que el contenido de éstos es minimo, siendo el agua de coccidn del
frijol ayocote el que més actividad presentd con 1.40 UTI / mg de
muestra. En general, los inhibidores de tripsina solubles, consti
tuyen de 3 a 5 % de los inhibidores de tripsina totales en las
muestras crudas, con excepcidn del frijol ayocote y la lenteja que
presenta mayores porcentajes con 6.5 y 10.8 UTI /mg de muestra res
pectivamente y el haba gue presenta un porcentaje menor, con 1.7

UTI / mg de muestra.
3.- HEMAGLUTININAS

Los resultados de los andlisis de las hemaglutininas de las mues-
tras crudas y cocidas, se presentan en el cuadro V-7, en el cual,
se ve claramente gue todas las leguminosas crudas tienen poder

aglutinante en los tres tipos de sangre tripsinizada, excepto el

haba, la lenteja y el chicharo seco, que no aglutinaron la sangre
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de vaca. Sin embargo, se puede hacer notar que el género Phaseo-
lus, tiene un gran poder aglutinante, pues diluciones de 1:50 000
provocan aglutinacién en sangre de conejo, que a su vez resultéd
ser la de mayor susceptibilidad, mientras que la de menor suscep

tibilidad, fue la sangre de vaca.

El haba, la lenteja y el chicharo seco, que no aglutinaron la san
gre de vaca, presentaron también bajos valores de aglutinacién en

sangre humana en comparacidén con el género Phaseolus.

En lo que respecta a los resultados de las muestras cocidas, se
observa que el tratamiento de coccidén disminuyd el poder agluti-
nante de todas las leguminosas, notandose gque en la sangre de va
ca v en la sangre humana no hubo aglutinacién, en cambio en la
sangre de conejo permanece la actividad aglutinante, pero en me-
nor grado, aunque todavia la dilucidén se considera elevada

(1:1 000). En la figura V-6, se presenta en forma logaritmica los
resultados de esta aglutinacidn, en la que practicamente el géne-

ro Phaseolug, tiene un comportamiento idéntico en esta prueba.
4,- DIGESTIBILIDAD " IN VITRO "

En el cuadro V-8 v la figura V-7, presentan los resultados de la
determinacién de la digestibilidad "in vitro" de las muestras

crudas y cocidas. Se puede observar que la digestibilidad de las
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muestras crudas es bastante elevada, sobresaliendo el haba con un
94.3 % v el frijol ayocote por el contrario, resultd ser el de
menor digestibilidad con 80.3 %. Al mismo tiempo se puede ver que
la coccidén disminuye la digestibilidad "in vitro" en todas las
muestras, siendo ésta mds marcada en el frijol Delicias, que dis-
minuve de 87.5 % a 61.7 %. En el caso del chicharo seco practica-

mente la digestibilidad no se ve afectada por la coccidn.



VI.,~ DISCUSION Y CONCLUSIONES

1.- DISCUSION

El andlisis bromatolégico de las muestras estudiadas, resultd
estar de acuerdo al analisis reportado anteriormente por otros
autores (43, 9). Es necesario hacer notar el alto contenido
proteico del haba (26.9 %), asi como su bajo contenido de fi-
bra cruda, debido a la potencialidad del uso de la proteina de
esta ieguminosa para la manufactura de productos de proteina

texturizada (1).

Se postuld que al someter las muestras a un tratamiento de coc
cidn, éstas perdieran parte de su proteina en el agua, de tal
manera que el contenido proteico de las muestras cocidas fuera
menor, sin embargo, en la practica dicho contenido proteico

. A . .
permanecid casi constante respecto a las muestras crudas y en
7 de las 13 muestras estudiadas mostraron valores ligeramente

superiores (figura v-1).

Por los resultados anteriores, se procedidé a hacer también un



CUADRDO v-1

ANALISIS BROMATOLOGICO DE LAS MUESTRAS ESTUDIADAS
(gramos/100 gramos de muestra)

Muestras Humedad Cenizas Proteinas Grasa Fibra Carbohi-
cruda dratos
F. Villa Guerrero 9.8 4,1 23.5 1.6 6.0 55.0
F. Canario - 107 10.2 4.2 21.9 1.4 6.6 55.7
F. Negro - 172 8.9 4,2 23.5 1.3 6.3 55.8
F. Japonés blanco 9.7 3.8 25.5 1.8 5.2 54,1
F. Jamapa - CH - 73 9.3 4.1 25.3 1.7 5.0 54.6
F. Bayo -~ 107 9.7 4.2 20.1 1.7 5.3 59.1
F. Delicias - 71 8.8 4.2 25.8 1.9 5.0 54.2
F. Puebla - 182 - 1 9.0 3.8 24.5 1.5 4.2 57.0
F. Pinté - 162 ’ 9.2 3.5 20.6 1.7 5.1 59.9
Haba Tlaxcala - 12 9.3 3.7 26.9 1.6 1.5 57.0
Lenteja 10.2 2.4 24.9 1.0 4.1 57.6
Chicharo seco 9.5 2.2 23.1 1.3 6.6 57.3

