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1. Resumen 

 

Las legumbres juegan un papel muy importante en la complementación 

proteica de origen vegetal en la dieta, especialmente los frijoles y/o 

caupíes, ya que constituye un alimento de la canasta básica mexicana; 

en los últimos años se ha utilizado el proceso de germinación como una 

alternativa biotecnológica sencilla y económica para mejorar el valor 

nutricional y disminuir los factores tóxicos naturales presentes en este 

tipo de matriz alimenticia. 

 

El presente trabajo evaluó el efecto de la temperatura y tiempo de 

germinación en el contenido y disponibilidad de la proteína, así como la 

concentración de algunos factores tóxicos naturales en dos variedades de 

Vigna unguiculata, legumbres denominadas como frijol pelón ombligo 

café (FPOC) y frijol pelón corazón negro (FPCN) en la zona de la 

Chontalpa, Tabasco, y representan un cultivo clave para dicha región. 

 

A través de este estudio se encontró que durante el proceso de 

germinación hubo un aumento en el porcentaje de nitrógeno no proteico 

hasta el 50 %, para ambas variedades, sin importar la temperatura del 

proceso; mientras que la digestibilidad proteica in vitro disminuyó para 

el caso de frijol pelón ombligo café de 74.51 % a casi el 60 %, 

independientemente de la temperatura; y en el caso del frijol pelón 

corazón negro la mayor disminución se registró a 29 °C, con 77.22 % de 

digestibilidad proteica in vitro, hasta casi el 60 %. 

 

Para el caso de inhibidores de tripsina se presentó un aumento en la 

concentración para la variedad de FPCN a 21 y 29 °C, de 6.19 U.T.I./mg 

de muestra a 10.48 U.T.I./mg de muestra, respectivamente; y para FPOC 



Resumen 

2 
 

a 29 °C, de 8.89 U.T.I./mg de muestra a 16.79 U.T.I./mg de muestra; 

mientras que a 21 °C no se observa una tendencia aparente 

 

En cuanto el contenido de lectinas (fitohemaglutininas), mostró una 

tendencia descendiente para todas las muestras, durante el tiempo de 

germinación, observando un mayor descenso a la temperatura de 29 °C 

para ambas variedades, a nivel trazas. 
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2. Introducción 
 

Las leguminosas de grano han tenido una presencia constante en la 

agricultura de las distintas partes del mundo, prácticamente desde sus 

orígenes hace unos 10 mil años, en la era del Neolítico. Las leguminosas 

son las plantas de donde se cosechan las legumbres que son el fruto 

formado por la vaina que encierra en su interior una semilla o una hilera 

de semillas, las cuales se consumen secas: los frijoles secos, lentejas y 

chícharos secos son los tipos de legumbres más conocidos y consumidos 

(SAGARPA, 2016). 

 

Las legumbres alimenticias son importantes productos alimenticios en 

todas las zonas tropicales y subtropicales, en donde son las segundas en 

importancia en relación con los cereales como fuentes proteicas de origen 

vegetal; de acuerdo con SAGARPA (2016) los cultivos de leguminosas son 

importantes en cuestión de seguridad alimentaria, sobre todo para gran 

parte de la población de América Latina, África y Asia, ya que las 

legumbres forman parte de las dietas tradicionales y a menudo son 

cultivadas por pequeños campesinos y agricultores familiares; tan solo en 

México el consumo de frijol destaca entre muchos otros productos 

agrícolas en la dieta de la población; y se estima que su consumo anual 

per cápita es de 10.8 kilogramos (Gaucín, 2016). 

 

Para las zonas rurales como lo es el caso de Comalcalco, Tabasco, la 

producción de especies criollas como el frijol pelón (Vigna unguiculata), 

suelen ser las más importantes para los agricultores de bajo recursos, al 

constituir la fuente principal de proteína de origen vegetal (Espinosa-

Moreno et al., 2005); aunque se sabe que la mejor fuente proteica es de 

origen animal, no todos los sectores de la población tiene acceso a este 

tipo de alimentos, por lo que las legumbres resultan una opción viable al 
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tener un elevado contenido proteico, de 20 a 26 % en promedio, y son 

consideradas como un suplemento natural de los cereales debido a que 

contienen cantidades adecuadas de lisina, las cuales son generalmente 

deficientes en aminoácidos esenciales en metionina y cistina, mientras 

que los cereales son deficientes en lisina, pero contiene suficientes 

cantidades de metionina y cistina (Kay, 1985). 

 

Las legumbres son un cultivo esencial, fuente de nutrientes y alto 

contenido de proteína, son bajas en grasa y ricas en fibra soluble, gracias 

a esto ayudan a reducir el colesterol y controlar el azúcar en la sangre. 

También se ha demostrado que las legumbres ayudan a combatir la 

obesidad (Valencia & Román, 2004); muchas de las legumbres en grano 

se utilizan en todo el mundo; la mayoría son bastante sabrosas y de 

palatabilidad aceptable cuando se cocinan en casa, aun cuando éstas 

contienen factores tóxicos naturales que normalmente son eliminadas al 

tener un proceso de cocción adecuado.  

 

Entre los factores tóxicos naturales de mayor importancia se encuentran: 

 

➢ Inhibidores de Tripsina: Impiden la proteólisis digestiva causando 

un índice bajo de eficiencia proteínica, lo que a su vez resulta en un 

retraso en el crecimiento, en el caso de los niños. 

➢ Lectinas: A corto plazo, interfieren con la absorción de nutrientes y 

a mediano plazo se comportan como enterotoxinas. 

 

No sólo el proceso de cocción puede disminuir la concentración de factores 

tóxicos naturales, estudios anteriores reconocen a la germinación en 

diversas semillas como un proceso natural que mejora el valor nutricional 

y disminuye algunos factores tóxicos naturales, ya que durante la 

germinación de las semillas se presentan muchos cambios en su 
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composición, debido a la utilización de sus reservas (hidratos de carbono, 

lípidos y proteínas), para el desarrollo de su eje embrionario, como es el 

caso del ácido fítico, en su degradación para disponer de fosforo durante 

su desarrollo (Rodríguez-Blanco et al., 2018).  

 

Durante la germinación, las semillas necesitan ciertas condiciones 

ambientales favorables, como la presencia de oxígeno, luz, temperatura 

y la humedad que determinan el desarrollo del olor y el sabor de los 

germinados; entre las modificaciones que se pueden apreciar estas dos 

variaciones de los carbohidratos solubles y de las proteínas, así como un 

incremento de la vitamina C, lo que origina una mejora en el valor 

nutritivo de los germinados (Dávila et al., 2003). 

 

El presente trabajo tiene la finalidad de observar el beneficio nutricional 

que tiene la germinación como proceso biotecnológico, en el aspecto 

bromatológico y nutritivo, para dos variedades de Vigna unguiculata, 

denominadas en México (sobre todo en las regiones rurales de Tabasco) 

como frijol pelón: frijol pelón ombligo café (FPOC) y frijol pelón corazón 

negro (FPCN); determinando el contenido de proteína y nitrógeno no 

proteico, dependientes de la temperatura y del tiempo de germinación. 

 

El estudio además observó el efecto que tiene dicho proceso en la 

concentración de dos de los principales factores tóxicos naturales: 

inhibidores de proteasas (tripsina) y lectinas; mediante técnicas analíticas 

validadas. 

 

Las temperaturas y tiempos de la germinación controlada se eligieron a 

partir de la investigación previa sobre la actividad de la fitasa (Rodríguez-

Blanco et al., 2018), de cero al sexto día de germinación a 21 y 29 °C 

respectivamente. 
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3. Objetivos 

 

3.1.0 Generales 

Evaluar el efecto de la germinación a dos temperaturas (21 y 29 °C), en 

el contenido y biodisponibilidad de proteína, así como concentración de 

factores tóxicos naturales en semillas de Vigna unguiculata, de las 

variedades frijol pelón ombligo café y frijol corazón negro. 

 

3.2.0 Particulares 

 Cuantificar el contenido de proteína cruda, verdadera y nitrógeno no 

proteico, en las semillas sin germinar y germinadas a ambas 

temperaturas a sus respectivos tiempos. 

 

 Cuantificar la biodisponibilidad de la proteína en las semillas sin 

germinar y germinadas a ambas temperaturas, a partir del método de 

digestibilidad proteica in vitro. 

 

 Cuantificar el contenido de factores tóxicos naturales (inhibidores de 

tripsina y lectinas) en semillas sin germinar y germinadas a ambas 

temperaturas, y respectivos tiempos. 
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4. Antecedentes 

4.1.0 Generalidades de las leguminosas 

Las leguminosas figuran entre los primeros productos alimenticios que 

fueron cultivados por el hombre. De acuerdo con los restos arqueológicos 

hallados en Anatolia (la actual Turquía) la producción agrícola de 

garbanzos y lentejas se remontaría al 7000 - 8000 a.C. Las primeras 

“culturas permanentes”, como son conocidas, pudieron evolucionar de 

comunidades cazadoras-recolectoras a pueblos con una incipiente 

agricultura gracias a las legumbres. Se han encontrado restos de su 

cultivo asociados al desarrollo de la agricultura desde el Mediterráneo a 

la India, así como en el Nuevo Mundo (Araneda, 2018). 

Las semillas de leguminosas junto con los granos de cereales fueron de 

los primeros alimentos seleccionados por el hombre; esta selección fue 

probablemente muy difícil para el caso de las leguminosas; por dos 

razones: es una familia botánica amplia, con aproximadamente 600 

géneros y alrededor de 13 mil especies; y aunque parezca irónico, esta 

familia de gran estima por su importancia en la dieta humana y animal, 

contiene una amplia variedad de factores tóxicos, por lo que se pueden 

considerar como plantas de cierto riesgo en su consumo (Valle-Vega & 

Lucas, 2000). 

Las legumbres han sido parte esencial de la alimentación humana desde 

hace siglos. Sin embargo, su valor nutricional, en general, no es 

reconocido y con frecuencia su consumo no se valora lo suficiente. Esta 

falta de reconocimiento es inmerecida, puesto que las legumbres 

desempeñan una función crucial en la alimentación saludable, en la 

producción sostenible de alimentos y, sobre todo, en la seguridad 

alimentaria (FAO, 2016). 
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4.1.1 Descripción botánica de la familia Fabaceae 

Las fabáceas (Fabaceae) o leguminosas (Leguminosae) son una familia 

del orden de las fabales, son plantas herbáceas, arbustivas o arbóreas. 

Tienen tallos generalmente cilíndricos, aunque a veces son de sección 

angulosa (guisante); en las leguminosas de interés agrícola, las yemas 

nacen en las axilas de las hojas, disponiéndose superpuestas y siendo casi 

siempre florales (yemas floríferas). A veces tienen órganos trepadores, 

como zarcillos foliares (veza) o tallos volubles (judía), que sirven para 

erguirse; los primeros son órganos sencillos o ramificados de naturaleza 

foliar, que poseen cierto grado de irritabilidad contráctil. Las flores se 

agrupan en inflorescencias racemosas, tienen simetría bilateral o radiada 

y son pentámeras o cinco verticilos (Mateo-Box, 1961). 

 

Para Mateo-Box (2005) el fruto es típicamente legumbre, de donde 

procede el nombre de la familia, aunque polimorfo, por lo que con mucha 

frecuencia las transformaciones que experimenta lo convierten en  

lomento, folículo, etc.; vulgarmente el fruto de las leguminosas recibe el 

nombre de vaina. Tienen semillas ordinarias, exalbuminosas, con el 

tegumento o episperma formado por testa y endopleura; el hilo 

característico para cada especie a veces con un arilo o apéndice funicular; 

con rafe a veces muy manifiesto; la calaza en forma de resalto o mancha 

sobre el tegumento y unida al hilo por medio del rafe; estrofíolo o arilo 

calazal, a veces muy manifiesto; micrópilo bastante visible. 

 

4.1.2 Vigna unguiculata (L.) Walp. 

Es una legumbre comestible perteneciente a la familia Fabaceae y a la 

subtribu Phaseoleae, de la clase de las dicotiledóneas (Walpers, 1843); 

en México sobre la región de La Chontalpa, Tabasco, región que se 

muestra en la Figura 1. 
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Figura 1. La Chontalpa es una de las cinco subregiones 
productivas en las que se divide Tabasco, está formada por cinco 

municipios, los más occidentales del estado: Huimanguillo (1), 

Cárdenas(2), Comalcalco(3), Paraíso(4) y Cunduacán(5). 

La región de la Chontalpa representa el 31.08 % de la superficie del 

estado de Tabasco, con una extensión de 70,606.09 km2 , alberga el 45.7 

% de la población del estado y comprende los municipios de Huimanguillo, 

Cárdenas, Cunduacán, Comalcalco, Paraíso, Jalpa de Méndez y Nacajuca. 

En esta región, el cultivo de granos alimenticios básicos ocupa un reglón 

importante en la actividad agrícola de los pequeños agricultores; 

anualmente se siembran alrededor de 35,700 ha de cultivos básicos, de 

las cuales 2,600 corresponden a frijol negro. Otros cultivos importantes 

son: caña de azúcar (Saccharum officinarum), cacao (Theobroma 

cacao), cítricos (Citrus spp.), piña (Ananas spp.) y arroz (Oryza 

sativa). Además, se cultivan otras especies de leguminosas de grano 

como el Frijol Caupí o Pelón (Vigna unguiculata L. Walp), en particular 

las variedades de corazón negro y ombligo café (Figura 2), que junto con 

algunas curcubitáceas no son cuantificadas en los censos agrícolas 

(Lagunes-Espinoza et al., 2008). 

