Universidad Central de Venezuela
Facultad de Ciencias

Escuela de Quimica

Evaluacion nutricional de harina proteica de
Erythrina edulis

Trabajo Especial de Grado
presentado ante la llustre
Universidad Central de
Venezuela por la Br. Carla
D’Amore para optar al titulo de
Licenciado en Quimica

Caracas, 2016



iy F w_* "
2
Al

4




Los abajo fimantes asignados por la Universidad Central de Venezuela como
jurado examinador del Trabajo Especial de Grado titulado

“ Evaluacién nutricional de harina proteica de Erythrina edulis *

Presentado por la Br. Carla D'Amore, certificamos que este trabajo cumple con los

requisitos exigidos por nuestra Magna Casa de Estudios para optar por el titulo de
Licenciado en Quimica.

7
/&. Romel Guzmén Dra. Marfa Rodriguez
Tutor Tutor

[> 4

Dra. Graciela Troncone Dr. Gustavo Cabrera
Jurado Jurado




Resumen

Las caracteristicas nutricionales de las harinas de dos morfotipos (rojo y amarillo) de la
leguminosa Erythrina edulis fueron estudiadas y comparadas. Se realiz6 el andlisis proximal
de la harina de ambos morfotipos de esta leguminosa segun los métodos correspondientes
de la AOAC, también se determind su contenido de almiddn total mediante un método
enzimatico (Chiang y col. 1977). Posteriormente se elabor6 una harina proteica a partir de una
mezcla 50:50 de ambas harinas, empleando el método de extraccion alcalina a pH 11 y
precipitacién en el punto isoeléctrico de la proteina a pH 4,5. La digestibilidad proteica de la
harina resultante fue determinada por un método multienzimatico (Hsu y col. 1977). El
contenido de polifenoles en las tres harinas fue determinado por absorcién UV-visible a
280nm. Por su parte el perfil de aminoacidos, también de las tres harinas, fue analizado por

HPLC con derivatizacion precolumna empleando Fenilisotiocinato.

El contenido nutricional de ambos morfotipos resulté ser significativamente distinto. Los
andlisis arrojaron valores de 25,9% de proteina, 3,4% de cenizas, 1,5% de grasa cruda,
42,5% de almidony 2,7mg de polifenoles totales por gramo de muestra para el Erythrina edulis
rojo, mientras que para el morfotipo amarillo se encontr6 18% de proteina, 2,6% de cenizas,
0,7% de grasa cruda, 45,7% de almidén y 1,97mg de polifenoles por gramo de muestra. En
cuanto al perfil de aminoacidos, también se encontr6 un mayor contenido general de
aminoacidos por gramo de proteina, y de muestra, en el morfotipo rojo comparado con el
morfotipo amarillo, siendo ambos carentes de cistina y metionina, caracteristico de las

leguminosas.

La harina proteica mostré un contenido de proteina de 52%, con un contenido de aminoécidos
por gramo de muestra bastante alto en comparacion a las harinas de los morfotipos, que logra
cubrir los requerimientos diarios tanto de nifios como adultos que consuman 100g de este
producto. La digestibilidad proteica fue de 70%, valor que se estima esté sujeto al contenido
de polifenoles el cual fue de 5mg/gmuestra, tomando en cuenta las interacciones polifenol-

proteina que inhiben la digestibilidad de la misma.

Palabras clave: Erythrina edulis, chachafruto, proteinas, perfil de aminoacidos, digestibilidad proteica.
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1. Introduccion

Erythrina edulis, también llamado Chachafruto, es una leguminosa de la familia
Fabaceae originaria de la region subandina de Latinoamérica. En Venezuela se
encuentra ampliamente distribuida en el Edo. Mérida, ya que esta region cubre los
requerimientos de altitud y humedad de esta leguminosa para poder desarrollarse [,
Esta leguminosa se caracteriza nutricionalmente por su alto contenido de proteinas
(18-22%) y carbohidratos (70-80%) y por ende un alto valor calorico, lo que la hace
ventajosa para comunidades que tengan acceso limitado a las fuentes de proteina
animal y que ademas requieran ingerir un alto contenido calérico diario. Paises como
Colombia, Peru y Bolivia han realizado extensos estudios de esta leguminosa,
asociandola con la seguridad alimentaria y formando parte de la alimentacién comun
de las comunidades de estos paises. En Venezuela, los estudios sobre Erythrina
edulis apenas comienzan; se ha fomentado la utilizacion de la harina de sus granos
como complemento de otras harinas para asi desarrollar productos con mayor valor
nutricional, como es el caso de la combinacion de harina de chachafruto con harina
de maiz para la elaboracion de arepa para consumo humano @, y por otra parte se ha
planteado emplear harina de chachafruto como alimento para algunas especies

animales, como por ejemplo la trucha arcoiris que se encuentra en el Edo. Mérida [,

El gran contenido de proteinas y carbohidratos del Erythrina edulis puede emplearse
como materia prima para elaborar otros productos a partir de sus macronutrientes,
extrayendo su almidén y sus proteinas por separado, para asi innovar productos
funcionales. Esto incrementaria el valor agregado del Erythrina edulis tal como se ha
hecho con otras leguminosas como es el caso de la soya, la cual, en este caso, por
ser una oleaginosa alta en proteina se ha aprovechado para hacer aislados y
concentrados proteicos y ademas en la produccién de aceite de soya.

La extraccion alcalina es comunmente empleada para separar las proteinas del resto
de la matriz alimenticia ya que permite la solubilizacion éstas para su posterior
precipitacion mediante la disminucion del pH hasta su punto isoeléctrico seguida de

su neutralizacion. De esta manera se pueden obtener productos proteinicos que



pueden ser empleados como complemento para enriquecer el valor nutricional de
alimentos con bajo contenido de proteinas. Su correcta combinacion con otras fuentes
proteicas vegetales puede lograr un balance completo de aminoacidos requeridos
diariamente. Ademas, lograr una extraccion eficiente de la proteina vegetal
proveniente de leguminosas, en este caso del Erythrina edulis, podria favorecer el
aumento de la digestibilidad de la misma ya que los factores antinutricionales tales
como saponinas, inhibidores de tripsina, lectinas y polifenoles, no deberian

permanecer luego de la extraccion o al menos se verian reducidos al minimo.



2. Revisién Bibliografica
2.1. Erythrina edulis (Chachafruto)
2.1.1. Origen y distribucion.

Erythrina edulis, conocida cominmente como: Triana, chachafruto, bald, basul, pallar,
sachaporoto o frijol de arbol, es un arbol leguminoso de la familia Fabaceae, originario
de la zona subandina (Suramérica) y se encuentra usualmente como sombra de los

cafetales.

Erythrina edulis es una especie que se encuentra de forma natural y cultivada en la
cordillera de los Andes. Se reporta en Mérida, Venezuela; en Panama; en Colombia
es sus tres cordilleras (y en la Sierra Nevada de Santa Marta); Ecuador; Peru y Bolivia,

lugares en donde recibe diferentes nombres.