F. Ayocote 9.9 3.8 19.0 1.5 4.9 60.9



CUADRDO V-2

ANALISIS DE LAS MUESTRAS COCIDAS
(gramos/100 gramos de muestra)

Humedad

Muestras Proteinas
F. Villa Guerrero 8.9 24.7
F. Canario - 107 8.7 22,1
F. Negro - 172 8.8 23.9
F. Japonés blanco 8.6 25.3
F. Jamapa - CH - 73 8.8 24,9
F. Bayo - 107 9.2 19.7
F. Delicias - 71 6.7 26.3
F, Puebla - 182 -1 7.9 24.4
F. Pinto - 162 7.4 21.3
Haba Tlaxcala - 12 8.6 25.8
Lenteja 8.0 24,6
Chicharo seco 7.5 23.8
F. Ayocote 4.9 19.2



CUADRDPO V-3

DETERMINACION DE PROTEINAS DEL AGUA DE COCCION
(gramos /100 gramos de muestra)

Muestras Proteinas
F. Villa Guerrero 2.3
F. Canario - 107 1.9
. F. Negro - 172 1.8
F. Japonés blanco 2.2
F. Jamapa - CH - 73 2.7
F. Bayo - 107 1.4
F. Delicias - 71 2.2
F. Puebla - 182 - 1 1.9
F. Pinto - 162 1.3
Haba Tlaxcala - 12 1.7
Lenteja 2.2
Chicharo seco 1,3

F. Ayocote 0.9



CUADRDO V-4

CONTENIDO DE PROTEINAS DE LA EXTRACCION PARA
INHIBIDORES DE TRIPSINA EN LAS MUESTRAS CRUDAS

Muestras Proteina Proteina % Proteina %
total soluble Proteina insoluble Proteina
g/100g M. q/100g M. soluble g/100g M. insoluble

F. Villa Guerrero 23.5 14.0 59.7 9.5 40.3
F. Canario - 107 21.9 14.0 63.9 7.9 36.1
F. Negro - 172 23.5 12.3 52,2 11.2 47.8
F. Japonés blanco 25.5 15.8 61.9 9.7 38.1
F. Jamapa - CH - 73 25.3 15.8 62.4 9.5 37.7
F. Bayo -~ 107 20.1 11.4 56.7 8.7 43.3
F. Delicias ~ 71 25.8 13.1 50.8 12.7 49.2
F. Puebla - 182 - 1 24.5 14.9 60.8 9.6 39.2
F. Pinto - 162 20.6 12.3 59.6 8.3 40.4
Haba Tlaxcala -~ 12 26.9 21.0 78.0 5.9 22.0
Lenteja 24.9 13.1 52,7 11.8 47.3
Chicharo seco 23.1 13.1 56,7 10.0 43.3

F. Ayocote 19.0 11.4 59.8 7.6 40,2



CUADRDO V-5

RESULTADOS DE INHIBIDORES DE TRIPSINA EN MUESTRAS CRUDAS Y COCIDAS

Muestras Crudas Cocidas %
UTI/mg. UTI/mg. Destruccion
Muestra Muestra por coccidn

F. Villa Guerrero }4:5 2.4 83.1

F. Canario - 107 11.8 2.7 78.9

F. Negro - 172 10.9 2.2 79.8

F. Japonés blanco 10.0 2.8 73.4

F. Jamapa - CH - 73 21.3 2.3 8s8.1

F. Bayo - 107 10.6 1.9 83.4

F. Delicias ~ 71 15.0 2.5 84.1

F. Puebla - 182 - 1 11.8 2.9 74.6

F. Pinto - 162 12.8 2.2 82.3

Haba Tlaxcala - 12 ,919/ i;Q 33.3

Lenteja i.8 1.8 0.0

Chicharo seco 0.0 0.0 0.0

F. Ayocote 21.5 4.9 75.4

U T I = Unidades de Tripsina Inhibidas.



CUADRDO V-6

CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

EN EL AGUA DE COCCION

Muestras UTI/mg. Inhigﬁdores
Muestra solubles
_ F. Villa Guerrero 0.7 4.6
F. Canario - 107 0.6 4.8
F. Negro - 172 0.5 5.0
F. Japonés blanco 0.5 4.7
F. Jamapa - CH - 73 0.7 3.1
F. Bayo - 107 0.5 5.0
F., Delicias - 71 0.7 4.4
F. Puebla - 182 - 1 0.6 4.9
F. Pinto - 162 0.5 3.8
Haba Tlaxcala - 12 0.1 1.7
Lenteja 0.2 10.4
Chicharo seco 0.0 0.0
F. Ayocote 1.4 6.5

U T I = Unidades de Tripsina Inhibida.