La distribución de las formas silvestres son naturales de África, pero esta 

especie está ampliamente cultivada en todo el mundo, se halla extendida 
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por los trópicos y casi todas las zonas subtropicales, posee adaptabilidad 

a estas zonas bajas con elevadas temperaturas (>25 °C) y pocas 

precipitaciones. 

 (Wiersema et al., 1990; Delgado-Salinas & Torres-Colín, 2001). 

Figura 2. Semillas de leguminosas utilizadas para el estudio. 
 

Entre los atributos principales que tiene este cultivo leguminoso su 

crecimiento relativamente rápido y con gran contenido de proteína; es un 

valioso cultivo intermedio entre las estaciones además de ser abono verde 

o cultivo de rotación para dar fertilidad al suelo; es un cultivo anual, se 

adapta a condiciones de escasez de agua, baja fertilidad y tolera 

condiciones de acidez de los suelos. Este cultivo, además prospera en 

climas cálidos y diferentes suelos, por lo cual es posible conducir en el 

país planes de siembra para satisfacer las necesidades básicas de 

proteínas en la población (Linares, 1993). 

Peters et al. (2003) describe a Vigna unguiculata como una herbácea 

anual con tallos volubles que varían en su calidad de erectos y arbustivos. 

Hojas trifolioladas, pecíolos de 2.5 a 12.5 cm pecíolos de 2.5 a 12.5 cm 

de largo. Folíolo central alabardado de 2.5 a 12 cm de largo, liso, folíolos 

laterales irregulares. Flores en racimos auxiliares sobre pedicelos de 15 a 

30 cm de largo. Vaina péndula, lisa, de 10 a 23 cm de largo con un espeso 

rostro curvado hacia abajo y con 10 a 15 semillas. Semillas de 4 a 8 mm 

Frijol pelón ombligo 
café (FPOC)

Frijol pelón corazón 
negro (FPCN)
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de largo, 3 a 4 mm de ancho, de tamaño y color variables; estas 

características son representadas en la Figura 3. 

 

Figura 3 Esquema de Vigna unguiculata L. Walp 

Esta especie es una de las leguminosas más tolerantes a la sequía, y se 

emplea como cultivo de pastoreo y muchas veces como cultivo 

comestible, teniendo casi las mismas necesidades climáticas que el maíz. 

Teme el frío hasta el punto de que si en la primavera y el otoño 

sobrevienen temperaturas inferiores a los 5 °C la cosecha resulta 

seriamente afectada. En relación con el suelo, Vigna unguiculata no es 

exigente, adaptándose bastante bien a casi todos los tipos de tierras 

(Morse, 1947). 

Las variedades de Vigna poseen cáscara gruesa y un sabor descrito como 

“terroso”. Algunos autores (López & Bressani, 2008; Martínez et al., 

2002) han sugerido que se debe a la presencia de polifenoles 

(aproximadamente 0.1 mg ácido tánico/g de muestra). Johns (1994) 

determinó el contenido aleloquímico de la semilla de esta especie, y 
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reporto la presencia de inhibidores de proteasas (Beyra & Reyes-Ariles, 

2004). 

Varios utores (Johnson & Raymond, 1964; Busson, 1965; Havar- Duclos, 

1976) demuestran que tiene un alto contenido en proteína, del 22 al 27 

% del peso seco total, considerando que la especie es un excelente forraje 

para el ganada al obtenr un aspecto de matorral durante la estacion seca. 

Esta especie a veces se usa como sedante y para promover las 

contracciones uterinas (Bouquet & Debray, 1974).  

Con las hojas y las semillas se confeccionan cataplasmas populares en el 

Senegal contra la dermatitis e inflamaciones de la piel (Kerharo & Adams, 

1964, 1974; Berhaut, 1976). 

 

4.1.3 Germinación 

La germinación es el proceso que desencadena la rehidratación de la 

semilla y el inicio de la expansión de la radícula. El metabolismo durante 

el desarrollo de la semilla es fundamentalmente anabólico y está 

caracterizado por la síntesis masiva y depósito de sustancias de reserva 

en los tejidos de almacenamiento y la deshidratación de los tejidos; la 

germinación se caracteriza por la movilización de polímeros de reserva y 

cambios cualitativos y cuantitativos de las enzimas catabólicas (Bewley & 

Black, 1994). 

 

En la Figura 4 se esquematiza las partes de una leguminosa en madurez, 

entre las primeras etapas del proceso de germinación. 
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Figura 4. Corte longitudinal de una semilla de leguminosa en 

madurez. 

El proceso de germinación involucra la transición de las células de un 

estado deshidratado y baja actividad metabólica a un estado hidratado y 

de intensa actividad metabólica. 

 

Figura 5. Fases de germinación de la semilla de leguminosa. 

El agua es absorbida de manera trifásica por muchas semillas: a), 

imbibición, b), germinación sensu stricto y c), desarrollo del embrión 
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(Corbineau et al., 1990) (Figura 5). La germinación sensu stricto, 

compone la verdadera fase de la germinación, resulta en el proceso de la 

activación del embrión. 

Bewley (1994) describe como los factores ambientales externos que 

regulan la actividad del árbol progenitor durante la maduración de la 

semilla (temperatura, luz, foto y termo-período, humedad relativa, 

potencial de agua en el suelo), así como los parámetros internos 

(potencial de agua, estado nutricional y hormonal, posición de la semilla 

en el árbol), afectan la germinación de la semilla. Los factores 

ambientales directamente involucrados en el proceso de germinación son 

temperatura, luz, gases y disponibilidad de nutrientes. 

La tasa de germinación depende en gran parte del nivel de temperatura. 

El límite superior es cercano a 45 °C y el inferior está entre 3 y 5 °C. Para 

las especies tropicales el ámbito de 25 a 30 °C es usualmente el mejor 

(Bonner et al., 1994). 

Si la semilla permanece en el suelo, debe mantener la viabilidad durante 

el tiempo en que es inhibida por letargo o quiescencia. El letargo puede 

ser primario (innato) si se origina durante la maduración de la semilla, e 

inducido (secundario) si es inducido después de la cosecha, en forma 

natural o artificial, tal como ocurre al realizarse el almacenamiento de 

semilla secas (Hilhorst, 1998). 

El letargo inducido, se desarrolla después de la dispersión o recolección 

de semillas sin letargo o que emergen con letargo parcial o total. Las 

causas que pueden inducir letargo secundario son el nivel de humedad, 

la falta de suficiente luz u oxígeno, la presencia de sustancias volátiles 

alelopáticas, nivel alto de CO2. El embrión de las dicotiledóneas puede ser 

completo, grande o pequeño, pobremente diferenciado, rudimentario, 



Antecedentes 

15 
 

indiferenciado o inmaduro. Este crecimiento es posterior a la imbibición 

de agua y existen pocas descripciones de él en las dicotiledóneas. El 

crecimiento intraseminal del embrión ocurre en todas las estructuras y 

puede iniciarse 1 o 2 días después de la hidratación (Karssen, 1995; 

Matilla, 2008). 

 

Jacobson (1984) menciona que la activación celular durante la hidratación 

parece que sigue un patrón secuencial dentro del embrión. La secuencia 

de activación en los cotiledones es muy compleja y varia de una especie 

a otra, en algunos taxa la degradación de cuerpos proteicos y liposomas. 

Los cambios mayores que se observan son la degradación de las 

sustancias de reserva y su movilización hacia el eje embrional. 

 

La germinación culmina con la formación de la plántula, Flores-Vindas 

(2013) define a la plántula como el estadio más joven del nuevo 

esporofito, desde la protrusión de la radícula hasta la total liberación de 

las estructuras protectoras, la separación de los cotiledones y el alcance 

de una altura de 50 cm. 

 

4.2.0 Factores tóxicos naturales 

Las semillas de leguminosas contienen de forma general compuestos o 

factores que pueden afectar a la salud del consumidor, y estas se pueden 

dividir en dos grupos, de acuerdo con Valle & Lucas (2000). 

 

❖ Agente tóxico: Cualquier sustancia xenobiótica que es capaz de 

producir una anormalidad fisiológica y/o anatómica a corto plazo 

(Toxicidad agua o subaguda), la cual no puede ser atenuada por 

una simple fortificación o suplementación del alimento que lo 

contiene. 
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❖ Agente antinutricional: Sustancia presente en el alimento, que tiene 

la capacidad de reaccionar o interferir con un nutrimento, 

disminuyendo su biodisponibilidad y a largo plazo (Toxicidad 

subcrónica o crónica) es capaz de producir una anormalidad 

fisiológica y/o anatómica, que en la mayoría de los casos es 

irreversible. Sin embargo, el propio nutrimento puede actuar como 

antagonista; por lo cual una fortificación de este, en la etapa inicial 

del efecto dañino, puede atenuar o eliminar el problema. 

 

En seguida se describe la naturaleza química de los factores tóxicos 

naturales determinados en este estudio. 

 

4.2.1 Inhibidores de tripsina 

La presencia de inhibidores enzimáticos es frecuente en la alimentación 

humana, sobre todo en vegetales, particularmente entre las leguminosas, 

tienen la capacidad de inhibir la actividad proteolítica de ciertas enzimas; 

estas ejercen diferentes funciones, ya sea inhibiendo los sistemas 

enzimáticos de sus depredadores o como funciones reguladoras, 

interviniendo en proceso de almacenamiento. 

Aunque la inhibición de las enzimas proteolíticas se demostró por primera 

vez en el siglo XIX por Fredericq (1878), es a partir de 1930 cuando Read 

& Haas (1938) demuestran la actividad en material vegetal, mediante un 

extracto acuoso de harina de soja que inhibía la propiedad de la tripsina 

de licuar gelatina. En 1945, Kunit aisló por primera vez un inhibidor de 

proteasa procedente de la soya.  

 

Los inhibidores de proteasas más estudiados han sido los de tripsina, ya 

que la mayoría de los inhibidores enzimáticos actúan frente a esta enzima 

y frente a la quimiotripsina, aunque también pueden inhibir otras enzimas 



Antecedentes 

17 
 

proteolíticas; el efecto como agentes anti-nutritivos se relaciona con el 

retraso en el crecimiento y un bajo índice de la eficacia proteica. 

En la Figura 6 se presenta un esquema representativo de las rutas 

metabólicas relacionadas con los inhibidores de tripsina de la soya. 

 
Figura 6. Efecto del inhibidor de la proteasa de soja en el valor 

nutritivo de la proteína. West et al. (1966). 

El efecto de los inhibidores de la proteólisis sobre el páncreas ha sido 

objeto de numerosos estudios que ponen en evidencia una hipertrofia de 

este órgano, en respuesta a los agentes antitripsínicos, siendo muy 

variable según las especies animales con las que se estudia (Mitjavila, 

1990). 

 

Inhibidor tipo Kunitz de la soya  

El inhibidor fue purificado por Kunitz en 1945, pero no fue hasta 1959 que 

Rackis et al. lo complementó mediante técnicas cromatográficas; se sabe 

que el peso molecular es de 20 mil Daltons. La secuencia completa de 
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aminoácidos del inhibidor de Kunitz, según lo informado por Koide & 

Ikenka (1973) y Koide et al. (1973), consta de 181 residuos de 

aminoácidos y dos enlaces disulfuro, con el sitio reactivo ubicado en los 

residuos Arg 63 e Ile 64; se sabe además que el inhibidor de Kunitz, a 

diferencia de la mayoría de las proteínas globulares, es bastante 

resistente a los agentes desnaturalizantes como la urea. Los primeros 

intentos de dilucidar el modelo de interacción del inhibidor de Kunitz con 

tripsina implicaron la modificación química de los residuos de aminoácidos 

específicos del inhibidor o la enzima para ver si dichas modificaciones 

afectaban la capacidad de estos componentes para interactuar entre sí.  

En los años 70 Means et al. (1974), y Huang & Liener (1977) propusieron 

como un mecanismo modelo mediante el cual el inhibidor de Kunitz 

interactúa con la tripsina; la tripsina inicialmente interactúa con el 

inhibidor virgen, de la misma manera que la tripsina interactúa con el 

sustrato que contiene un enlace peptídico que contiene lisina o arginina 

para formar un aducto tetraédrico. Sin embargo, a diferencia de un 

sustrato natural, el aducto así formado es muy estable debido a un ajuste 

complementario muy cercano, que se refuerza por una acumulación de 

enlaces débiles, no covalentes en la zona de contacto (Price et al., 1996). 

Inhibidor Bowman-Birk 

Es un inhibidor que tiene propiedades bastante diferentes de las del 

inhibidor de Kunitz fue descrito por primera vez por Bowman (1944) y 

posteriormente purificado y caracterizado por Birk et al. (1961, 1963) y 

Frattali & Steiner (1969).  

El inhibidor de Bowman-Birk difiere del inhibidor de Kunitz en los 

siguientes aspectos importantes: 

Es una molécula relativamente pequeña con un peso molecular de 8 mil 

Daltons. Estimaciones anteriores indicaron un peso molecular de 
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aproximadamente 20 mil, pero esto se debió en gran parte al hecho de 

que esta molécula sufre una auto-asociación, que depende de la 

concentración (Miller et al., 1969). 

Es especialmente rico en residuos de cistina, ya que tiene siete enlaces 

disulfuro, pero carece de glicina y triptófano (Odani & Ikenaka, 1972). Es 

un inhibidor de doble cabezal con sitios de unión independientes para la 

quimotripsina y la tripsina, exhibe una marcada estabilidad hacía calor, 

ácido y álcali, una propiedad que probablemente es atribuible al efecto 

estabilizador de los enlaces di-sulfuro en la estructura de la proteína. 