En Colombia, los niveles de produccion de este arbol se ubican en 36 toneladas de
frijol por hectarea, para ejemplares de 6 afios de sembrados con una densidad de 400
arboles por hectarea. Este arbol puede usarse como acompafiante para el cultivo del
café. Se usa actualmente en Colombia para "bancos de proteinas" pues produce 80

toneladas de forraje proteico por hectarea (23% de proteinas).!*

2.1.2. Ecologia y Botanica.

Erythrina edulis es un arbol que crece a libre exposicién y acepta sombra en los
primeros estadios de su desarrollo. Prospera entre los 1.200 y los 2.600 m sobre el
nivel del mar, una temperatura 6ptima entre 15y 20 °C y requiere entre 1.500 a 2.000

mm de lluvia al afo.

Es un arbol con ramas espinosas, pubescentes, que alcanza hasta 14 m de altura; 7
m de didmetro de follaje y 40 cm de diametro del tronco en arboles de mas de 20 afios.
Hojas alternas pinnadas con tres foliolos, el terminal mas grande que los laterales,
caducas en las ramas en floracion. Inflorescencias con 2 6 3 racimos terminales o
axilares largamente pedunculados de 30-45 cm de longitud, soportando muchas flores
rojo anaranjadas (Figura 1). Vainas verde oscuras sub-lefiosas de 8 a 30 cm de largo,

con constricciones poco profundas. !



Su semilla es arrifionada con dos cotiledones, blancos verdosos de 3,5 a 7cm de
longitud por 2 a 3 cm de diametro. Testa pardo-rojiza o algunos morfo tipos amarillos

o negros (Figura 2). ™

Figura 1. Frutos y flores del arbol de Erythrina edulis. [

Figura 2. Vaina y granos de morfotipos rojo y marillo de Erythrina edulis (7]



Figura 3. Semilla de morfotipo amarillo de Erythrina edulis.["]
2.1.3. Caracteristicas nutricionales generales.

Erythrina edulis es un alimento con alto contenido nutricional, siendo rico en proteinas
y carbohidratos, bajo en grasas y con alto contenido de fosforo, calcio y vitamina C
segun reportan los resultados mostrados por Barrera (1994) (Tabla 1):

Tabla 1. Contenido de macronutrientes en la semilla del Erythrina edulis.!!

Nutriente Contenido en base Contenido en base
fresca (por 100g) seca (por 100g)
Agua 80,50 -
Proteina 4,00 20,50
Grasa 0,10 0,51
Carbohidratos 13,30 68,20
Fibra 1,00 5,13
Cenizas 1 5,64

Como se puede apreciar en la tabla 1, el contenido de proteina se encuentra alrededor
de 20 % en base seca, lo que concuerda bastante bien con estudios realizados por
Pérez y col., quienes aseguran que el porcentaje proteico de la Erythrina edulis varia
de 18 a 21%. [8]



2.1.4. Usos y aplicaciones del Erythrina edulis.

Erythrina edulis (Chachafruto) es una de las mas versatiles especies de las Erythrina.
Es una leguminosa multipropésito con un amplio espectro de usos, que van desde la
alimentacion humana (la semilla) y animal (el forraje) hasta la recuperacion de suelos
degradados (dada su capacidad de fijar nitrdgeno). Ademas de los anteriores usos,
se le han identificado propiedades medicinales por ejemplo, como diurético. El
chachafruto es un arbol multipropdsito, cuya principal funcién esta relacionada con la

seguridad alimentaria. [°!

El sabor, color, textura y manejo de la coccion del Erythrina edulis lo hace comparable
al maiz y la papa y los puede sustituir por completo o complementar, por lo cual el
campesino los usa y acoge con facilidad. Los granos (cocidos) y luego molidos pueden
usarse como el maiz o combinado con este y otras harinas en la elaboracion de tortas,
purés, colados y varios platos con sal o dulce. La semilla sin tegumentos se usa para
comer cocida con sal, en conservas, encurtidas o fritas. La harina obtenida de los
cotiledones cortados en hojas delgadas secadas al sol o a 40°C y tratadas con
antioxidantes, puede ser utilizada en la agroindustria para elaborar panes, tortas

croquetas, fuentes de sélidos para yogurt y aglutinante para helados. *!

Estudios realizados por la Universidad de Antioquia en Colombia aseguran que las
harinas simples provenientes de leguminosas como el chachafruto y la soya contienen
mas proteinas que la harina de trigo, convirtiéndose en potenciales sustitutos parciales
de la carne (extensor carnico) de origen vegetal.



2.2. Leguminosas como fuente de proteina vegetal.

Cuando se habla de leguminosas, se refiere a los granos maduros y secos contenidos
dentro de la vaina que constituye el fruto llamado legumbre. Dentro de ellas podemos
diferenciar dos grupos claramente definido dependiendo de su contenido lipidico: asi
aquellas que tienen alto contenido lipidico se le denominan leguminosas oleaginosas,
como es el caso de la soya (Glycine max) la cual contiene alrededor de 20% de grasa,
mientras que aquellas cuyo contenido en grasa es muy inferior la cual conocemos

como luminosas grano, como es el caso de la caraota (Phaseolus vulgaris). [0

Los granos de leguminosas ocupan un lugar importante en la nutricibn humana,
especialmente en el patron dietético de los grupos de personas de con bajo ingreso
en los paises en desarrollo. Las leguminosas, consideradas la carne del pobre, son
generalmente buenas fuentes de carbohidratos de liberacion lenta y son ricas en
proteinas. Estas son normalmente consumidas después de someterlas a algun tipo
de proceso de coccidn, lo cual no solo mejorada la palatabilidad de las comidas sino
gue también incrementa la biodisponibilidad de nutrientes ya que se inactivan los

inhibidores de enzimas y las hemagluteninas. (11l

2.2.1. Macronutrientes de las leguminosas.
2.2.1.1. Proteinas.

Las leguminosas son fuente relativamente rica de proteina ya que contienen entre 20-
25% de proteina, con algunas excepciones como la soya que puede llegar a tener

hasta 40% de proteina.

Las proteinas de las leguminosas estdn compuestas por miles de proteinas
especificas. Alrededor de 70 al 80% de la proteina cruda de los granos de
leguminosas, son proteinas de almacenamiento. La cantidad restante son enzimas,
inhibidores de enzimas, hormonas, proteinas transportadoras, estructurales y de

reconocimiento.

Las fracciones principales de las proteinas de las leguminosas (segun su clasificacion
por solubilidad) son las albuminas (solubles en agua) y las glubulinas (solubles en
soluciones salinas), estas ultimas pueden ser separadas en dos fracciones mayores:

Vicilina y Legumina (figura 4)



Figura 4.Estructura secundaria del complejo vicilina-legumina de Phaseolus vulgaris
(caraota). 112

La proporcion relativa entre la vicilina y la legumina varia con el genotipo de la planta,
pero en general la vicilina es la mayor fraccion proteica contenida en todas las

leguminosas excepto en Vicia faba (haba).