CUADRDPO V=7

CONTENIDO DE HEMAGLUTININAS DE LAS MULRSTRAG CRUDAS Y COCIDAS
(Dilucidén maxima a la que alin aglutinan)

Muestras crudas Muestras cocidas -

Muestras Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre

humana de conejo de vaca __humana de conejo de vace
F. Villa Guerrero 1:15000 1:50000 1:100 - 1:1000 -
F. Canario -~ 107 1:15000 1:50000 1:100 -— 1:1000 -
F. Negro - 172 1:15000 1:50000 1:100 - 1:1000 -
F. Japonés blanco 1:15000 1:50000 1:50 —— 1:1000 -
F. Jamapa -~ CH - 73 1:15000 1:50000 1:100 —— 1:1000 -
F. Bayo - 107 1:15000 1:50000 1:50 - 1:1000 -
F. Delicias - 71 1:15000 1:50000 1:100 — 1:1000 -
F. Puebla -~ 182‘4 1 1:15000 1:50000 1:100 - 1:1000 -—
F, Pinto - 162 1:15000 1:50000 1.50 - 1:1000 -
Haba Tlaxcala -~ 12 1:3997 1:15000 - - 1:1000 -
Lenteja 1 200 1:15000 - - 1:1000 -
Chicharo seco 1:200 1:15000  -- - 1:1000 —
F. Ayocote 1:3000  1:30000 1:100 - 1:1000 -

-~ No aglutinaron

Dilucién 1:10 del extracto = 100 mg/ml.



CUADRDO v-8

DIGESTIBILIDAD " IN VITR

Muestras

Crudas (%)

Cocidas (%)

F. Villa Guerrero
F. Canario - 107

F. Negro - 172

F. Japonés blanco
F. Jamapa - CH - 73
F. Bayo - 107

F. Delicias - 71

F. Puebla - 182 - 1

F. Pinto - 162
Haba Tlaxcala - 12
Lenteja

Chicharo seco

F. Ayocote

85.5

87.6

88.6

91.8

89.0

87.3

87.6

84.0

86.9

94.3

86.0

91.9

80.3

74.3
75.0
78.6
83.1
74.6
71.9
61.7
70.7
70.6
88.7
78.5
88.4

63.4
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andlisis de proteinas del agua de coccidn y se observd que en to
dos los casos hubo una cierta cantidad de proteina, aunque ésta
fue minima. Esto puede explicarse por el hecho de que la protel
na de las leguminosas esti constituida principalmente por globu-
linas solubles en soluciones salinas (5,7) y como en este caso
la coccién de las muestras se llevd a cabo en agua sola, la solu

bilidad de la proteina fue casi nula.

Por otra parte, durante la extraccidn de las muestras para las
determinaciones de inhibidores de tripsina, la solubilidad de la
proteina de la leguminosa, fue en todos los casos mayor del 50 %
de la proteina original lo que se debe principalmente a gue dicha
extraccién se realiza a pH bdsico que facilita la solubilidad de

la proteina (30).

Hay due tomar en cuenta que, probablemente en su mavoria, los in
hibidores de tripsina y las hemaglutininas sean proteinas y la ex
traccidén de ellas no es 100 % por lo gue puede ser que en la pro-
teina insoluble se tenga un porcentaje elevado de estos téxicos,
razén por la cual seria conveniente que se extrajera un mayor con

tenido de proteinas.

Los altos contenidos de inhibidores de tripsina obtenidos princi~

palmente, entre el género Phaseolus crudo, puede ser una de las
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B

causas de la toxicidad en los animales de experimentacidn alimen

tados con estas leguminosas crudas. Sin embargo, muchos autores
han comprobado que los inhibidores de tripsina, son factores tex
moldbiles, que pueden ser parcial o totalmente eliminados por mé
todos apropiados de coccidn (43, 39, 36, 1, 18, 17, 20), no obs-
tante, se ha observado siempre una actividad remanente después

de la coccidn, que se debe posiblemente a la presencia de facto
res termoestables (20). El calentamiento se manifiesta en gene
ral, por un incremento en el valor nutritivo de las proteinas de

las leguminosas,

La coccidén de las muestras estudiadas se llevd a cabo durante 2
horas a temperatura de ebullicién y presidén atmosférica, disminu
vendo en gran parte el contenido de inhibidores de tripsina en el
género Phaseolus. Es necesario tomar en cuenta que el cocimiento
casero de los frijoles se realiza en las mismas condiciones duran
te 4 a 5 horas, lo gue probablemente ayuda a que la inactivacidn
de los inhibidores de tripsina sea mayor, evitando asi que el efec
to téxico de estas substancias se manifieste, aunque ésto posible

mente puede ejercer un dafio en la calidad de la proteina.