La estabilidad del inhibidor durante el tránsito por el estómago debe 

tenerse en cuenta también a la hora de evaluar un efecto potencial; el 

inhibidor Kunitz de la soya es inactivado totalmente por el jugo gástrico 

humano, mientras que el inhibidor Bowman-Birk no sucede de este modo. 

Estos inhibidores enzimáticos, debido a su naturaleza proteica, se 

desnaturalizan térmicamente en la mayoría de los casos, perdiendo su 

efecto antinutritivo; en el caso de las legumbres, una vez inactivados los 

inhibidores de proteínas obtienen interés nutricional al proporcionar 

aminoácidos azufrados, ya que son deficientes en sus proteínas, esto 

resulta de la ruptura de puentes disulfuro existentes en los inhibidores de 

tripsina, después de haber sido calentadas a 100 ºC durante una hora 

(Gupta, 1987; Liener, 1989). 

Inhibidores de tripsina en Vigna unguiculata  

(caupí/ cowpea, Black-eyed Pea)  

El primer inhibidor de tripsina que se observó en extractos crudos de esta 

leguminosa por Borchers et al. (1974) se purificó y caracterizó 

posteriormente por Ventura et al. (Ventura & Filho, 1967; Ventura et al., 

1971, 1972) el peso molecular bajo (10 mil Daltons). Es un inhibidor de 

tripsina / quimotripsina rica en cistina. Algo más tarde, el grupo de Royer 



Antecedentes 

20 
 

(1975), utilizando tripsina inmovilizada, demostró la presencia de cinco 

iso-inhibidores con propiedades similares.  

Por su parte, Gennis & Cantor (1976) describieron las propiedades de dos 

inhibidores de dos cabezas de la variedad Redbow de guisantes de ojo 

negro (en inglés Black-Eyed Peas) que se aislaron mediante cromatografía 

secuencial sobre tripsina y quimotripsina inmovilizadas. Ambos tenían 

pesos moleculares de aproximadamente 8 mil Daltons; y eran 

particularmente ricos en cistina, lo que sin duda explicaba su resistencia 

a la desnaturalización por calor y urea.  

Uno de estos, BEPCI (Por sus siglas en inglés Black-Eyed Peas 

Chymotrypsin Inhibitor) tenía un punto isoeléctrico de 5.1 e inhibía tanto 

la tripsina como la quimotripsina, mientras que el otro, BEPTI (por sus 

siglas en inglés Black-Eyed Peas Trypsin Inhibitor), era efectivo solo 

contra la tripsina. Se encontró que estos inhibidores existen en solución 

principalmente como un equilibrio entre las formas diméricas y 

tetraméricas del monómero de peso molecular 8 mil Daltons (de Freitas 

et al., 1997). 

A diferencia de los inhibidores de doble cabeza Bowman-Birk, que forman 

complejos con tripsina y quimotripsina en sus formas monoméricas 

(Seidel & Liener, 1972), es la forma dimérica de estos inhibidores que 

interactúa con la tripsina y / o quimotripsina en dos sitios de unión 

independientes. En el caso de BEPTI, el dímero reacciona con una 

molécula de tripsina en un sitio en una de las dos subunidades (llamada 

"reactividad de medio sitio") y con una segunda molécula de tripsina en 

un sitio diferente en la otra subunidad.; el resultado neto es que el dímero 

puede unirse a una molécula de quimotripsina en un sitio en una de las 

dos subunidades y otra molécula de tripsina en un segundo sitio en la 

subunidad. Por lo tanto, es posible tener complejos de dímero más 
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tripsina, dímero más quimotripsina y dímero más tripsina más 

quimotripsina.  

Durante el curso de sus investigaciones, Gennis & Cantor (1976) también 

aislaron y produjeron proteasas de semillas endógenas de guisantes de 

ojo negro mediante cromatografía de afinidad en inhibidor de soja Kunitz 

inmovilizado.  

El hecho de que esta proteasa aparentemente existe en la semilla como 

un complejo con BEPCI sugiere que esta última puede tener alguna 

función fisiológica en la planta; en contraste con nuestro conocimiento 

detallado de su función en la planta, en el mejor de los casos, es bastante 

escaso y especulativo; cualquiera que sea el papel que puedan 

desempeñar estos inhibidores en la planta puede atribuirse 

razonablemente a su capacidad para inhibir las proteasas. Si su acción 

está dirigida principalmente hacia las proteasas endógenas de la planta o 

hacia las proteasas exógenas producidas por organismos invasores, es 

una pregunta que se observa con frecuencia, también es un enigma y 

puede representar un efecto secundario interesante carente de cualquier 

significado fisiológico verdadero en la medida en que la planta (Alonso-

del-Rivero et al., 2013). 

 

 

4.2.2 Lectinas 

Las lectinas constituyen una clase extensa de proteínas que están 

ampliamente distribuidas en la naturaleza, incluyendo plantas que son 

comúnmente consumidas en la dieta de seres humanos y animales, estas 

cumplen funciones de transporte e inmovilización de hidratos de carbono 

que forman parte especifica de determinados grupos sanguíneos 

humanos (Rodríguez et al.,2004).  
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La mayor característica propia de las lectinas es su habilidad de 

combinación reversible con azúcares y glicoconjugaciones de una manera 

muy específica. Fue este alto grado de especificidad lo que llevó a Boyd & 

Shapleigh (1954) a sugerir el término lectina (tomado de la palabra latina, 

legere = elegir/elección) para esta clase de compuestos.  

Características bioquímicas y estructurales de las lectinas 

La característica estructural más importante de las lectinas es el hecho de 

que contienen dos o cuatro subunidades, cada una de las cuales tiene un 

sitio de unión al azúcar, esta característica multivalente es la causa de la 

capacidad en las lectinas para aglutinar los glóbulos rojos mediante la 

unión no covalente a los restos de hidratos de carbono ubicados sobre la 

superficie de la membrana celular; o para precipitar las glicoproteínas, la 

cual se pierde si la molécula se disocia en subunidades; esta interacción 

entre las lectinas y los receptores de azúcar también se puede revertir o 

inhibir por la interacción otros azúcares en competencia. Aunque las 

lectinas son anticuerpos similares en su capacidad para unirse a antígenos 

específicos, difieren en que no son productos del sistema inmunitario, sus 

estructuras son diversas y su especificidad está restringida a los hidratos 

de carbono (Hernández et al., 2005). 

Las características estructurales de las lectinas se ilustran mejor con las 

lectinas del “Jack bean”, también conocidas como Concanavalina A y la 

familia de las lectinas del frijol común Phaseolus vulgaris (Espino-Solis, 

2015). 

Concanavalina A. Sumner & Howell (1936) la aislaron por primera vez de 

“Jack bean” y han sido las lectinas de plantas más investigadas. Las 

principales características estructurales de estas es que son un tetrámero 

compuesto por cuatro subunidades idénticas, cada una de las cuales tiene 

un peso molecular de 26 mil Daltons. Cada subunidad tiene sitios de unión 
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para el calcio (Ca2+) y el manganeso (Mn2+), además de un sitio dirigido 

principalmente a la manosa y en menor medida a la glucosa o a las 

glicoproteínas que contienen estos azúcares en sus extremos no 

reductores (Brewer et al.,1983). 

 

 

Figura 7.  Representación esquemática de la estructura 
tetramérica de las cinco isolectinas en Phaseolus vulgaris. 

Copyright National Academy of Science (1975). 

 

Lectina de frijol común. A diferencia de la Concanavalina A, que consta de 

cuatro isómeros idénticos, surge una situación algo más complicada 

cuando estas subunidades no son idénticas, como lo ilustra Figura 7, la 

cual consta de cuatro subunidades designadas como E o L. Estas dos 

subunidades diferentes, aunque tienen pesos moleculares similares, 

aproximadamente 30 mil Daltons.  

 

Las lectinas de frijol común a veces se denominan PHA o 

fitohemaglutininas. La PHA integra la fracción proteica de las semillas del 

frijol común aglutina tanto hematíes como leucocitos, se une a 

determinados oligosacáridos y estimula la mitosis en diferentes estirpes 

celulares, dentro de ellas los linfocitos (Hamelryck et al., 1996). Es la 

lectina más abundante en estas semillas, donde alcanza entre el 5 y el 10 

% del contenido proteico total (Staswick & Chrispeels, 1984) y comprende 

cinco glicoproteínas tetraméricas (isolectinas) (Figura 7) muy estables 

sobre todo en medio ácido (Biswas & Kayastha, 2004) y formadas por dos 

polipéptidos (L=leucocito y E=hematíe) (Leavitt et al., 1977) en las 
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combinaciones (L4, L3E1, L2E2, L1E3, E4) (Hamelryck et al., 1996). Las 

subunidades E son responsables de la eritro-aglutinación, pero muestran 

poca o ninguna actividad mitogénica, mientras que las subunidades L 

confieren propiedades leuco-aglutinantes a la proteína nativa y tienen la 

máxima actividad estimulante de la mitosis (Felsted et al., 1981; 

Monsigny et al., 1978). 

 

Las isolectinas tienen una composición aminoacídica muy semejante; sólo 

difieren en los aminoácidos treonina, lisina y arginina y carecen de 

aminoácidos azufrados (Leavitt et al., 1977). Los oligosacáridos 

presentes en la proteína tienen un alto contenido de manosa (4 %) y N-

acetil-D-glucosamina (2.2 %) (Digestión con α-manosidasa y endo-β-N-

acetil-glucosaminidasa H). Aparecen también otros hidratos de carbono 

como fucosa y xilosa (Staswick & Chrispeels, 1984; Vitale et al., 1984). 

 

Interacción con los intestinos 

Debido a su capacidad para unirse a las glicoproteínas en la superficie de 

las vellosidades que recubren el intestino delgado, las lectinas conducen 

a una interferencia con la absorción de nutrientes (Van Den Broeck et al., 

1999).  

 

Jaffe (1973) fue el primero en sugerir que la toxicidad de las lectinas de 

P. vulgaris podría deberse a la capacidad de unirse a sitios receptores 

específicos en la superficie de las células epiteliales que recubren el tracto 

intestinal. Los estudios posteriores de Pusztai et al., (1993) 

proporcionaron evidencias adicionales de la unión in vivo de diversas 

lectinas a la mucosa intestinal y los efectos fisiológicos que se pudieran 

producir. La naturaleza precisa del sitio del receptor de los enterocitos 

sigue siendo incierta, pero se cree que es idéntica, o al menos similar, al 

sitio de unión en los eritrocitos para la lectina E4. Esta conclusión se basa 
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en el hecho de que un glucopéptido aislado de la membrana de los 

eritrocitos inhibió la unión de E4 a la membrana de las microvellosidades 

de la mucosa intestinal (Valdés-Paneca et al., 2012). 

 
Figura 8. Corte longitudinal del intestino delgado, detallando las 

capas de éste. Brunicardi et al., 2015. Derechos Mc. Graw Hill 
Education. 

Una de las principales consecuencias del daño infligido a la mucosa 

intestinal (estructura que se observa en la Figura 8, donde muestra que 

dicha mucosa está formada por vellosidades, redes vasculares, epitelios 

cilíndricos, musculo liso, vasos sanguíneos y capilares linfáticos)  por las 

lectinas es un grave deterioro en la absorción de nutrientes a través de la 

pared intestinal. Al utilizar una técnica conocida como perfusión vascular 

intestinal, es posible demostrar que las lectinas pueden interferir con la 

absorción de un nutriente como la glucosa. Sin embargo, la capacidad de 

las lectinas para interferir con la capacidad de absorción del intestino no 

se limita a los azúcares.  

Otros investigadores han demostrado que la inclusión de lectinas en la 

dieta de ratas causó una malabsorción de aminoácidos, lípidos, vitamina 

B12 y una interferencia en el transporte de iones; otros efectos tóxicos 
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pueden atribuirse a su entrada en el sistema circulatorio (Liener, 1997); 

la unión de las lectinas y la mucosa intestinal produce un cambio en la 

actividad de enzimas, una hipersecreción de proteína endógena debido a 

la descamación de células dañadas, un aumento en la producción de 

mucinas y una pérdida de proteínas del plasma en el lumen intestinal; 

además, existe la posibilidad que, debido al daño que infligen las lectinas 

a la mucosa intestinal, algunas bacterias puedan encontrar una ruta de 

ingreso al sistema circulatorio y de esta forma infecten órganos internos 

(Elizalde et al., 2009). 

 

Función de la fitohemaglutinina (PHA) en la planta. 

De acuerdo con Ruíz-Álvarez & Hernández-Triana (2004), la PHA se 

acumula, sobre todo, en las vacuolas de almacenamiento del parénquima 

de los cotiledones de las semillas, aunque también se concentra en las 

raíces de la planta, específicamente (vacuolas de los meristemas de las 

raíces primarias y en las paredes celulares de las raíces elongadas). 

 

Ésta actúa protegiendo las semillas contra virus, bacterias, hongos y 

herbívoros invertebrados, papel determinado en gran medida, por la 

capacidad de reconocer y unirse a glucanos extraños a la planta (Peumans 

& Damme, 1995; Rudiger, 1998). 
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5 Materiales y Métodos 

5.1.0 Adquisición del material biológico 

Las dos variedades legumbres locales de Vigna unguiculata, ombligo 

café y corazón negro, se adquirieron por parte de la Dra. Lilí Rodríguez 

Blanco (2018), en el Municipio de Comalcalco, Tabasco, México. 