Las albuminas de las leguminosas son generalmente altas en cisteina y metionina y
por su parte las leguminas generalmente también tienen cantidades mayores de los
aminoacidos azufrados limitantes comparados con la fraccién de vicilina. Se ha
reportado una relacion albumina:globulina de 1:3, 1:6.3, 1:>3 y 1:4 para la lenteja,
frijol negro, frijol francés y garbanzo, respectivamente. Variaciones similares se
reportaron en la relacion lugimina: vicilina: 10.5:1, 1:6-9, 1:9, 1-3:1 y 4-6:1 para la
lenteja, frijél pico negro, guisante y garbanzo, respectivamente. Ademas, el contenido
de aminoéacidos azufrados varia para las albuminas y globulinas para diferentes

leguminosas. 13l

En cuanto al balance general de aminoacidos contenidos en las proteinas, las
leguminosas son ricas en lisina pero pobres en aminoacidos azufrados como la
metionina y la cistina,lo cual hace que se complementen muy bien con los cereales,

los cuales son carentes de lisina pero ricos en metionina y cistina. (14

2.2.1.2. Carbohidratos.

De acuerdo a su rol en las plantas, los carbohidratos pueden ser separados en tres

grupos, los mono- y disacaridos son una fuente de energia para el crecimiento de



estas, los oligosacéridos y el almidén son carbohidratos de almacenamiento mientras
gue los polisacaridos no celulosos, pectinas, hemicelulosa y celulosa comprenden los
componentes estructurales de la pared celular. Desde el punto de vista de nutricion
humana, los carbohidratos pueden clasificarse en dos grupos: carbohidratos
disponibles, los cuales son digeridos enzimaticamente en el intestino delgado, y los
carbohidratos no disponibles los cuales son fermentados por la microflora del intestino
grueso. Los carbohidratos disponibles comprenden los mono- y disacaridos y el
almidén mientras que los no disponibles engloban los oligosacéridos y componentes

estructurales.

Estudios realizados por Ermetice y col. reportaron que el contenido de carbohidratos
en 4 tipos de leguminosas crudas como guisante, frijol negro, garbanzo y lenteja,
oscila en un rango de 52 a 56 %, el mayor valor corresponde a la lenteja con 56,4%,
seguidos del frijol negro con 54,3% y el garbanzo con 54,0%, siendo el menor valor

el del guisante con 52,5%. [1°]

Por su parte, la bibliografia ha recopilado el contenido de varios carbohidratos de
importancia en diferentes leguminosas, como lo son los a-galactdsidos
(oligosacaridos responsables de la flatulencia), almidon, almidén resistente y fibra
dietética (tabla 2):



Tabla 2.Distribucién del contenido de carbohidratos en diferentes leguminosas. 1€

Contenido promedio (g/100g)*

Leguminosa o« Almidon AIr_nldon Fibra dietética
galactosidos resistente
Frijoles (Phaseolus
, 3,68 54,93 8,24 19,33
vulgaris)
Guisantes (Pisum
_ 4,94 47,50 7,23 18,79
sativum)
Lentejas (Lens
o 2,84 46,18 6,93 21,4
culinaris)
Garbanzos (Cicer
4,70 52,6 7,89 24,55

arietinum)

*Los errores de estos valores no han sido reportados en la bibliografia.

Como se puede observar en la tabla anterior (Tabla 2), el carbohidrato predominante

en las especies de leguminosas citadas, es el almidén, seguido de la fibra dietética.

Tharanathan y Mahadevamma, aseguran que el almidén es el mayor constituyente
biopolimérico de las plantas, granos, semillas y tubérculos. Este se presenta en
granulos caracteristicos de varias formas y tamafos. El almidén provee la mayor
fuente de energia fisica en la dieta humana, y segun su clasificacion, como se dijo

anteriormente, es un carbohidrato disponible.l1!

2.2.1.3. Lipidos.

El contenido total de lipidos en todas las leguminosas, exceptuando el mani, la soya
y el frijol alado, varia de 1,00 a 7,20% dependiendo de la especie, variedad, origen,

localizacion, clima, estacién y condiciones ambientales, y tipo de suelo en el que
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crecen, pero en todo caso, con algunas excepciones, la mayoria de las leguminosas

poseen un contenido de lipidos bajo, como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3.Contenido lipidico de distintas leguminosas. [17]

Leguminosa Contenido lipidico (g/100g)*

Mani (Arachis hypogaea) 49,7
Soya (Glycine max L.) 21,3

Frij6l alado (Psophocarpus 150—16.8

tetragonolobus)
Garbanzo (Cicer arietinum) 4,99
Frijol blanco (Phaseolus vulgaris) 3,00
Guisante (Pisum sativum) 2,40
Quinchoncho (Cajanus cajan) 2,19
Frijol pico negro (Vigna

J Enguicu?ata)( g 205
Frijol rojo (Phaseolus vulgaris) 1,90
Lenteja (Lens culinaris) 1,17
Arveja (Lathyrus sativus) 1,00

*Los errores de estos valores no han sido reportados en la bibliografia

Los lipidos contenidos en las leguminosas comprenden: lipidos neutrales
(predominante en la mayoria de las leguminosas), fosfolipidos y glicolipidos los cuales
se encuentran presentes en cantidades apreciables. Su distribucién en la semilla
también cambia con la especie y la variedad. Los acidos grasos principales de estos
tres grupos de lipidos en diferentes tipos de leguminosas son los acidos palmitico,
oleico, linoleico y linolénico. (14

Sin embargo, como consecuencia del bajo contenido general de lipidos en los granos
de leguminosas, el interés en la composicién de sus aceites no ha sido tan profundo
como para otras familias de plantas que tienen granos ricos en aceites, como la soya

y el mani.[8l

2.2.2. Antinutrientes presentes en las leguminosas.

Los granos de leguminosas contienen una amplia variedad de componentes que

poseen efectos adversos en la actividad de las enzimas, digestibilidad, nutricion y

11



salud, por lo que son llamados antinutrientes. Algunos de estos compuestos son
utilizados por la planta como mecanismos de defensa como es el caso del acido fitico
y los polifenoles. Otros compuestos comprenden inhibidores de enzimas, lectinas y

saponinas.

El &cido fitico (figura 5) (myoinositol hexafosfato) es la principal fuente de fésforo en
los granos secos. La interaccion del fitato con las proteinas, vitaminas y varios
minerales (figura 6) es considerada uno de los factores limitantes del valor nutricional
de los granos. Numerosos estudios sugieren que el fitato reduce la disponibilidad
biolégica del cobre y el manganeso. [

| ot 0011 +oe ol

HO HO—F=0 o D—pP=0

. 1
f_‘.l_]:' -0 o f}lﬂ O=P—q ) 0 Zn,
H O=r—1H .'-rf‘IJ

|

_ 1
OH O=F=0
ol o O P— (3 Fe Lo o 0—p—0H
J - N}
HO-p=n 0 O=—P—=0 ) HN-C-(--protein
+ la
OH Me™ o

Figura 5.Estructura del acido fitico. 21 Figura 6.Interacciones del &cido fitico con

minerales y residuos de proteina.[?’!