Los liquidos de coccidén de todas las muestras presentaron activi
dad antitriptica, alrededor de 3 a 5 % de los inhibidores de trip

sina totales de las muestras crudas. En general, se puede obser-
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var que la destruccidén de los inhibidores de tripsina por efecto
de coccidn, se lleva a cabo casi totalmente y sélo existe una pe

quefia cantidad de ellos que son solubles.

Estudios realizados anteriormente, indican que cuando las legumi
nosas son calentadas sin agua en autoclave, el porcentaje de des
truccién es menor que cuando son calentadas llevando agua en una
relacién 1l:4, debido a que el agua actla como transmisor del ca-
lor. Se observd también que el remojo previo a la coccidn no in

fluye sobre los valores obtenidos (18).

En animales de experimentacién alimentados con leguminosas crudas,
se presenta un alto grado de mortalidad, pero se ha comprobado que
el efecto no se debe sélo a los inhibidores de tripsina, sino tam-

bién a las hemaglutininas (36).

Como se pudo observar en los resultados, todas las leguminosas cru
das presentaron aglutinacién, pero sélo el género Phaseolus, aglu-
tind la sangre de vaca. De acuerdo a lo descrito por Jaffé (25),
las leguminosas gue aglutinan la sangre de vaca son téxicas, por
lo que se puede decir que las muestras del género Phaseolus estu-
diadas son téxicas en estado crudo. Los otros tres géneros anali
zados no presentaron aglutinacidn en sangre de vaca, quedando in-

cluidas dentro de las no téxicas.

Se ha comprobado, que las hemaglutininas son substancias termoli-
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biles (36), que juegan un papel relativamente menor sobre el po

bre valor nutritivo de las lequminosas (53).

La coccidén efectuada en las muestras estudiadas destruyd comple
tamente la actividad hemaglutinante de todas las muestras sobre
sangre de vaca y sangre humana, pero no asi sobre sangre de co-
nejo. Sin embargo, como se describe para inhibidores de tripsi
na el tiempo normal de cocimiento para consumo es mayor dque el
estudiado, por lo que se puede esperar que la aglutinacién pre-
sentada en las muestras cocidas sobre sangre de conejo, desapa~

rezca completamente.

Los resultados nos indican que todas las leguminosas estudiadas
en forma cocida, son no téxicas aunque presenten aglutinacidn

en sangre de conejo,

Por otro lado, los resultados de la digestibilidad "in vitro"

de las muestras cocidas, en todos los casos presentaron valores
menores a los obtenidos para muestras crudas. Estos resultados
no pueden ser extrapolados en la digestibilidad "in vivo", en
virtud de que las muestras crudas, principalmente los frijoles,
provocan mortalidad en los animales de experimentacién. Asi mis
mo, los datos de digestdibilidad obtenidos no tienen relacidén al-

guna con el contenido de inhibidores de tripsina o hemaglutininas.

En el caso de las muestras cocidas, en que existe destruccidn de



82,

los principales téxicos nutricionales, es posible que si exista

entre la digestibilidad "in vivo" e "in vitro",
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2.— CONCLUSIONES

En resumen por los resultados obtenidos en este trabajo se ha po
dido notar que todas 1as$leguminosas en forma cruda son téxicas,
unas en mayor grado con respecto a otras, de ellas los frijoles

del género Phaseolus presentaron los valores mis elevados de in-
hibidores de tripsina vy hemaglutininas, mientras que el chicharo

seco resultdé ser la menos tdéxica.

El tratamiento de coccidén efectuado, fue suficiente para destruir
en un 90 % la presencia de los inhibidores nutricionales, destruc
cidn que puede ser mayor cuando se prolonga la coccidn, aunque es
te tratamiento puede afectar la calidad de la proteina por la va
conocida reaccién de Maillard y que puede ser medida por la pre-
sencia de lisina disponible o quiz&s exista una relacién entre la
calidad de la proteina y la digestibilidad "in vitro" que se vid

disminuida por el calentamiento.

Es necesario establecer por estudios bioldgicos la calidad de es

tas leguminosas y comprobar que los téxicos remanentes no impi-
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dan su méximo aprovechamiento con el objeto de poder hacer un
uso mas adecuado de estas fuentes vegetales que son ricas en
proteinas y lo que es mds ventajoso, que son de uso comin  y

practicamente tradicional en nuestro pais.
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