 

5.1.1 Almacenamiento y Germinación de las semillas. 

Se trasladaron al Laboratorio de Biotecnología de Alimentos, de la División 

Académica de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Juárez Autónoma 

de Tabasco. Las semillas se seleccionaron, y se almacenaron utilizando 

técnicas tradicionales (Lagunes-Espinoza et al., 2008), para su posterior 

utilización. Las condiciones de remojo y tiempo de germinación se 

establecieron en base a los hallazgos de Hegeman y Garbau (2001).   

 

La germinación de las legumbres y la obtención de las harinas se llevó a 

cabo de acuerdo al procedimiento establecido por Rodríguez-Blanco et al. 

(2018), donde previo a los ensayos experimentales, las semillas se 

desinfectaron con una solución de hipoclorito de sodio al 1 % durante 

media hora. Posteriormente se hicieron lavados consecutivos con agua 

destilada, hasta alcanzar pH neutro (Díaz et al., 2007). Las semillas 

limpias se sometieron a un proceso de remojo ácido (ácido cítrico 1 %) 

durante 18 a 20 horas a temperatura ambiente (TA), utilizando una 

relación semilla: agua de 1:3 (p/v), posteriormente se drenaron, y se 

pasaron a cajas Petri con papel absorbente comercial, para iniciar el 

proceso de germinación a tres temperaturas diferentes (21 y 29 °C) en 

oscuridad, con 70 a 80 % de humedad, durante 0, 2, 4 y 6 días. Durante 

el proceso de germinación las semillas fueron hidratadas por aspersión, 

con una solución de ácido cítrico al 1 % cada 12 horas.  
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5.1.2 Obtención de las harinas 

Terminados los tiempos de germinación de cada leguminosa, las semillas 

se secaron a 55±2 °C durante 48 horas, se dejaron enfriar a TA y se 

realizó una molienda fina para cada una. 

Los germinados molidos se pasaron a través de un tamiz de malla #100 

para obtener la harina; la cual se guardó en frascos de vidrio a 

temperatura ambiente, hasta su uso. 

5.2.0 Determinación de Proteína Cruda 

La determinación de proteína cruda se realizó de acuerdo con el método 

descrito en el AOAC con ligeras modificaciones, empleado usualmente 

para la determinación de nitrógeno en alimentos (AOAC, 2006). 

 

5.2.1 Fundamento 

Este método consiste en la oxidación de toda la materia orgánica debido 

a la acción de ácido sulfúrico y calor en presencia de catalizadores 

metálicos y peróxido de hidrógeno, formando dióxido de carbono, agua y 

sulfato ácido de amonio. A este proceso se le llama digestión. 

Materia Orgánica + H2SO4 → (NH4)HSO4 + CO2 + H2O 

Una vez que se ha reducido completamente el nitrógeno orgánico a 

inorgánico. Se deja enfriar la solución, se diluye y mediante una solución 

alcalina se libera el nitrógeno en forma de amoniaco. 

(NH4)HSO4 + 2NaOH → NH3 ↑ + Na2SO4 + 2H2O 

Este amoniaco después de destila, recibiéndose en una solución de ácido 

bórico. 

NH3 ↑ + H3BO3 → + NH4H2BO3 

Δ 
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Posteriormente se titula con ácido clorhídrico para conocer la cantidad de 

nitrógeno contenida en la muestra.  

NH4H2BO3 + HCl → NH4Cl + H3BO3 

El contenido de nitrógeno se multiplica por un factor de conversión para 

expresar en términos de porcentaje de proteína cruda; usualmente se 

multiplica por 6.25, basándose en la suposición que la proteína promedio 

contiene alrededor de 16 % de nitrógeno por unidad de peso. 

 

5.2.2 Material y equipo 

o Digestor, marca TECATOR, Modelo Ab-20/40 

o Equipo de microdestilación, marca TECATOR, Kjeltec Auto 1030 

Analyzer 

o Tubos de digestión, marca TECATOR de 100 mL 

o Balanza analítica, marca Sartorius Analytic. 

 

5.2.3 Reactivos 

• Caseína  

• Glucosa anhidra (reactivo analítico) 

• Mezcla digestiva  

Se disolvieron 1.8 g de sulfato de cobre pentahidratado en 12 mL de agua 

destilada y una vez bien, se agregaron 20 mL de ácido ortofosfórico 

(H3PO4). 

Se adicionan con suma precaución 258 mL de ácido sulfúrico concentrado, 

de manera que resbale por la pared del recipiente, agitando por 

aproximadamente 30 min. 

• Peróxido de hidrógeno al 30 % 

• Solución de ácido clorhídrico 0.01 N valorada. 

• Solución de hidróxido de sodio al 40 % p/v 
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• Sulfato de potasio (reactivo analítico). 

• Solución de ácido bórico con indicadores. 

Se pesaron 10 g de ácido bórico y colocaron en un matraz aforado 

de 1 L; se adicionó agua y agitó hasta disolverse, a continuación, se 

adicionó 10 mL de indicador de verde de bromocresol al 0.1 % en metanol 

(100 mg de verde bromocresol en 100 mL de metanol) y 7 mL de 

indicador de rojo de metilo al 0.1 % en metanol (100 mg de rojo de metilo 

en 100 mL de metanol). 

 

El color café rojizo se ajustó con ácido o álcali, de la siguiente 

manera: se tomó una alícuota de 2.5 mL y añadió 10 mL de agua, la 

solución debía de mostrar un tono grisáceo. Como persistió el color rojo, 

se ajustó con NaOH 0.1 N o HsSO4 0.1 N, hasta vire. Esta solución se 

regresó al matraz volumétrico, hasta que en la primera dilución se 

presentó el tono gris. 

 

5.2.4 Procedimiento 

Digestión de la muestra 

Se pesaron 50 mg de muestra sobre un papel para proteína, 

posteriormente el papel se dobló para introducirlo dentro del tubo de 

digestión, se añadieron 0.5 g de sulfato y 5 mL de mezcla digestiva al 

tubo de digestión. Para la predigestión se puso el tubo en el digestor por 

15 min (250 °C) y después se retiró del equipo para su enfriamiento a 

temperatura ambiente. Después se añadieron 3 mL de peróxido de 

hidrógeno al 30 %, nuevamente se colocó en el digestor a 370 °C por un 

intervalo de una hora. Se considera que la digestión se ha terminado 

cuando la mezcla de digestión es transparente con una coloración 

ligeramente verde o azul, sin presentar manchas o puntos negros. 
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Destilación y titulación 

Se utilizó el equipo de microdestilación de la marca Tecator, Kjeltec para 

realizar la destilación y titulación. Para ello se comprobó que los tanques 

de reactivos estuviesen en el nivel necesario para trabajar. La bureta se 

llenó con la mezcla de ácido bórico e indicadores, sin que contuviera 

burbujas; se subió el botón “steam” a la posición “on”; se esperó hasta 

que el vapor se generó y posteriormente el equipo realizó la destilación. 

Se corrió un blanco que contuvo el equivalente de peso de muestra en 

glucosa, además de un control de caseína. Al terminar, se anotó el 

volumen de ácido clorhídrico gastado que apareció en la pantalla. 

 

5.2.5 Cálculos 

El volumen final que se ocupó para realizar los cálculos del porcentaje de 

proteína cruda provino de la diferencia del volumen de la titulación de la 

muestra menos el volumen de la titulación del blanco. 

%𝑁2 =
(𝑃 − 𝐵) × 𝑁 × 𝑚𝑒𝑞

𝑚
× 100 

P: mililitros de titulación de la muestra. 
B: mililitros de titulación del blanco. 
N: normalidad de la solución de ácido 

clorhídrico. 

meq: miliequivalentes de nitrógeno (0.014) 
m: peso de la muestra en gramos. 

 
%𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝐶𝑟𝑢𝑑𝑎 = %𝑁 × 𝐹 

F: Factor de conversión (6.25) 

 

5.3.0 Determinación de Proteína Verdadera 

Se realizó la determinación de proteína verdadera, a través la técnica 

analítica validada de acuerdo con Lucas et al. (1988). 

5.3.1 Fundamento 

El nitrógeno no proteico puede dar resultados falsos en el contenido de 

proteína cuando se utiliza la determinación de nitrógeno Kjeldahl. La 

técnica para la cuantificación de proteína verdadera se basa en la  

solubilización del nitrógeno no proteico, para su eliminación, y la posterior 
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separación por precipitación de la proteína a través de un cambio iónico 

del medio, a partir de tungstato de sodio. 

5.3.2 Material y equipo 

o Agitador magnético 

o Balanza analítica, marca Sartorius Analytic. 

o Barras magnéticas de 12 x 5 mm 

o Digestor, marca TECATOR, Modelo Ab-20/40 

o Equipo de microdestilación, marca TECATOR, Kjeltec Auto 1030 

Analyzer 

o Papel Whatman #50. 

o Tubos de digestión, marca TECATOR de 100 mL 

 

5.3.3 Reactivos 

• Caseína  

• Glucosa anhidra (reactivo analítico) 

• Mezcla digestiva  

La misma mezcla que fue utilizada en la determinación para 

proteína cruda. 

• Peróxido de hidrógeno al 30 % 

• Solución precipitante 

Se disolvieron 10.0025 g de tungstato de sodio y 3.0201 g de 

fosfato de sodio dibásico dodecahidratado (NasHPO4•12H2O), en 40 mL 

de agua, después se añadieron 44 mL de HCl 2 N y se mezcló.  

Posteriormente se aforó a 100 mL en un matraz aforado. 

• Solución de hidróxido de sodio al 40 % p/v 

• Sulfato de potasio (reactivo analítico). 

• Solución de ácido bórico con indicadores. 

• Solución de ácido clorhídrico 0.01 N valorada. 
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La misma solución que fue preparada para la determinación de 

proteína cruda. 

 

5.3.4 Procedimiento 

Proceso de precipitación 

Se pesaron 70 mg de cada una de las muestras finamente molidas y se 

colocaron en un vaso de precipitados de 100 mL; se adicionaron 5 mL de 

agua caliente (50 °C) y agitó mecánicamente por 15 min; se agregaron 2 

mL de solución precipitante y se dejaron en reposo por 10 min; 

posteriormente se transfirieron uno por uno, y por separado, a un embudo 

Büchner con papel filtro Whatman #50, utilizándose aproximadamente 50 

mL de agua caliente para lavar cada uno de los vasos. 

 

Digestión 

Se coloco el papel filtro con la proteína soluble precipitada e insoluble, en 

cada tubo de digestión, y se agregaron 0.5 g de K2SO4 5 mL de mezcla 

digestiva; se colocó el tubo durante 15 minutos en el digestor a una 

temperatura de 340 °C; se retiraron los tubos del digestor hasta enfriarse 

a temperatura ambiente, se añadieron 3 mL de peróxido de hidrógeno al 

30 % y  se colocaron nuevamente en el digestor a 370 °C por intervalo 

de una hora. Se considera que la digestión esta realizada, cuando el tubo 

no muestra manchas ni puntos negros y además de la mezcla de digestión 

es traslucida con ligero tono verde-azuloso. 

 

Destilación y titulación 

 La destilación se realizó en el equipo de Kjeltec, una vez que los tubos 

se enfriaron. El equipo se enjuaga con un tubo sin muestra y una vez listo 

se agregaron 25 mL de agua destilada a los tubos con muestra, 

colocándose el tubo y cerrando la puerta de seguridad, iniciando la 
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destilación y titulación, tal como se explicó en la determinación de 

proteína cruda (ver pág. 33). 

5.3.5 Cálculos 

Para realizar los cálculos, es conveniente correr un blanco donde se 

sustituye la muestra por el equivalente de peso en glucosa o sacarosa, 

tratándose de la misma forma que las muestras. Se calcula el porcentaje 

de proteína verdadera de la misma forma que para el cálculo de proteína 

cruda (ver pág. 34). 

 

5.4.0 Determinación de la Digestibilidad in vitro 

Este método multienzimático in vitro reemplaza el procedimiento in 

vivo, simulando la digestión natural para determinar la biodisponibilidad 

de las proteínas (AOAC, 2005). 

 

5.4.1 Fundamento 

El fundamento se basa en la digestión de las proteínas del alimento por 

proteólisis, utilizando tripsina, pepsina y α-quimiotripsina, liberando un 

protón por cada ruptura de enlace peptídico, disminuyendo así el pH. Al 

existir esta correlación entre la liberación de H+ y la digestibilidad de la 

proteína es posible evaluar la disminución del pH, indicando que mientras 

más bajo sea el valor del pH será más digerible la proteína. 

 

5.4.2 Material y equipo 

o Agitador, marca Corning Mod. PC-310. 

o Agitadores magnéticos ½’ tipo arroz. 

o Balanza analítica Sartorius Analytic. 

o Manguera de hule para agua. 

o Potenciómetro con electrodo de calomel, marca Corning Mod. 

10OEQ (con pendiente de 95 %) 
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o Termocirculador a 37 °C ± (0.5 °C), marca Grant Mod. 5E-10. 

o Termocirculador a 55 °C ± (0.5 °C), marca Polystat (VWR Scientific 

Mod. 112) 

o Vasos para digestibilidad 

 

5.4.3 Reactivos 

• Ácido clorhídrico diluido a diferentes concentraciones (1 N, 0.2 N, 

0.1 N) 

• Estándar de caseína liofilizada. 