Por otra parte, es conocido que en los alimentos de origen vegetal hay mas de 2000
compuestos polifendlicos, entre ellos los &cidos fendlicos, los antocianos, las
flavonas, los taninos, y los derivados del 4cido cinamico, como el acido caféico y el
acido clorogénico. En presencia de oxigeno estos compuestos polifenélicos se oxidan
en medio alcalino o préximo a la neutralidad, por accion de la polifenoloxidasa, dando
como producto ortoquinonas, que luego se polimerizan a polimeros pardos
(pardeamiento enzimético), o bien reaccionan con grupos amino terminales,
aminoacidos libres como lisina y cisteina, o con los mismos residuos aminoacidos de
proteina (Figura 7). Los residuos de metionina se pueden oxidar a metionina sulfoxido.
Esto se produce en la purificacion tecnolégica de proteinas a partir de hojas o de
ciertos granos ricos en polifenoles, como el girasol, obteniendo productos pardos. Las
consecuencias nutricionales del contacto de las proteinas con polifenoles oxidados

se deben fundamentalmente a la disminucion de la disponibilidad de lisina, y en menor

12



grado de otros aminoacidos como la metionina. Los complejos lisina-polifenol no son

absorbidos a nivel intestinal por las ratas experimentales. 124

proteina
R
quinona
0
0
N-terminal lisil cisteil metionil lisil
_~NH - CH-----NH CO---NH CO---NH CO--NH Co--
N Pl N Nt
CH CH CH CH
g SR | I | ]
(CH2) CHe (C\Hz)z (ICH2)4
NH S ; tCH N
T, ol
HN o e HO R
| OH OH
(|CH2)4 quinonimina
CH
7\
----- €O 'NH:-=
proteina

Figura 7.Interaccién proteina-polifenoles oxidados. [21]

Martin-Cabrejas y col. estudiaron el impacto de los tratamientos térmicos sobre los
antinutrientes de algunas leguminosas. En el caso de los polifenoles totales
obtuvieron los siguientes resultados (tabla 4) 22
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Tabla 4.Influencia del tratamiento sobre el contenido de polifenoles en las
leguminosas. 22

: Remojado
Tratamiento Cruda Remojado Fjemol‘?“?o +Coccion+Des
coccion hidratacion
Leguminosa Polifenoles totales (mg/g)

Garbazo Castellano
(Cicer arietinum)
Garbanzo Sinaloa
(Cicer arietinum)
Lenteja (Lens
culinaris)

Frijol blanco
(Phaseolus vulgaris)
Frijol manchado
(Phaseolus vulgaris L)

3,04+0,23 3,05+ 0,14 1,74+ 0,06 1,69+ 0,01
2,79+0,11 256+ 0,15 1,83+ 0,18 1,84 + 0,03
558+0,06 1,35+0,13 2,79+0,05 2,19+0,02
208+0,01 211+0,01 1,64+0,04 2,13+0,03

538+0,06 4,71+0,12 2,84+0,18 2,95 +0,03

Los inhibidores de enzimas digestivas, como la tripsina, quimotripsina y a-amilasa,
son constituyentes comunes de leguminosas y podrian reducir la digestibilidad tanto

de la proteina como del almidén y hasta causar hipertrofia pancreatica 23!,

Por su parte, las lectinas, son un tipo de proteinas que enlazan azucares especificas
y reversiblemente ademas de aglutinar células. En plantas leguminosas, las lectinas
han sido detectadas en mas de 600 especies y variedades. La fuente principal de
lectinas leguminosas son los granos maduros, de las cuales constituyen como mucho

el 10% de la proteina total. (24

Las lectinas son glicoproteinas que tienen la capacidad de enlazarse a superficies
celulares mediante oligosacaridos especificos o glicopeptidos (Figura 8) y tienen una
afinidad enlazante relativamente alta con el epitelio del intestino delgado. Ademas,
las lectinas pueden producir cambios estructurales en el epitelio intestinal y resistir a

la protedlisis. 291
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Figura 8.Enlazamiento de lectina de Phaseolus vulgaris a azucares y metales.[?°l

Por ultimo, las saponinas son glicésidos, es decir, estdn compuestas por una porciéon
de carbohidrato y otra no-carbohidrato llamada aglicona (sapogenina) (Figura 9). Las
saponinas poseen una superficie activa o propiedades detergentes debido a que su
porcién de carbohidrato es soluble en agua, mientras que las sapogeninas son
solubles en aceites. Esta propiedad detergente permite la formacién considerable de

espuma en soluciones acuosas de saponinas.

Figura 9.Nucleo de genina triterpénica derivada del &cido oleandlico (R=H). (28]
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Se ha observado que la ingestion de saponinas puede influenciar el rendimiento y el
metabolismo animal de varias maneras. Entre las respuestas que han sido atribuidas

a las saponinas estan:
- Hemolisis de los eritrocitos
- Efectos en los niveles de colesterol en higado y sangre (descenso).
- Efectos en el crecimiento (depresion del crecimiento).

- Inhibicién de la actividad del musculo liso.

Hinchazén en rumiantes.

Muchos de los factores anti nutricionales de las leguminosas pueden ser eliminados
0 inactivados en gran proporcion mediante procesamientos y tratamientos térmicos

adecuados. 123
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2.3. Proteina vegetal como sustituto de la proteina animal.

Desde hace aproximadamente dos millones de afios, el humano ha aumentado el
consumo de carne. Durante este tiempo, la seleccion natural ha permitido la
adaptacion de nuestra fisiologia a una dieta rica en proteinas, baja en grasas totales,
saturadas y relativamente rica en acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Sin embargo
es contradictorio pensar que si la evolucién ha permitido la seleccién de seres
humanos preparados para el consumo de alto contenido de alimentos de origen
animal, la evidencia muestre que la morbi-mortalidad total, principalmente por
cardiopatia coronaria, sea significativamente menor en vegetarianos comparado con
los no vegetarianos. El aumento de la mortalidad cardiovascular en el ultimo tiempo
esta fuertemente asociado a cambios en los habitos de alimentacion. La dieta
occidental, caracterizada por una alta ingesta de alimentos de origen animal, presenta
mayor riesgo de diabetes tipo 2 (DM 2), hipertension arterial (HTA), aumento de
marcadores de disfuncién endotelial y factores protrombaéticos. La evidencia apoya
gue la disminucién en el consumo de carnes rojas, grasas saturadas y grasas trans,
asi como el aumento en el consumo de cereales integrales, frutas, vegetales y

pescado, disminuye la morbi-mortalidad global y cardiovascular. [27]

Asi mismo, Tharanathan y Mahadevammal'!l sefialan varios reportes asegurando
gue la inclusién de legumbres en la dieta diaria conlleva a muchos efectos fisiolégicos
positivos en el control y prevencion de varias enfermedades metabdlicas como a
diabetes mellitus, enfermedad coronaria del corazén y cancer de colon. Las
leguminosas pertenecen a un grupo de alimentos que provoca la disminucién de la
respuesta de glucosa en sangre, ésto debido a su alto contenido de carbohidratos de

liberacién lenta, como lo son el almidon resistente y la fibra dietética.

2.4. Erythrina edulis como fuente de proteina vegetal.

Cada vez son mas los avances gque buscan incrementar la utilizacion extensiva de
leguminosas no convencionales mediante el desarrollo de productos que alarguen la
vida atil de las leguminosas mientras conservan las propiedades nutricionales,
especialmente, su contenido proteico. Entre los productos desarrollados se

encuentran harinas, concentrados y aislados proteicos.
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En las secciones anteriores se hablo del alto contenido de proteinas que posee el
Erythrina edulis (chachafruto). Arango y col.l! determinaron el contenido de proteina
en la harina de Erythrina edulis, encontrando un valor de 18,1%; a partir de alli
emplearon distintos solventes para extraer las fracciones proteicas (globulinas,
albuminas, glutelinas y prolaminas) (Tabla 5), del Erythrina edulis obteniendo los

siguientes resultados:

Tabla 5. Fracciones proteicas de Erythrina edulis.

Proteina extraida

Solvente Tipo de proteina (%)
NaOH Glutelinas 13,29 + 0,36
NaCl Globulinas 8,83+0,45
Agua Albuminas 11,52 £ 0,22
Etanol Prolaminas 0,01 £0,03

Como se puede apreciar en la Tabla 5, segun este trabajo, la fraccion predominante
en las proteinas de Erythrina edulis son las glutelinas, seguidas de las albuminas,
globulinas y las prolaminas presentes son practicamente despreciables. El hecho de
gue la mayor fraccién proteica haya resultado ser las glutelinas en este trabajo, se
contradice con todos los resultados reportados por la bibliografia en los cuales se

reporta que las globulinas son la mayor fraccion proteica de las leguminosas.

Por su parte el perfil de aminoacidos de Erythrina edulis fue evaluado y comparado

con los de huevo, el frijol y las arvejas (Tabla 6):
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Tabla 6. Comparacion del perfil de aminoacidos de Erythrina edulis con otros
alimentos. (mg A.A/g muestra) [

Producto Lis His Tre Val Met |ILe Leu Tir Phe Trp
Huevo 6,97 2,43 512 6,85 3,36 6,29 850 4,16 5,33 1,49

Chachafruto
' 6,91 584 584 557 1,31 5,20 8,24 550 499 0,66
E.edulis
Frijol P.
_ 6,24 - 3,87 4,22 1,17 3,73 6,51 2,70 4,72 0,56
vulgaris
Arveja P.
. 6,9 - 3,58 408 0,88 320 6,37 3,34 4,22 0,74
sativum

Lis: lisina; His: histidina; Tre: treonina; Val: valina; Met: metionina; lle: isoleucina;
Leu: Leucina; Tir: tirosina; Phe: fenilalalina; Trp: triptofano.

En la Tabla 6, se observa que no hay diferencias significativas entre el contenido de
lisina, treonina, leucina presentes en el Erythrina edulis y en el huevo (proteina de
referencia). Los valores de histidina y tirosina en el chachafruto se encuentran por
encima de los valores mostrados para el huevo. Por su parte, el contenido de
metionina es menor, lo cual es de esperarse ya que siendo el chachafruto una
leguminosa, carece de aminoacidos azufrados. El contenido de triptéfano también es
considerablemente bajo cuando se compara con el huevo, sin embargo colocandolo
frente al resto de las leguminosas mostradas en la Tabla 6, el contenido de cada
aminoacido es mayor en el Erythrina edulis, sugiriendo que su proteina es de mayor

valor biologico que las otras leguminosas citadas.

La calidad o el valor biol6gico de una proteina alimenticia depende de la naturaleza y
cantidades de aminoacidos, lo que representa una medida de la eficacia de como el
organismo puede utilizar esa proteina. Los aminoacidos presentes en las proteinas
no estan siempre “disponibles en forma total”, porque la digestion de la proteina o la
absorcion de los aminoacidos puede ser incompleta. Generalmente, la calidad de la
proteina se mide en funcion a su indice de aminoacidos esenciales (IAE) el cual se
determina sobre la base de su contenido en aminoacidos indispensables con relacion

a las necesidades humanas de los mismos:

mg A.A limitante por g de proteina

IAE = x 100 (ec.1)

mg A.Apor g de proteina de referencia
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Por su parte, los ensayos bioldgicos también son de gran importancia para definir la
calidad proteica de un alimento. El coeficiente de eficiencia proteica neta (CEPN) es
la ganancia en peso (gramos) obtenido por las ratas por gramo de proteina consumida
incluyendo en el célculo la pérdida de peso en un grupo de ratas alimentadas con un

régimen exento de proteinas 28

CEPN — ganancia de peso + perdida de peso en regimen exento de proteinas (ec.2)
B proteinas ingeridas ec

A partir de los valores de la tabla 6, se puede deducir que el indice de aminoacidos
esenciales (IAE) en la Erythrina edulis es de 90%, mientras que para la arveja y el
frijol son 59 y 61 % respectivamente. El conjunto de estos resultados indica que el
chachafruto, in vitro, posee una mejor calidad proteica que el frijol y la arveja. Sin
embargo, ensayos in vivo, realizados por Pérez G y col.lfl, demuestran que el
coeficiente de eficiencia proteica (CEPN) del Erythrina edulis cocido es bajo (1,15) en
comparacion a la soya (2,32), arvejas (1,57), mani (1,58). Estos autores sugieren

complementar esta proteina con metionina y triptéfano para aumentar su calidad.

2.5 Aplicaciones Productos proteicos de origen vegetal.

Los llamados productos proteinicos vegetales o PPV segun el Codex Alimentarius
(2007) para cereales, legumbres y leguminosas, son aquellos productos elaborados
a partir de materia prima vegetal que contienen mas de 40% de proteina. La norma
planteada en este Codex es especifica para la soya, y dicta que estos productos
proteinicos pueden clasificarse dependiendo de su porcentaje en proteina: harinas
proteinicas (50-65%), concentrados proteicos (65-90%) y aislados proteicos (>90%).

Esta norma aplicaria para cualquier leguminosa. 29

Colocando aparte las consideraciones nutricionales, las proteinas son usadas como
ingredientes de las comidas por sus propiedades funcionales para proveer una cierta
funcion o caracteristica en el producto. Varios ejemplos de propiedades funcionales
han sido listados, pero algunos de los mas importantes estan relacionados a la
habilidad de la proteina para estabilizar emulsiones y espumas o impartir atributos
sensoriales. Esto aplica no solo para proteinas animales, sino para proteinicas de

origen vegetal, especialmente de las leguminosas.0
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El interés en el uso de leguminosas y sus constituyentes en la formulacion de
alimentos esta creciendo en muchos paises desarrollados. Los factores que
contribuyen a ésto incluyen sus beneficios nutricionales y para la salud, cambios en
la preferencia del consumidor, incremento en la demanda de variedad/balance,
cambios demograficos, crecimiento en la incidencia de alergias a ciertos alimentos y

la continua investigacion de las tecnologias de produccion y procesamiento.