• Hidróxido de sodio diluido a diferentes concentraciones (1 N, 0.2 N, 

0.1 N) 

• Solución enzimática “A” 

Se disolvieron en agua destilada las unidades BAEE requeridas de 

las siguientes enzimas: 

 

Tripsina pancreática porcina tipo IX (Sigma T-0134) tiene 16,700 

unidades BAEE por 1 mg de proteína; siendo equivalente a 1 mg de 

tripsina, por lo que se requiere: 

1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 × 227,040 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸

16,700 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸
×

1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑎

1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎
= 13.595 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑎 

 

Pepsina de mucosa gástrica porcina (Sigma P-7000), 2,321 unidades 

BAEE; un gramo de pepsina contiene 424 unidades/mg de peptidasa, por 

lo tanto, para disolver 2,321 unidades de pepsina se requiere: 

1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑎𝑠𝑎 × 2,321 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸

424 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸
= 5.47 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑎𝑠𝑎 

 

α-quimotripsina pancreática bovina tipo II (Sigma C-1421), 1,860 

unidades BAEE; una unidad de α-quimotripsina hidroliza un µmol de BTEE 

(N-bezoil-L-Tirosina-étil éster) por minuto a pH 7.8 a 25 °C. Contiene 
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57.24 unidades/mg de α-quimotripsina, por lo tanto, para disolver 1,860 

unidades de α-quimotripsina se requiere: 

1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝛼 − 𝑞𝑢𝑖𝑚𝑜𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑎 × 1,860 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸

57.24 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸
= 32.495 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝛼 − 𝑞𝑢𝑖𝑚𝑜𝑡𝑟𝑖𝑝𝑠𝑖𝑛𝑎 

 

• Solución enzimática “B” 

Se disolvieron 65 unidades de caseína de proteasa bacterial (Sigma P-

5147) con 10 mL de agua desionizada en un matraz aforado de 10 mL. 

Cada mg de proteasa tiene 5.9 unidades. Se necesitan 65 unidades de 

caseína de proteasa, por lo tanto: 

1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑎𝑠𝑎 × 65 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸

5.9 𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝐵𝐴𝐸𝐸
= 11.017 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑎𝑠𝑎 

 

5.4.4 Procedimiento 

Se pesó en el vaso digestor la muestra o caseína, la cual se utilizó como 

control cuantitativo de referencia (Digestibilidad= 90 %), que debe 

proveer 10 mg de nitrógeno proteínico y se le añadieron 10 mL de agua 

destilada se colocó en agitación a 37 °C durante una hora, posteriormente 

se midió el pH y se ajustó a 8.0 ± 0.03 con HCl o NaOH según fuera 

necesario. Inmediatamente se adicionó 1.0 mL de la solución de enzimas 

A, la cual permaneció 10 min en agitación; posteriormente se cambió la 

temperatura a 55 °C y se añadió la solución de enzima B, permaneciendo 

en agitación por 9 min, al término se cambió la temperatura a 37 °C 

durante 1 min y se mide inmediatamente el pH. 

 

5.4.5 Cálculos 

El porcentaje de digestibilidad se obtiene al sustituir el valor de la lectura 

del pH de la muestra en la siguiente ecuación; con la condición de que el 

control de caseína muestre un valor de pH igual a 6.42 ± 0.05. 

𝐷𝑖𝑔𝑒𝑠𝑡𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%) = 234.84 − 22.56(𝑝𝐻) 
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5.5.0 Determinación de Inhibidores de tripsina 

La técnica se basa en observar la inhibición producida por un extracto 

acuoso de la muestra sobre una solución estándar de tripsina (Kakade 

et al., 1974). 

 

5.5.1 Fundamento 

El extracto diluido o directo se pone en contacto con una solución 

estandarizada de tripsina (40 µg/10 mL), y después de cierto tiempo se 

determina la actividad proteolítica remanente, por medio de un substrato 

sintético, BAPNA (N-α-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida-HCl), el cual 

producirá una coloración que puede leerse en el espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 410 nm. Esta coloración es inversamente 

proporcional al contenido de onda de inhibidores de la muestra. 

Una U. T. (unidad de tripsina), es arbitrariamente definida como un 

incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm por 10 de mezcla 

de reacción descritas por Kakade et al. La actividad de inhibidores de 

tripsina se expresa en términos de U. T. I. (unidades de tripsina inhibida). 

 

5.5.2 Material y equipo 

o Agitador magnético múltiple, marca Corning Stirrer, modelo 

440825. 

o Buretas de 15 mL y 30 mL. 

o Espectrofotómetro, marca Genesys™ 10. 

o Gradilla para tubos. 

o Mezclador de tubos Vortex, marca Laline, modelo Supermiker. 

o Parrilla de agitación magnética con calentamiento “WiseStir”, 

modelo SMHS-3. 

o Potenciómetro, marca Thermo scientific, modelo Orion 3 star. 

o Tubos de ensaye 16 x 125 cm. 
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o Vasos de precipitados. 

 

5.5.3 Reactivos 

• Ácido acético 30 % v/v. 

• Ácido clorhídrico 0.001 N. 

• Muestra de referencia (harina desengrasada de soya) 

• Hidróxido de sodio (NaOH) 0.01 N. 

• Solución amortiguadora de TRIS (Merck: # 108382), pH 8.2, 0.05 

M. 

Se disolvieron 0.05 g de TRIS (hidroximetil-amino metano P.M. 

121.14 g/mol) y 1.264 g de CaCl2 (Merck: #2388) anhidro en 900 mL de 

agua destilada. Posteriormente se ajustó el pH a 8.2 y aforó a un volumen 

de 1 L. 

• Solución BAPNA (Sigma: B-4875) 

Se disolvieron 100 mg de N-α-benzoil-DL-arginina-4-nitroanilida-

HCl en 2.5 mL de dimetilsulfóxido (Sigma: D-4540) , a la cual se le añadió 

250 mL de la solución amortiguadora TRIS, previamente calentada a 37 

°C.   

 
NOTA: ESTA SOLUCIÓN SE PREPARA EL MISMO DÍA DE USO, Y SE 

MANTUVÓ A 37 °C. 
 

• Solución estándar de tripsina 

Se pesó con suma exactitud 4 mg de tripsina bovina (Sigma: T-

1426) y se disolvió en 200 mL de HCl 0.001 N, por lo cual la solución 

contenía 20 µg de tripsina por mL, manteniéndose en refrigeración, dónde 

pudo durar de 2 a 3 semanas sin perdida apreciable de actividad. 

• Termocirculador a 37 °C, marca Grant, modelo 5E-10. 

 

5.5.4 Procedimiento 

Preparación del extracto 
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Se pesó 1 g de muestra finamente molida y desengrasada, en un vaso de 

precipitados, adicionando 45 mL de hidróxido de sodio 0.01 N, a esta 

suspensión se le ajustó el pH a 9.6±0.2 y se aforó con agua a 50 mL. En 

seguida se transvasó a un vaso con magneto para la agitación mecánica 

a 300 rpm por dos horas y media. Posterior a este tiempo, se retiró el 

magneto y se dejó reposar por media hora; mediante decantación se 

separó el sobrenadante del residuo insoluble. 

El sobrenadante debe ser diluido hasta el punto de que 1 mL produzca 

una inhibición de 40 a 60 % este requisito es indispensable para reducir 

la desviación estándar relativa. 

Debido a que algunos sobrenadantes ya tenían una coloración amarillenta 

(interfiriendo con la lectura en espectrofotómetro a 410 nm), se optó por 

el uso de carbón activado: 0.1 g en la solución aforada a 50 mL, en 

agitación mecánica a 150 rpm por 30 min, y posteriormente se filtró por 

gravedad con papel filtro de poro abierto. 

 

Determinación de la actividad 

Se pipetearon porciones de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4, 1.8 mL de extracto directo 

o diluido, y se ajustaron 2.0 mL de volumen total con agua destilada. Se 

agregaron 2.0 mL de solución estándar de tripsina y posteriormente se 

introdujeron a Baño María en el Termocirculador Grant, a 37 ± 0.5 °C por 

espacio de 10 min exactos.  

Posteriormente se adicionaron 5 mL de solución BAPNA (a 37 °C) a cada 

tubo y se mantuvo dicha mezcla de reacción en Baño María por 

exactamente 10 min cronometrados. La reacción enzimática se detuvo 

por la adición de 1 mL de ácido acético al 30 %; el cual se homogenizó 

mediante el uso del Vortex. 

Para cada dilución (tubo de ensaye) se trabajó su respectivo blanco, con 

las mismas porciones de extracto directo o diluido a los cuales se les 

adicionaron 2 mL de solución de tripsina e inmediatamente después se 
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les adicionó 1.0 mL de ácido acético al 30 %. Después se introdujeron a 

Baño María a 37 ± 0.5 °C por exactamente 10 min, y posteriormente se 

les agregó 5 mL de BAPNA, inmediatamente se regresaron al 

Termocirculador por 10 min cronometrados. Pasado este tiempo se 

retiraron del Baño María. 

Para cada lectura en el espectrofotómetro a 410 nm, se ajustó el aparato 

a 0.0 de absorbancia (100 % T) mediante sus respectivos blancos; dónde 

0.0 mL de extracto es la referencia de tripsina, sobre la cual se basaron 

los cálculos. 

 

5.5.5 Cálculos 

Para pasar de una lectura de absorbancia a unidades de tripsina, se realizó 

el siguiente calculo: 

𝑈. 𝑇. = 𝐴 × 100 

A: Absorbancia en nm. 
U.T.: Unidades de tripsina. 

Para cada alícuota de la serie, se calculó su valor de U.T., que se 

determina al restar el valor del dato de referencia, de la siguiente forma: 

𝑈. 𝑇. 𝐼. = 𝑈. 𝑇𝑅 . −𝑈. 𝑇. 

U.T.I.= Unidades de tripsina inhibida. 
U.T.=Unidades de tripsina de cualquier tubo. 

U.TR. = Unidades de tripsina del tubo de referencia. 

 

Con este dato es posible calcular el valor de U.T.I./mL de cada una de las 

alícuotas. 

Cuando los inhibidores son de tipo Kunitz, al graficar la actividad 

enzimática inhibitoria (U.T.I./mL) como una función de la alícuota del 

extracto de prueba, se observa una correlación lineal negativa, de donde 

se obtiene el valor extrapolado, correspondiente al valor cero de la 

solución inhibitoria. 

Este dato extrapolado, es el valor más cercano a la actividad inhibitoria 

verdadera, si es que se trata de inhibidor tipo Kunitz. 
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En el caso de que las muestras no presenten una correlación lineal 

satisfactoria (r<-0.9), se puede trabajar el valor promedio de la serie de 

alícuotas, reportado en términos de U.T.I./mL. 

 

(
𝑈𝑇𝐼

𝑚𝑔 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎
) =

𝐵 × 𝐹 × 50

1000𝑚𝑔
 

B= valor extrapolado o promedio en U.T.I./mL. 
F= Factor de dilución, el cual depende de la(s) dilución(es) realizada(s), cuando se trabaja el 
extracto directo F=1. 

 

𝐹 =
𝐴1

𝑎1
×

𝐴2

𝑎2
 

Ai= Aforo(s). 
ai= Alícuota(s). 

 

El presente trabajo de investigación reporta en unidades de inhibición por 

miligramo de muestra. 

 

5.6.0 Lectinas (Fitohemaglutininas) 

Se realizó la determinación de lectinas mediante el método de 

microtitulación, debido a su alta sensibilidad del ensayo; el método 

resulta adecuado debido a que Jaffé en 1972 encontró una adecuada 

correlación entre este método y la toxicidad de las lectinas del frijol común 

(Phaseolus vulgaris). 

 

5.6.1 Fundamento 

La metodología se basa en la capacidad de aglutinación de los eritrocitos 

que tienen las lectinas o fitohemaglutininas, por efecto de sus receptores 

específicos presentes. Consiste en hacer microdiluciones seriadas de un 

extracto acuoso, expresando los resultados en forma cuantitativa con 

respecto a una referencia, que en este caso se trata de la lectina comercial 

de Phaseolus vulgaris (faseolotoxina). Se determina el punto final de la 
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aglutinación de los glóbulos rojos, en particular de hámster dorado 

(Mesocricetus auratus), que previamente fueron lavados y 

sensibilizados con solución de proteasa. 

Se determina la cantidad mínima del extracto acuoso de la muestra que 

puede producir aglutinación y se relaciona con la cantidad mínima de 

lectina de referencia que produce una prueba positiva de aglutinación, 

definiéndose la unidad hemaglutinante (UHG) como el equivalente a 1mg 

de dicha lectina (Lucas & Sotelo, 1993). 

 

5.6.2 Material y equipo 

o Balanza analítica, marca Sartourius, modelo A210-P. 

o Centrífuga, marca Eppendorf, modelo 5702. 

o Dispositivo para lectura de placas. 

o Embudo de vidrio. 

o Espectrofotómetro, marca Coleman Junior, modelo II A. 

o Filtros de vidrio de poro fino (40 – 100 µm) Foos-Tecator P2 

o Gasas  

o Incubadora a 37 ± 0.5 °C, marca Blue-M. 

o Jeringa de 5 o 10 mL, calibre 22. 

o Matraz aforado de 10 mL. 

o Microdilutor de 50 µL. 

o Parrilla de agitación múltiple, marca Corning Stirrer, modelo 

440825. 

o Placas de microtitulación tipo “V” 

o Pipeta automática multicanales. 

o Tubos de centrífuga de 15 mL con graduación. 

o Vasos de precipitados de 50 mL. 

o Microtiter kit (Cook Eng Alexander, Virginia, USA). 

o Embudo de filtración detalle corto. 
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o Pipeta volumétrica de 0.5 y 2.0 mL 

o Pipeteador de goteo (50 µL) 

o Matraz Erlenmeyer de 25, 125 y 250 mL. 

 

5.6.3 Reactivos 

• Solución de lectina de frijol Red Kidney Bean (Phaseolus vulgaris) 

(PHT)-Phytohemaglutinina PFA-P, polvo liofilizado (Sigma: L-8754). 

• Solución anticoagulante, solución de heparina 1000 UI. 

• Solución salina al 1 % preparada con agua desionizada. 

• Solución salina al 0.9 % preparada con agua desionizada. 

• Solución de proteasa (Sigma: P-5147) al 0.2 % en solución salina 

al 0.9 % 

 

5.6.4 Procedimiento 

Preparación del extracto 

Se pesaron 0.1 g de muestra molida finamente en un mortero (<5 % de 

grasa) y se suspendió en 10 mL de solución salina al 1 %, se realizó la 

extracción con agitación usando un agitador magnético durante dos horas 

a 300 rpm. El extracto se centrifuga a 3000 rpm durante 15 min; el 

sobrenadante se separó con un filtro de vidrio P2 y se lavó el residuo con 

solución salina al 1 %; finalmente el extracto filtrado se llevó a un 

volumen de 10 mL. 

 

Preparación de la sangre 

La sangre del hámster se obtuvo por vía ocular, se colocaron en un matraz 

Erlenmeyer de 50mL con solución anticoagulante, posteriormente se 

transvaso a tubos de centrífuga, para que fuese lavada tres veces con 

solución salina al 0.9 % en una proporción 1:5 sangre:SSI. Se centrifugó 

durante 10 min a 1500 rpm y se eliminó el sobrenadante por decantación. 
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Después del último lavado se midió en el tubo la cantidad del paquete de 

eritrocitos y se diluyó al 4 %, para lo cual por cada 1 mL de paquete de 

eritrocitos se adicionaron 24 mL de solución salina al 0.9 %. 

 

Sensibilización de los eritrocitos 

Por cada 10 mL de la suspensión de glóbulos rojos al 4 % se adicionaron 

1 mL de la solución de proteasa al 0.2 %, se agitaron suavemente para 

su homogenización y colocaron en la incubadora a 37  ± 1 °C por espacio 

de una hora, después del tiempo se elimina el sobrenadante de proteasa 

centrifugando a 1500 rpm por 10 min; se lavó nuevamente el paquete de 

eritrocitos tres veces con solución salina al 0.9 % y se resuspendió el 

paquete de eritrocitos ya lavados al 4 %. 

 

Ajuste de la suspensión de eritrocitos 

Se tomó 0.5 mL de la suspensión de glóbulos rojos ya sensibilizados y se 

adicionaron 2.0 mL de solución salina al 0.9 %, posteriormente se leyó el 

porcentaje de transmitancia en el espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 620 nm, utilizando como blanco la solución salina al 0.9 %. La 

lectura que debe obtenerse es de 24 ± 1 % de transmitancia. Cuando se 

obtuvo un porcentaje menor, se diluyó con más solución salina al 0.9 %, 

hasta llegar al valor deseado. Cuando se obtuvo un porcentaje mayor, la 

suspensión nuevamente se centrifugo y realizo el mismo procedimiento 

en la toma de 0.5 mL de esta nueva suspensión de glóbulos rojos y 2.0 

mL de solución salina. 

Microtitulación 

En las placas de microtitulación tipo “V” se colocó en cada pozo de una 

hilera 100 µL de solución salina al 0.9 % utilizando la micropipeta 

multicanal y evitando tocar las paredes del pozo. 
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Para realizar la microdilución seriada, se llenó el microdilutor de 50 µL 

introduciéndolo en el extracto de la muestra problema y al sacarlo se 

eliminó el extracto adherido al vástago del microdilutor en el primer pozo 

de la hilera, introduciéndolo y rotándolo sin excesiva presión (durante 20 

segundos) y se pasó con cuidado a los siguientes pozos. 

Lo anterior también se realizó para la solución diluida 1:100 de lectina de 

Phaseolus vulgaris que sirvió de referencia para la determinación 

cuantitativa.  

Para el blanco negativo de lectinas se ocupó una hilera de cada placa que 

solo contenía solución salina al 0.9 %. 

Con un pipeteo de gota se colocó en cada pozo 50 µL de la suspensión de 

glóbulos rojos (constantemente se homogenizó suavemente, para evitar 

la sedimentación de los eritrocitos); se giró la placa en forma circular y 

colocó en la incubadora a 37 ± 1 °C durante una hora. 

 

Lectura 

Se colocó la placa de microtitulación sobre el dispositivo de lectura y se 

observó por el espejo el fondo de los pozos de cada hilera; se reportó la 

máxima dilución que presenta prueba positiva de aglutinación de la 

muestra problema y del estándar de Phaseolus vulgaris. 

 

5.6.5 Cálculos 

Para determinar el contenido de unidades de hemaglutininas en gramo de 

muestra se realizaron los siguientes cálculos. 

Límite de detección del método. 

𝐸 =  𝑀 × 𝐷 

E= Cantidad que realmente se coloca en el 
primer pozo para hacer la dilución seriada. 
D= Cantidad de muestra tomada por el 

microdilutor en µL. 

M= Concentración de lectina en solución final 
(µg/mL) 

Si se ha realizado dilución se expresa: 
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1 𝑚𝑔 𝑃𝐻𝑇

10 𝑚𝐿
×

1

100
=

1 × 10−3 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑃𝐻𝑇

𝑚𝐿
=

1 µ𝑔 𝑃𝐻𝑇

𝑚𝐿
 

PHT. Faseolotoxina 

 

𝐸 = (
1 µ𝑔

𝑚𝐿
)(50 µ𝐿)(

1 𝑚𝐿

1,000 µ𝐿
) 

𝐸 = 0.05 µ𝑔 

 

Límite de detección del método, o sea la cantidad de lectina que produce 

prueba positiva de aglutinación. 

𝐿 = 2 × (
𝐸

3𝑡
) 

L: Cantidad de lectina requerida para prueba positiva en aglutinación en µg 
t: Lectura hasta el último pozo que dio positiva la aglutinación (Título). 

 

Determinación de aglutinación en la muestra: 

𝑒 = 𝑚 × 𝐷 

e: Cantidad utilizada realmente de la muestra problema en el primer pozo de la hilera 
respectiva. 
m: Concentración de muestra en el extracto directo diluido (expresado en mg/mL)  
D: Cantidad de muestra tomada por el microdilutor (50 µL). 

 

𝑚 = (
𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

10 𝑚𝐿
) (

1,000 𝑚𝑔

1𝑔
) 𝐹 

g: Gramos de muestra para la extracción. 
F: Factor de dilución. 

 

Relación entre el límite de detección de la lectura de referencia (L) y el 

límite que da prueba positiva con la muestra. 

𝑅𝐸 = (
𝐿

𝐿𝑚
) = (

µ𝑔 𝑃𝐻𝑇

𝑚𝑔 𝑀
) = (

𝑚𝑔 𝑃𝐻𝑇

𝑔 𝑀
) 

RE=Relación equivalente. 

Si se define que una unidad de hemaglutinación (UHG) es equivalente a 

un mg de la lectina de referencia, se puede expresar el resultado en 

UHG/g muestra, cuando no sea el caso de frijol (Phaseolus vulgaris), 

tal como lo es este estudio. 
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6 Resultados y Discusión 

6.1.0 Contenido de Proteína 

A continuación, se muestran los resultados sobre el  contenido de 

nitrógeno proteico y no proteico, para las variedades: frijol pelón ombligo 

café (FPOC) y frijol pelón corazón negro (FPCN), sin germinar y para los 

tres tiempos de germinación (2, 4 y 6 días) a sus correspondientes 

temperaturas (21 y 29 °C) 

 

6.1.1 Proteína en la variedad FPOC 

En la Tabla 1 y Tabla 2 se presentan los resultados en porcentaje de 

proteína cruda (PC) y verdadera (PV), para la temperatura de 21 y 29 °C 

respectivamente; para conocer el porcentaje de nitrógeno no proteico 

(NNP). 

 

Tabla 1. Contenido de nitrógeno y proteína (%) en FPOC 
germinado a 21 °Ca. 

Muestra N Total  NPVb PCc PVc NNPd 

FPOC S/Ge 3.90±0.04 3.56±0.04 24.36±0.26 22.25±0.26 9.42 

FPOC 2Días 3.71±0.09 3.39±0.14 23.18±0.56 21.20±0.86 8.63 

FPOC 4Días  3.91±0.04 2.79±0.04 24.46±0.28 17.44±0.26 28.65 

FPOC 6Días  4.27±0.12 2.91±0.02 26.71±0.73 18.16±0.13 31.85 

a. Se presentan los valores promedios ± desviación estándar (n=3). 
b. NPV: Porcentaje de nitrógeno en la cuantificación de proteína verdadera. 
c. Contenido de proteína= (𝑁 × 6.25) 
d. NNP= 

[(%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙)−(%𝑁𝑃𝑉)]

%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100 

e. S/G: Sin germinación. 

 

Se encontró que el contenido de proteína cruda (PC) en las semillas sin 

germinar fue de 24.36 % mientras que el contenido de proteína verdadera 

(PV) que fue de 22.25 %, lo que resulta en un 9.42 % de nitrógeno no 

proteico en la harina de la semilla sin germinar; este resultado es común 
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en los alimentos de origen vegetal, sobre todo en forrajes, gramíneas y 

leguminosas, tal como lo describe Sosulski & Gilbert (1990).  

 

Trabajos previos (Higueldo-López, 2014; Aramendis-Tatis et al., 2016) 

mostraron que los valores de porcentaje para la proteína cruda para Vigna 

unguiculata, se encuentran entre el 24 y 26 % para la forma no germinada 

(S/G), y se observa un aumento con el desarrollo de la germinación; sin 

embargo, se puede observar cómo se reduce el contenido de proteína 

verdadera (PV) de manera significativa, en un corto periodo de 

germinación (6 días), para ambas temperaturas; como consecuencia el 

porcentaje de nitrógeno no proteico (NNP) aumenta. 

  

Tabla 2. Contenido de nitrógeno y proteína (%) en FPOC 
germinado a 29 °Ca. 

Muestra N Total  NPVb PCc PVc NNPd 

FPOC S/Ge 3.90±0.04 3.56±0.04 24.36±0.26 22.25±0.26 9.42 

FPOC 2Días 4.22±0.02 3.70±0.08 26.36±0.13 23.09±0.48 12.32 

FPOC 4Días 5.05±0.06 2.66±0.07 31.59±0.40 16.66±0.49 47.13 

FPOC 6Días 5.99±0.08 2.87±0.18 37.44±0.51 17.94±1.15 52.09 

a. Se presentan los valores promedios ± desviación estándar (n=3). 
b. NPV: Porcentaje de nitrógeno en la cuantificación de proteína verdadera. 
c. Contenido de proteína= (𝑁 × 6.25) 
d. NNP= 

[(%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙)−(%𝑁𝑃𝑉)]

%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100 

e. S/G: Sin germinación. 

 

Dicho nitrógeno no perteneciente a alguna estructura proteica, puede 

tratarse de amoniaco, urea, aminoácidos, ácidos nucleicos, etc., dónde 

los dos primeros no tienen un valor nutritivo para animales 

monogástricos, pero resultan de gran importancia para los animales de 

poligástricos (rumiantes), ya que puede utilizar tanto nitrógeno proteico 

como nitrógeno no proteico, como resultado de la actividad de los 

microorganismos del rumen, una parte del nitrógeno de los alimentos 
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para los rumiantes puede administrarse, en reemplazo de las proteínas, 

en forma de compuestos nitrogenados sencillos (Garriz & López, 2002).  

Para determinar si el NNP que aumenta durante el tiempo de germinación 

es o no viable para el caso de animales monogástricos o rumiantes, es 

necesario verificar si el nitrógeno encontrado corresponde a aminoácidos 

libres o de otro origen. 

En términos generales se observa a 21 °C (Tabla 1) como el PC se 

mantiene hasta el sexto día de germinación, y el aumento del mismo a 

29°C (Tabla 2). Sin embargo al comparar con los resultados respecto al 

NNP, en ambos casos, se muestra que solo representa la tendencia 

ascendente del nitrógeno no proteico, y el descenso de PV. 

 
Figura 9. Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

Proteína Cruda para FPOC a 21 °C y 29 °C. 

Algunas investigaciones anteriores (Jara et al., 1981; Sathie & 

Venkataraman, 1983) es notable una disminución en los carbohidratos y 

proteínas de reserva, así como un aumento en los azúcares libres, 

aminoácidos y péptidos, lo que podría relacionarse, en este estudio, con 

el aumento en el porcentaje de NNP. 
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Con el inicio de la imbibición (entre el día 0 y 2 de germinación) se 

reanuda la actividad metabólica de la semilla y de acuerdo con Matilla 

(2008), la hidratación de la semilla provoca la hidrólisis de algunas formas 

“conjugadas” de fitohormonas y su transformación en “libres”. A partir de 

esta liberación, se inicia la acción hormonal del proceso de desarrollo que 

conduce a la germinación de la semilla, lo que podría ser otra explicación 

para el ascenso en el contenido de NNP, tal cómo se observa en la Figura 

10. 

 
Figura 10. Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

Nitrógeno No Proteico para FPOC a 21 °C y 29 °C. 