Una desventaja de la utilizacion de leguminosas, tanto en paises desarrollados como
en via de desarrollo, es el tiempo que se demora prepararlas. Con excepcion de
algunas lentejas, la mayoria de las leguminosas requieren remojo durante la noche
previa a su consumo, seguido de al menos una hora de preparacion. Los
consumidores de hoy en dia buscan tener una mayor variedad y productos mas
saludables en una dieta con una conveniencia de “listo para consumir”. Las harinas
proteinicas de leguminosas, asi como sus concentrados y aislados pueden, por lo
tanto, ofrecer oportunidades para el desarrollo de un producto novedoso. Estos
pueden ser implementados en: alimentos para bebés, imitaciones de leches,
extensores carnicos, productos horneados, glaceados, frosting y cremas, productos

extruidos, pastas y noodles y productos extruidos inflados. 12!

21



. Objetivos
a. Objetivo General

Determinar el valor nutricional de harina proteica de Erythrina edulis.
b. Objetivos especificos

e Obtener mediante secado convencional harinas de dos morfotipos de

Erythrina edulis (Chachafruto).

e Caracterizar fisicoguimicamente las harinas obtenidas de ambos morfotipos

para el estudio.

e Estandarizar los parametros 6ptimos (pH, relacién harina:solvente, tiempo de
extraccion y temperatura) de extraccion de las proteinas Erythrina edulis
(Chachafruto), estimando la cantidad de proteina extraida en cada caso por el

método de Lowry.

e Determinar el pH del punto isoeléctrico de la proteina del Erythrina edulis

(Chachafruto) en el cual se obtiene un mejor rendimiento de la precipitacion.

e Caracterizar la harina proteica resultante de las condiciones Optimas de

extraccion y precipitacion seleccionadas previamente.

e Evaluar el perfil de aminoacidos de la harina proteica de Erythrina edulis
(Chachafruto) mediante cuantificacion por la técnica de HPLC en fase reversa

de los aminoé&cidos derivatizados con fenilisotiocianato (PITC).

e Determinar la digestibilidad in Vitro de la harina proteica de Erythrina edulis.
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4. Metodologia

4.1. Lugar de investigacion

Laboratorio de Granos, Raices y Tubérculos del Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (ICTA) de la Facultad de Ciencias-UCV y Laboratorio de Investigacion y

Soporte Analitico del Centro Tecnologico de Empresas Polar.

4.2. Materia prima

Los arboles de chachafruto cosechados para este estudio fueron escogidos de
acuerdo a un modelo estadistico completamente aleatorizado. Entre las variables
consideradas para la escogencia de los arboles estuvieron: frutos o vainas en estado
de madurez fisioldgica, altura de las vainas a cosechar en el arbol, largo de las vainas.
La plantacién escogida se ubica especificamente en la Latitud: 8,66839 (8° 40’ 6,21"
N)

Longitud: -71,45638 (71° 27' 22,98" W) o lo que es igual en la localidad de la Azulita

Estado Mérida, Venezuela (Figura 10).
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Figura 10.Ubicacion de la Azulita, Edo. Mérida 31,
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Figura 12. Arbol de Erythrina edulis ubicado en La Azulita. Edo.
Mérida.[32

Figura 11. Frutos y flores de Erythrina edulis. La Azulita, Edo.
Mérida [32]
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4.3. Analisis estadistico

Los resultados de las determinaciones evaluadas fueron sometidos a un analisis de

varianza (ANOVA) con un nivel de significacion del 5%, y las medias con diferencias

significativas se sometieron a la prueba de comparacion de medias por el método de

Tukey, utilizando el paquete estadistico SPSS version 17, para Windows 2007.

4.4. Reactivos y equipos

v

AN NN Y N N U N N N N U N N N U N N NN

4.4.1. Reactivos.

Hidroxido de sodio en grageas. Grado reactivo. 298% de pureza. Sigma-
Aldrich.

Carbonato de sodio anhidrido, 99,5% de pureza. Sigma-Aldrich.

Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado. 99% de pureza Sigma-Aldrich.
Acetato de sodio trihidratado. Grado reactivo. =2 99% de pureza. Sigma- Aldrich.
Fosfato &cido de disodio. Grado reactivo. = 99% de pureza. Sigma-Aldrich
Sulfato de cobre pentahidratado 99% de pureza. Sigma-Aldrich.

Acido clorhidrico fumante. 237% v/v. Sigma-Aldrich.

Acido acético glacial. Grado reactivo. 299.7% v/v. Sigma- Aldrich.

Acido sulfarico concentrado. Grado reactivo. 98% v/v. Sigma-Aldrich
Acido fosférico 85% de pureza. Sigma-Aldrich.

Reactivo fendlico de Folin-Ciocalteu. Sigma.

Etanol Absoluto. 299.8% de pureza. Sigma Aldrich.

Acetonitrilo. 299.9% de pureza. Grado HPLC. Sigma-Aldrich.

Eter de petréleo puriss p.a. Sigma-Aldrich.

Trietilamina 299,5% de pureza. Marca Sigma.

Fenilisotiocianato. 299% de pureza. Sigma-Aldrich.

Ampolla patrén de aminoécidos. Grado analitico. Sigma.

Albumina sérica bovina.

O-Toluidina 99% de pureza. Sigma.

Glucosa anhidrida. 99% pureza. Sigma-Aldrich.

Amilogluosidasa AMG 300. (300U/mL)

Quimotripsina pancreatica bovina tipo Il 52U/mg sélido. Sigma
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v Tripsina pancreatica porcina tipo IV. 17.600BAEE U/mg proteina. Sigma.

<

Peptidasa intestinal porcina grado Ill. 102U/gso6lido. Sigma.

<

Agua destilada y agua deionizada Milli-Q.

4.4.2. Equipos.

Estufa

Mufla

Deshidratador de aire forzado Mitchell-Dryers.

Rebanadora Metvisa.

Molino de matrtillo Fitz-mill modelo D.

Colorimetro triestimulo HunterLab, Reston, D-25.

Equipo psicrométrico de determinacion de actividad de agua AqualLab, CX2.
Equipo Buchi para método de Kjeldahl para determinacion de proteinas.
Centrifuga Sigma.

Agitador mecanico.

Bafio termostatico.

Liofilizador Labconco modelo Freezone 4.5.

Espectrofotometro UV-visible Agilent.

AN N N NN Y U U U N N N N N

HPLC Waters Alliance System modelo 2695 en fase reversa con detector UV-
Visible, bomba cuaternaria y columna Nova-Pak C18 (Waters p/N
WAT011695) 3,9 x 300 mm.