Debido a que al principio de la hidratación las células cotiledonares 

contienen granos de almidón, cuerpos proteicos y liposomas, se puede 

observar un aumento en el contenido de nitrógeno no proteico debido al 

comienzo de la degradación de sustancias de reserva, entre ellas  la 

hidrólisis de las proteínas (Mauseth, 2014), iniciando la liberación de 

aminoácidos. 

De acuerdo con Bewley (1997) el transporte hacia afuera de los 

cotiledones, y su posterior reconformación de los aminoácidos a nuevas 

proteinas, se inicia después de 5 a 6 días, una vez formada por completo 
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la plantúla, por lo que se puede especular, en este caso, que despúes de 

este periodo se observaría un aumento en el contenido de proteina real 

(PV). 

6.1.2 Proteína en variedad FPCN 

En la Tabla 3 y Tabla 4 se presentan los resultados en porcentaje de 

proteína cruda (PC) y verdadera (PV), para la variedad de frijol pelón 

corazón negro FPCN, a las temperaturas de 21 y 29 °C respectivamente; 

con el fin de conocer el porcentaje de nitrógeno no proteico (NNP). 

Tabla 3. Contenido de nitrógeno y proteína (%) en FPCN 
germinado a 21 °Ca. 

Muestra N Total NPVb PCc PVc NNPd 

FPCN S/Ge 3.56±0.04 3.25±0.02 22.25±0.24 20.33±0.14 8.71 

FPCN 2Días 3.39±0.03 2.90±0.02 21.17±0.19 18.09±0.12 14.45 

FPCN 4Días 3.65±0.13 2.57±0.15 22.84±0.83 16.04±0.92 29.59 

FPCN 6Días 3.86±0.12 2.69±0.13 24.11±0.74 16.81±0.80 30.31 

a. Se presentan los valores promedios ± desviación estándar (n=3). 
b. NPV: Porcentaje de nitrógeno en la cuantificación de proteína verdadera. 
c. Contenido de proteína= (𝑁 × 6.25) 
d. NNP= 

[(%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙)−(%𝑁𝑃𝑉)]

%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100 

e. S/G: Sin germinación. 

Ya que existe un recambio de proteínas durante los primeros seis días de 

la germinación en las dicotiledóneas, se puede inferir que el estudio puede 

representar la degradación de proteínas de reserva de la aleurona, para 

su reutilización de los aminoácidos en la síntesis de nuevas enzimas 

hidrolíticas (Azcon-Bieto, 1996). 

Al igual que la variedad de FPOC, el contenido de NNP muestra un 

porcentaje común para legumbres, con 8.71 %, (Tabla 1, Tabla 2). El 

comportamiento es similar para los días en que sucede la germinación, a 

21 °C y 29 °C, llegando a tener el 50 % del nitrógeno no proteico para el 

sexto día, germinado a 29 °C. 
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Tabla 4. Contenido de nitrógeno y proteína (%) en FPCN 
germinado a 29 °Ca. 

Muestra N Total NPVb PCc PVc  NNPd 

FPCN S/Gd 3.56±0.04 3.25±0.02 22.25±0.24 20.33±0.14 8.71 

FPCN 2Días  4.39±0.05 3.03±0.06 27.41±0.31 18.94±0.35 30.98 

FPCN 4Días  4.35±0.07 2.57±0.01 27.16±0.41 16.07±0.09 40.92 

FPCN 6Días  4.56±0.04 2.22±0.18 28.52±0.24 13.88±1.12 51.32 

a. Se presentan los valores promedios ± desviación estándar (n=3). 
b. NPV: Porcentaje de nitrógeno en la cuantificación de proteína verdadera. 
c. Contenido de proteína= (𝑁 × 6.25) 
d. NNP= 

[(%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙)−(%𝑁𝑃𝑉)]

%𝑁 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100 

e. S/G: Sin germinación. 

 

Se observa un aumento importante en el contenido de proteína cruda 

(Figura 11), pero que es explicado a mayor detalle con la tendencia 

ascendente del contenido de nitrógeno no proteico (Figura 12). 

 

Figura 11. Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

Proteína Cruda para FPCN a 21 °C y 29 °C. 

Este nitrógeno no proteínico puede provenir de aminoácidos libres, debido 

a la hidrólisis de proteínas durante el proceso de germinación, ya que se 

ha reportado que las reservas de carbohidratos se terminan y una parte 
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de la proteína puede ser usada como sustrato respiratorio (Chen et al., 

1975). 

Es importante mencionar que no solo ocurre el proceso de proteino-

síntesis durante la germinación, también se inicia la proteólisis por las 

células aleuronares liberando enzimas proteolíticas (endo y 

exopeptidasas), que resultaron ser mayores a las de la proteino-síntesis 

(Rosabal-Ayan et al., 2014).  

El recambio explicaría el aumento de NNP para el día 6 de germinación y 

su respectiva dependencia a la temperatura a 29 °C , tal como se observa 

en la Figura 12. 

 

Figura 12.  Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

Nitrógeno No Proteico para FPCN a 21 °C y 29 °C.  

Resultados similares a los obtenidos en este trabajo, han sido reportados 

por otros autores para otras legumbres germinadas, donde se ha 

observado invariablemente que la proteína cruda se incrementa conforme 

avanza el tiempo de germinación, al igual que el nitrógeno no proteico 

(Shah et al., 2011; Rumiyati et al., 2012; Wonsgsiri et al., 2015; de 

Silva et al., 2017). De tal forma que el incremento de la cantidad de 

nitrógeno se puede explicar por los productos de la biosíntesis o hidrólisis 
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de enzimas o proteínas, presencia de ácidos nucleicos, aminoácidos libres 

y polipéptidos.  

Es importante destacar la presencia del NNP en un alimento determinado, 

principalmente en caso de fórmulas infantiles (Agostini et al., 2000; 

Pérez-Conesa et al., 2005) ya que el ser humano requiere principalmente 

la proteína verdadera y sus aminoácidos esenciales, para llevar a cabo 

parte de sus funciones vitales. Por ello, sería conveniente determinar que 

aminoácidos libres u otros componentes nitrogenados están presentes en 

este NNP, ya que caso contrario al humano; para animales multigástricos, 

como lo son los rumiantes, el NNP es una de las fuentes de nitrógeno 

importante y valioso para el desarrollo de esos organismos (DairyCo, 

2013; Jin et al., 2018).  

Por ejemplo, las recomendaciones para la concentración de proteína bruta 

en las raciones de vacas lecheras varía entre el 12% para una vaca seca 

hasta 18% para una vaca en plena lactación. El nitrógeno no proteico 

puede ser especialmente utilizado cuando la ración contiene menor de 12-

13% de proteína bruta (Wheeler, 2006). 

6.2.0 Digestibilidad proteica In vitro 

En parte el valor nutritivo de las proteínas depende de su disponibilidad, 

en este estudio se evaluó la digestibilidad in vitro de este nutriente, para 

ambas variedades de Vigna unguiculata, y sus respectivas 

temperaturas de germinación, a través de un sistema multi-enzimático 

simulando la digestión enzimática de un organismo monogástrico como lo 

es el ser humano. 

6.2.1 Digestibilidad en FPOC 

En la Tabla 5, se presentan los resultados de digestibilidad proteica in 

vitro para la variedad de Vigna unguiculata, frijol pelón ombligo café 
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(FPOC), desde la semilla sin germinación hasta el día 6 de este proceso 

biológico, para ambas temperaturas (21 y 29 °C). 

Tabla 5. Digestibilidad proteínica in vitro en FPOC, germinado a 

21 °C y 29 °Ca. 

Muestra %D(21 °C)b %D(29 °C)c 

FPOC S/Gd 74.51±0.83 74.51±0.83 

FPOC 2 días  68.79±2.75 65.79±0.84 

FPOC 4 días  67.89±1.12 61.05±1.25 

FPOC 6 días  63.91±1.30 62.86±1.33 

a. Valor promedio ± desviación estándar; (n=3) 
b. % de digestibilidad proteica en muestras germinadas a 21 °C. 
c. % de digestibilidad proteica en muestras germinadas a 29 °C. 
d. S/G: Sin proceso de germinación. 

Para presentar gráficamente la disminución de la digestibilidad proteínica 

in vitro, se muestra la Figura 13.  

 
Figura 13. Efecto del tiempo de germinación en la Digestibilidad 

proteica para FPOC a 21 °C y 29 °C. 

Para esta determinación, se observó que la tendencia es similar para 

ambas temperaturas, aunque disminuyó con mayor rapidez a 29 °C. 

El decremento de la digestibilidad in vitro de la proteína es de 74.51 % 

a aproximadamente 63 %; lo anterior concuerda con lo reportado por 

Harmuth & Hoene (1988), quienes encontraron que la digestibilidad de la 
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proteína en semillas de frijol mungo (Vigna radiata), disminuyó de 82 

% a 79 % durante un periodo de germinación en cuatro días. 

6.2.2 Digestibilidad en FPCN 

Los resultados de la Tabla 6, corresponden a los datos de digestibilidad 

proteica in vitro para la variedad de Vigna unguiculata, frijol pelón 

corazón negro (FPCN) a 21 °C y 29 °C de germinación, y sus respectivos 

tiempos de germinación.  

Se observa que el valor más alto de digestibilidad in vitro corresponde al 

frijol sin germinación, con el 77.22 % de digestibilidad proteínica, lo que 

resulta en una digestibilidad aceptable, ya que para la leguminosa 

Phaseolus vulgaris presenta una digestibilidad del 59 %, de acuerdo a 

Sgarbieri (1982). 

Tabla 6. Digestibilidad proteínica in vitro en FPCN, germinado a 
21 °C y 29 °Ca. 

Muestra %D(21°C)b %D(29°C)c 

FPCN S/Gd 77.22±1.16 77.22±1.16 

FPCN 2 días  77.47±1.37 64.74±0.23 

FPCN 4 días  68.27±0.34 62.56±0.34 

FPCN 6 días  66.02±0.26 59.85±0.47 

a. Valor promedio ± desviación estándar; (n=3) 
b. % de digestibilidad proteica en muestras germinadas a 21 °C. 
c. % de digestibilidad proteica en muestras germinadas a 29 °C. 
d. S/G: Sin germinación. 

Sin embargo, la  tendencia, al igual que en la variedad FPOC (Figura 

13), desciende como avanza el tiempo de germinación tal como muestra 

la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia., donde la menor 

digestibilidad se presentó el día 6 de germinación a 29 °C con apenas el 

60 %; también se puede observar la dependencia con la  temperatura en 

la velocidad con la que decrece la digestibilidad. 



Resultados y Discusión 

57 
 

 

Figura 14 Efecto del tiempo de germinación en la Digestibilidad 

proteica para FPCN 21 °C y 29 °C. 

La tendencia decreciente de la digestibilidad podría deberse a la 

interacción de ciertos componentes presentes en el frijol, que pueden 

interferir con la actividad enzimática, como sería el caso de los inhibidores 

de proteasas, inhibiendo la tripsina y la quimiotripsina, por la formación 

de complejos estables e inactivos, ocasionando una hidrólisis incompleta 

de las cadenas peptídicas; además, si como avanzó la germinación se 

presenta la ruptura de las proteínas y liberación de aminoácidos al colocar 

el sistema multi-enzimático, éste ya tendrá mucho menos enlaces 

peptídicos que hidrolizar y menor liberación de protones (H+) lo que 

indicara baja digestibilidad, de acuerdo a la metodología empleada, por 

lo que si se realizase un estudio de digestibilidad in vivo, los resultados 

podrían ser diferentes, mostrando mayor asimilación de estos 

aminoácidos libres.  

Inhibidores de Tripsina 

Ya que los inhibidores de tripsina se encuentran entre los principales 

factores tóxicos naturales que pudiesen interferir en la digestibilidad 
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proteica basal y es común encontrar en muchos recursos vegetales que 

se utilizan con fines alimenticios 

6.2.3 Contenido de U.T.I en variedad FPOC 

Los resultados de inhibidores de tripsina correspondientes a frijol pelón 

ombligo café, FPOC, se presentan en la Tabla 7, a sus correspondientes 

tiempos y temperaturas de germinación. 

Tabla 7. Inhibidores de Tripsina FPOC, germinado a 21 °C y 29 

°Cab. 

Muestra U.T.I./mg(21°C)c U.T.I. /mg(29°C)d 

FPOC S/G 8.89±0.11 8.89±0.11 

FPOC 2 días  4.20±0.09 5.55±0.37 

FPOC 4 días  6.39±0.47 15.78±0.65 

FPOC 6 días  6.77±0.15 16.79±0.15 

a. Expresado en Unidades de Tripsina Inhibida en un miligramo de muestra 
(UTI/mg) 

b. Valor promedio ± desviación estándar; determinación por triplicado (n=3) 
c. Contenido de UTI/mg en muestras germinadas a 21 °C. 
d. Contenido de UTI/mg en muestras germinadas a 29 °C. 

En la Figura 15, se comparan ambas temperaturas de germinación y se 

observa una disminución en el contenido de inhibidores de tripsina para 

el día 2, sin embargo, en los días posteriores, se muestra una tendencia 

de incremento en el contenido de este factor anti-nutritivo, en particular 

para la germinación a 29 °C. 

La tendencia para la germinación a 29 °C, podría explicar, en cierta 

medida, la disminución de la digestibilidad proteica in vitro a lo largo de 

la germinación observada en este estudio;  ya que estos compuestos de 

naturaleza proteínica inhiben la acción de las enzimas digestivas 

(Alizadeh, 2012). 
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Figura 15 Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

inhibidores de tripsina para FPOC a 21 °C y 29 °C. 

Para el tratamiento a 21 °C, no muestra claramente ninguna tendencia, 

ya que se muestra en la Tabla 7 que al final se obtiene un valor cercano 

al inicial, y de manera más grafica en la Figura 15 ; sin embargo a 29 °C 

de germinación, para el día 2 de tratamiento, se muestra una ligera 

disminución mientras que para los siguientes días se observó un 

incremento en la concentración, presentando un riesgo al estar por 

encima del límite máximo permitido, de acuerdo con Kakade, con 15.78 

U.T.I./mg y 16.79 U.T.I./mg, respectivamente para 4 y 6 días.  

Según Rajesh et al. (2005) ha descrito como los inhibidores forman 

complejos con las enzimas, bloqueando el sitio catalítico o modificando la 

conformación de la enzima, lo cual trae como consecuencia la reducción 

de la actividad catalítica, lo que podría explicar la tendencia decreciente 

de la digestibilidad de proteína in vitro que se observó anteriormente 

(ver pág. 54). 
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6.2.4 Contenido de U.T.I en variedad FPCN 

En la Tabla 8, se muestran los resultados obtenidos para el contenido de 

inhibidores de tripsina en la muestra de frijol pelón corazón negro, FPCN, 

germinados a 21 y 29 °C, para los diferentes periodos de germinación. 

Tabla 8. Inhibidores de Tripsina en FPCN, germinado a 21 °C y 29 
°Cab. 

Muestra U.T.I./mg(21 °C)c U.T.I. /mg(29 °C)d 

FPOC S/G 6.19±0.40 6.19±0.40 

FPOC 2 días  8.52±0.60 5.56±0.18 

FPOC 4 días  7.04±0.50 6.86±0.13 

FPOC 6 días  10.48±0.96 8.42±0.10 

a. Expresado en Unidades de Tripsina Inhibidas en un miligramo de muestra 
(UTI/mg) 

b. Valor promedio ± desviación estándar; determinación por triplicado (n=3) 
c. UTI/mg(21°C): Contenido de UTI/mg en muestras germinadas a 21 °C. 
d. UTI/mg(29°C): Contenido de UTI/mg en muestras germinadas a 29 °C. 

El contenido de inhibidores de tripsina para FPCN en su forma no 

germinada fue de 6.19 UTI/mg, debajo del límite máximo permitido, 

propuesto por Kakade, al igual que la forma no germinada de FPOC 

(Tabla 7). 

 

En la Figura 16 se presenta el comportamiento de ambos tratamientos, 

donde se observa  el incremento en el contenido de inhibidores de tripsina 

desde el día 2 para 21 °C y el día 4 para 29 °C; para el día 6 de la 

germinación a 21 °C el contenido de UTI/mg está ligeramente por  encima 

del límite máximo permitido propuesto por Kakade, con 10.48 UTI/mg.  

Los inhibidores de la tripsina como proteínas (globulinas) son capaces de 

inhibir la tripsina y la quimiotripsina pancreática (García-Esteban, 2014), 

impidiendo la hidrólisis proteica, lo que puede interferir en la 

determinación de digestibilidad proteico in vitro. 
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Figura 16. Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

inhibidores de tripsina para FPCN a 21 °C y 29 °C. 

El comportamiento ascendente puede deberse a que conforme a la planta 

se va desarrollando, empieza el aumento de algunos agentes anti-

nutritivos, como los inhibidores de tripsina como mecanismo de defensa 

(Blanco-Labra & Aguirre-Mancilla, 2002); los inhibidores de proteasas se 

acumulan durante la maduración de la semilla o tubérculo sugiriéndose 

que estos elementos facilitan la acumulación de proteínas de reserva 

atenuando las actividades de las proteasas. Se presume que una función 

es la de protección de las semillas al ataque de herbívoros durante la 

embriogénesis y maduración (Pearce et al., 1988). 

Algunos autores (Belmar, 2001; Salgado & Valdez, 2006) muestran que 

el efecto más importante de los inhibidores de proteasas es la inhibición 

del crecimiento, producida principalmente por la inactivación de la tripsina 

y quimotripsina, debido a la formación de complejos estables e inactivos, 

debido a una hidrólisis incompleta de las cadenas peptídicas por parte de 

estas enzimas digestivas y por consiguiente, una disminución en la 

digestibilidad de la proteína.  
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De confirmarse posteriormente en un ensayo in vivo, que los inhibidores 

que se obtuvieron en este estudio son suficientes para la disminución de 

la digestibilidad in vivo, estos inhibidores podrían conjuntamente  

ocasionar un aumento en la secreción pancreática de las enzimas 

digestivas como tripsina, elastasa, amilasa y quimotripsina; todas estas 

ricas en aminoácidos, principalmente azufrados como las cisteína y 

metionina, dando como resultado la pérdida de proteína endógena, 

además de la subutilización de la proteína dietaría (Muzquiz et al., 2006). 

6.3.0 Lectinas (Fitohemaglutininas) 

Debido a que las lectinas se encuentran presentes en la mayoría de las 

especies de legumbres, en contenido variable, a algunas de ellas se les 

considera como enterotoxinas, ya que aparte de disminuir la absorción 

inespecífica de nutrientes, pueden causar un daño severo al epitelio 

gastrointestinal, por lo que se realizó la determinación semicuantitativa 

de estos factores tóxicos naturales, de tipo termosensibles. 

6.3.1 Contenido de UHG en FPOC 

El contenido de lectinas o fitohemaglutininas  se presentan en la Tabla 9, 

para el frijol pelón ombligo café, FPOC, a sus respetivos tiempos y 

temperaturas (21 y 29 °C) de germinación.  

Tabla 9. Contenido de lectinas en FPOC, germinado a 21 °C y 29 

°Cab. 

Muestra UHG/g(21 °C)c UHG/g(29 °C)d 

FPOC S/G 0.466 0.466 

FPOC 2 días  0.092 0.034 

FPOC 4 días  0.092 0.092 

FPOC 6 días  - e 0.034 

a. Expresado en Unidades de Hemaglutinación en un gramo de muestra (UHG/g)  
b. Se presentan los valores de la mediana (n≥5) 
c. Contenido de UHG/g en muestras germinadas a 21 °C. 
d. Contenido de UHG/g en muestras germinadas a 29 °C. 
e. Debajo del límite de detección (<0.007 UHG/g muestra) 
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A partir del día 6 de germinación a 21 °C, ya no es posible detectar el 

contenido de lectinas mediante este método, por lo que se puede inferir 

que se encuentra por debajo del límite de detección (0.007 UHG/g que 

equivale a menos de 7 ppm o sea trazas). 

Para ambos tratamientos existe una tendencia decreciente en el contenido 

de lectinas y en la Figura 17 se presenta gráficamente este descenso. 

 
Figura 17. Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

lectinas en FPOC a 21 °C y 29 °C. Siendo el límite de detección el 

valor más bajo. 

De acuerdo con González-Paredes (2001) el nivel de lectinas, en caso de 

frijol Mayocoba (Phaseolus vulgaris), que no produce daños clínicos 

debe ser menor de 1 UHG/g), del mismo modo describe como en ratas 

con una dieta con un nivel de lectinas de 8.015 UHG/g, al 11° día de dieta 

mostró una mortalidad de 88% y el resto arrojó una digestibilidad in vivo 

de 51 %, siendo que el control dio una digestibilidad de 95 %, además de 

manifestar daños hematológicos y efectos en la relación porcentual del 

hígado, riñones y pulmones.  
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6.3.2 Contenido de UHG en variedad FPCN 

A continuación, en la Tabla 10 se presentan los resultados de frijol pelón 

corazón negro, FPCN, para el contenido de fitohemaglutininas, a sus 

respectivos tiempos y temperaturas de germinación. 

Tabla 10. Contenido de lectinas en FPCN, germinado a 21 °C y 29 
°Cab. 

Muestra UHG/g(21 °C)c UHG/g(29 °C)d 

FPOC S/G 0.549 0.549 

FPOC 2 días  0.200 0.092 

FPOC 4 días  0.034 -e 

FPOC 6 días  -e -e 

a. Expresado en Unidades de Hemaglutinación entre gramo de muestra (UHG/g)  
b. Se presentan los valores de la mediana (n≥5) 
c. Contenido de UHG/g en muestras germinadas a 21 °C. 
d. Contenido de UHG/g en muestras germinadas a 29 °C 
e. Debajo del límite de detección (<0.007 UHG/g muestra) 

El contenido de lectinas en esta variedad (FPCN) es ligeramente mayor a 

la variedad FPOC, con 0.549 UHG/g contra 0.466 UHG/g respectivamente, 

lo que pudiera tener un cierto riesgo según el trabajo previo realizado 

(González, 2001); sin embargo, se puede observar que a 21 °C hasta el 

día 6, se presenta la reducción en el contenido de lectinas hasta por 

debajo del límite de detección del método empleado; mientras que a 29 

°C esta reducción del nivel de lectinas es más temprana, ya que desde el 

cuarto día ya no es detectable con el método aplicado. 

A su vez, en la Figura 18, se presenta gráficamente el decremento del 

contenido de fitohemaglutininas en FPCN. 

Se puede observar una reducción importante de este factor tóxico natural 

hasta por debajo del límite de detección para los 4 y 6 días de germinación 

para 29 y 21 °C, además de observar una dependencia en la velocidad de 

disminución del contenido de lectinas con la temperatura de germinación. 
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Figura 18. Efecto del tiempo de germinación en el contenido de 

lectinas en FPOC a 21 °C y 29 °C. Siendo el límite de detección el 

valor más bajo. 

De acuerdo con González-León et al. (2011), en las plantas se ha 

detectado principalmente en los cotiledones y endospermos, que 

constituyen entre el 2 y 10 % del total de las proteínas de las semillas, y 

la concentración de estas decrece progresivamente durante el proceso de 

germinación, esta disminución de lectinas puede ser explicada a que la 

hidrólisis y el transporte de almidón, durante la germinación y crecimiento 

de las leguminosas, las lectinas vegetales podrían estar involucradas en 

el almacenamiento y transporte de los hidratos de carbono de las mismas 

(Vandenborre et al., 2011).  

En esta investigación se puede apreciar que, a diferencia de la mayoría 

de las legumbres, estas variedades de Vigna unguiculata (FPOC y 

FPCN), muestran un contenido lectinas relativamente bajo, por lo que no 

representan un problema a nivel tóxico, pero sí de absorción de nutrientes 

como la vitamina B12.  
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7 Conclusiones 

7.1.0 Generales 

Se corroboró el contenido e incremento de PC, a través del desarrollo de 

germinación inducida, encontrados en trabajos previos; sin embargo el 

presente trabajo mostró que contenido de PV disminuyó de manera 

significativa, conforme avanzó el tiempo de germinación, inversamente 

proporcional a lo que se encontró de NNP. 

No se obtuvo una mejora en la digestibilidad proteica in vitro a través 

del tiempo de germinación, observando un comportamiento similar a un 

trabajo previo en las mismas variedades de frijol. Para el caso de lectinas, 

se observó un descenso significativo de este factor tóxico natural hasta 

nivel trazas (ppm). 

 

7.2.0 Particulares 
 

• Con el proceso de germinación no se observó un aumento del 

contenido de proteína verdadera y muestra un incremento importante 

en la concentración del nitrógeno no proteico, llegando hasta ser el 

30 % del nitrógeno total, para el caso de la germinación a 21 °C, y 

hasta el 50 % para el caso de la germinación a 29 °C, para ambas 

variedades; dicho porcentaje es común en los recursos vegetales  que 

se suelen usar para fines alimenticios. Para concluir si este proceso 

mejora la disponibilidad de la proteína en animales monogástricos, 

sería conveniente verificar sí parte del NNP corresponde a 

aminoácidos libres, a partir de pruebas biológicas in vivo. 

  

• El aumento en el NNP, puede resultar importante para animales no 

monogástricos, como los son los rumiantes, por lo que conviene 

verificar a posteriori si dicho nitrógeno es conveniente para uso 
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forrajero, y por lo tanto, este proceso de germinación mejora la 

calidad nutrimental en esta matriz alimenticia. 

 

• Se observa una tendencia descendente en los resultados de 

digestibilidad proteica in vitro, en ambas variedades, observando 

que para el caso de FPOC la digestibilidad no depende directamente 

de la temperatura, mientras que para FPCN, se observa un descenso 

más rápido a 29 °C. Esta tendencia puede ser en parte justificable 

debido al incremento en el contenido de inhibidores de tripsina; no 

obstante, en la mayoría de los casos, estos se encontraban en el 

límite permisivo o debajo de éste (10 UTI/mg de muestra); sin 

embargo el método utilizado para dicha cuantificación (multi-

enzimático in vitro) es muy sensible a cualquier agente externo. 

 

• Las variedades de frijol presentan bajo contenido de lectinas (< 1 

UHG/g de muestra), lo que no constituye en un peligro tóxico, pero 

si una probable disminución en la de absorción de nutrientes, por lo 

que el presente estudio  mostró como el proceso de germinación 

disminuye notablemente este factor tóxico natural. 

 

• Para la variedad de FPOC la disminución de lectinas, mediante el 

proceso de germinación, no depende de la temperatura, pues en 

ambos casos del proceso los niveles de lectinas se disminuye con la 

misma rapidez; mientras que, para la variedad de FPCN se observa 

una dependencia por temperatura de germinación con la disminución 

de lectinas, ya que se disminuye a mayor rapidez a 29 °C de 

temperatura de germinación, al ya no detectar dicho factor tóxico 

natural a partir del día 4. 
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