4.5. Caracterizacion de los frutos de Erythrina edulis.

Se tomo una muestra significativa de frutos de chachafruto y se procedié a registrar
el peso (masa) de cada vaina; seguidamente se procedié a medir longitud, ancho, y
espesor de cada vaina. Luego se procedié a abrir cada uno de las vainas (desvainado)
y se realizaron las mediciones antes mencionadas para cada uno de los granos
contenidos en las vainas. Una vez obtenidos los granos, éstos se clasificaron en
funcién a su morfotipo, entre los cuales se tuvo rojo y amarillo. El rendimiento en

funcién a granos de chachafruto se obtuvo de acuerdo a la ecuacién 3.

(peso vaina + granos) — peso vaina

100 (ec.3
(Peso vaina + granos) X (ec.3)

26



4.6. Obtencién de harinas

Tomando en cuenta que se cosecharon dos morfotipos de E. edulis (amarillo y rojo),
los granos de cada morfotipo se trataron y se analizaron de la misma manera pero

por separado.

Para la elaboracion de las harinas se procedié segun la metodologia utilizada por
Arango y col. I con algunas modificaciones, el procedimiento general se muestra en

la Figura 13 y el esquema ilustrado en la Figura 14:

- Haciendo uso de una rebanadora automatica Metvisa, se realizo la reduccion
de tamafio de los granos del chachafruto, seguidamente éstos se escaldaron
(blanching) en agua hirviendo durante 1 minuto.

- Se determiné la humedad de los granos rebanados y escaldados de cada
morfotipo y se procedi6 a realizar una curva de secado para analizar como se
desarrollaba la remocion de agua de cada fruto bajo en las mismas condiciones
en las que luego se realizaria la harina: en un deshidratador de aire forzado

Mitchell-Dryers con un flujo de aire de 300m?/h, a 45°C.

- Se pesaron varias capsulas con una cantidad significativa de muestra
dispuesta de manera uniforme y se colocaron dentro del deshidratador. Las
capsulas se fueron retirando del equipo en intervalos de tiempo de 20 minutos
durante las primeras 3 horas, luego 30 minutos las siguientes 3 horas y luego
a las 24 horas, se dejaron enfriar en el desecador y se pesaron. De esta
manera se conoce la velocidad en la que pierde agua el producto.

- Posterior a la curva de secado, el resto de los granos rebanados y escaldados
fueron colocados en bandejas para introducirlos el deshidratador Mitchell-
Dryers, manteniendo las condiciones de secado antes descritas.

- Una vez deshidratados los granos, se realiz6 la molienda de los mismos en un
molino de martillo Fitz-Mill, modelo D.

- Posterior a la molienda, se tamizaron las harinas obtenidas, en funcion de

trabajar con las retenidas en el tamiz de 60 y 80 mesh.
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Fruto de Erythrina edulis

Desvainado

( Granos ) ( Vainas

Reduccién de tamafio (0,3-0,55cm de

espesor)
( Granos rebanados )

— Escaldado a 100°C por 1min

Granos rebanados y
escaldados

Deshidratacion a 45°C por 24h

Granos deshidratados

1. Molienda
2. Tamizado (<60 mesh)

( Harina )

Figura 13.Esquema de obtencién de harina a partir de los granos de Erythrina
edulis.
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Frutos desvainados de
Erythrina edulis

Granos de

Medicién de granos. X .
morfotipo amarillo

VAN “"r‘-”i‘?!’( iy
Granos

rebanados y
escaldados

Rebanadora
automitica
Metvisa

Deshidratador
Mitchel Dryers

Molino de martillo Harina de E edulis
FitzPatrick modelo D amarillo

Granos
deshidratados

Figura 14. Esquema ilustrado de la elaboracion de la harina de Erythrina edulis
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4.7. Analisis proximal de las harinas.

4.7.1. Humedad.

La humedad de la harina de Erythrina edulis se determind segun el método 925.10
de la AOAC 2005 , el cual es un método gravimétrico que implica el secado de la
muestra en una estufa a 130 + 3 °C hasta peso constante y la comparacion de los
pesos antes y después de la deshidratacion para el calculo del contenido de agua

libre.[33l

(gharina — gharina desh)
%H = - x 100 (ec.4)
gharina

4.7.2. Cenizas.

El contenido de ceniza presente en la harina se cuantificé por el método
gravimétrico 923.03 expuesto en la AOAC 2005, en el cual se incinera la muestra
en la mufla a 550°C para eliminar toda la materia organica hasta llegar a peso

constante. 133

gcenizas
%C = ——— x 100 (ec.5)
gharina

4.7.3. Grasa cruda.

La grasa cruda contenida en las harinas de Erythrina edulis se determiné mediante el
método de Schoch (1942) 34 empleado generalmente para almidones los cuales
poseen muy poco contenido de grasa. Este método consiste en hidrolizar la muestra
utilizando etanol y acido clorhidrico 8M en un bafio de agua a 70°C. Posteriormente
se realizaron extracciones sucesivas del hidrolizado empleando éter de petréleo y
dietil éter. Las fracciones etéreas se recolectan en fiolas previamente taradas y se
deja evaporar el solvente de manera de obtener sélo la grasa, el peso de ésta se

calculo por diferencia.

rasa
99 ax 100 (ec.6)

%Grasa cruda = ——
gharin
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4.7.4. Proteinas

El calculo del porcentaje de proteina en las harinas se realizé por el método Kjeldahl
(979.09 AOAC 2005) [3I:

Se pesO alrededor de 1g de muestra y se coloc6 en el tubo digestor
afadiéndole 15mL de H2S0a4 conc mas 1g de catalizador (CuSO4 +K2S0O4 1:9)
Se coloco en el digestor hasta que la muestra tomo un color verde tenue.

Se dejo enfriar y se le agregaron 80mL de agua destilada, agitando
vigorosamente, y luego se afiadieron 45mL de NaOH 50% sin agitar.

Se coloco en el destilador y el destilado se recibidé en una fiola que contenia 25
mL de acido borico al 4% (HsBOs) y 4 gotas de indicador (rojo de metilo+azul
de metileno).

El contenido de la fiola se titul6 con HCI 0,1M previamente estandarizado.

El célculo del porcentaje de proteinas se realizd del siguiente modo:

[HCl] x mLHCL x 14-Z-x 6,25

%Proteina = gmuestm"‘"’ x 100 (ec.5)

4.7.5. Carbohidratos totales.

Los carbohidratos totales se calcularon empleando la férmula propuesta por el
Instituto Nacional de Nutricion (INN, 1999), donde:

CHO = 100 — humedad — cenizas — grasa — proteina (ec. 6)

4.8. Analisis fisicos de las harinas de Erythrina edulis.

4.8.1. Color.

El color se determiné por medio del colorimetro triestimulo de Hunter (HunterLab,

Reston, D-25). Los pardmetros de color se expresaron en el espacio de color CIE

L*a*b* (figura 15). En este sistema, el color es definido por tres coordenadas

rectangulares L*, a*y b*, siendo L* la luminosidad con valores de O (totalmente negro)

a 100 (totalmente blanco). El matiz (tonalidad) es dado por dos caracteres cromaticos,

uno de ellos codificado por a* con valores de -60 (verde) y +60 (rojo), y el segundo

caracter de matiz b* el cual varia entre valores de -60 (azul) y +60 (amatrillo).



0

Figura 15.S06lido de colores del sistema CIE L*b*a*

4.8.2. Actividad de Agua.

La actividad de agua (aw) se midi6é en el equipo psicrométrico de determinacion de
actividad de agua (AquaLab, CX2).

4.9. Analisis fisicoquimicos

La acidez titulable de las harinas se determiné por el método 02-31 de la AACC [33],
el cual consisti6 en realizar una suspensiéon de la harina en agua destilada
previamente descarbonatada en una relacion 1:10 y en agitar por una hora.
Posteriormente se filtr6 y se tomaron alicuotas del filtrado, titulando con NaOH
0,0005N. ElI pH por su parte se medi6 segun método el 943.02 de la AOAC 2005

mediante un potenciometro.

4.10. Obtencion harina proteica a partir de la harina de Erythrina edulis
(Chachafruto).

Para elaborar la harina proteica, en primer lugar, se realiz6 una mezcla 50:50 de las
harinas de los morfotipos de Erythrina edulis debido a la poca disponibilidad de
materia prima. Una vez mezcladas, se evaluaron diferentes pH de extraccion y de
precipitacién tomando como referencia el trabajo de Martinez y Afién, (1996) 3¢, con

ligeras modificaciones.
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4.10.1. Extraccion a diferentes pH alcalinos y la precipitacion a pH 3.

Las proteinas se extrajeron a pH 8, 9, 10 y 11. Para este fin, a cada nivel de pH, la
harina chachafruto se suspendié en agua destilada (1/10, p/v) y el pH se ajust6 al
valor requerido por adicion de NaOH 2M, cada nivel se realizé por duplicado. Se agité
por un periodo de 24h a temperatura ambiente. Las suspensiones se centrifugaron a
3000 rpm por 20min. Posteriormente, se ajustd pH se llevé a pH 3 con adicion de HCI
2M para precipitar la proteina; luego se centrifugd a 3000 rpm por 20 minutos. El
sélido centrifugado se resuspendid en agua destilada y se neutraliz6 con NaOH 0.1M
para posteriormente ser liofilizadas en un liofilizador Labconco (Figura 16). El

esquema se ilustra en la figura 21.

4.10.2. Extraccion a pH 11y precipitacion a diferentes pH.

Se realizaron 8 extracciones al mejor pH de extraccion determinado en el apartado
anterior (pH 11), bajo las mismas condiciones. Debido a las observaciones
experimentales de la seccién anterior, se tomé un rango de pH mas reducido para
determinar el punto isoeléctrico de la proteina, siendo asi, cada extraccidén se ajusto
apHde 3,5;4;45y5 con HCI 2M, cada nivel por duplicado. Los sobrenadantes asi
tratados se centrifugaron a 3.000 rpm por 20 minutos. Cada centrifugado se
resuspendié en agua destilada y se neutralizd con NaOH 0.1M para luego ser

liofilizado (Figura 22).

Figura 16.Liofilizador Labconco con muestras acopladas.
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A los precipitados obtenidos en las secciones 4.10.1 y 4.10.2 se les estimé el
contenido de proteina por el método de Lowry para establecer cuéles eran las
condiciones que favorecen un mayor aislamiento de las proteinas presentes en la

harina de Erythrina edulis.

El método de LowryB’l estd basado en el reactivo de Folin-Ciocalteu, cuyo
constituyente activo es una mezcla de acidos fosfomolibdénico y fosfotunsgico. La
mezcla de acidos en la preparacion de Folin-Ciocalteu es el croméforo final e involucra

las siguientes especies:

3H20-P205-13W03-5M003-10H20
Y
3H20-P205-14W03-4M00O3-10H20

Las proteinas efectian una reduccion de la mezcla de acidos perdiendo 1,2 o 3
atomos de oxigeno del tungstato y/o molibdato, produciendo una o mas especies
reducidas con un color caracteristico azul (Amax 745-750nm) (Figura 17). El cobre
aparentemente forma un quelato con la estructura peptidica (Figura 18) y facilita la
transferencia de electrones, particularmente en las cercanias de los grupos
funcionales de aminoacidos y por lo tanto incrementando la sensibilidad hacia la
proteina. Los principales aminoacidos croméforos a los cuales el método de Lowry es
sensible son la tirosina y el triptéfano y menor extensién a la cistina, cisteina e

histidina. (38
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Figura 17.Color desarrollado durante la reaccion del método de Lowry.

restos fendlicos
de tirosinas
@ OH Reactivo de Folin
(We+, Mo™)
H 8 2 H O (color amarillo)
AL 4B O)-on
”-.'Cl'l.z-"'
.".. ."'. -~ - -
~C--N~-C--C~N-- -
oo nl
OHROH
Complejo Cu*-protsina Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul palido) (We+, Mo )
o] (color azul)

Figura 18.Esquema ilustrado de las reacciones que ocurren en el método de
Lowry.[39

Segun experimentos relacionados con el uso de estos dos métodos para la
determinacién del contenido de proteina realizados por Roffé, la correlacion entre los
resultados obtenidos por Kjeldahl y por Lowry es bastante buena (Figura 19). Ademas
Roffé compara curvas de calibraciéon de Seroalbumina bovina (BSA) y lectina de
leguminosas del género Canavalia (Concanavalia A) (Figura 20). Los resultados
sugieren que este método no posee diferencias en cuanto al uso de proteina animal

0 vegetal. [0
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Figura 20.Comparacién de curvas de calibracion para los métodos de Lowry y
Bradford empleando proteina animal (BSA) y proteina vegetal (Con-A) [0

El método de Lowry se caracteriza por su alta sensibilidad y su rapidez, por lo que se
puede emplear para el analisis de varias muestras utilizando pequefas cantidades de
la misma, lo cual es muy conveniente, tomando en cuenta el bajo rendimiento de los

extractos. Por ello, se propone como método para cuantificacion rapida y rutinaria de
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las proteinas presentes en los precipitados obtenidos en la estandarizacion del

meétodo de obtencién la harina proteica.

e Soluciones:

- CuSO4 1%

- Tartrato de Sodio y Potasio al 2%

- Na2COs3 al 2% disuelto en NaOH 0,1N.
- Reactivo de Folin.Ciocalteu.

- NaOH 0,1N.

- Seroalbimina bovina (BSA).
e Curvade calibracion.

- A partir de una solucién madre de 0.5mg/mL de BSA se prepararon patrones
desde 0,05-0,50 mg/mL.

- A 0,5mL de cada patrén se le afiadieron 2,5mL una solucion preparada a partir
de 0,5mL de CuSOs 1%, 0,5mL de tartrato de sodio y potasio al 2% y
Carbonato de sodio al 2% disuelto en NaOH 1M. Se dej6 reaccionar por 10
min.

- Mientras la mezcla anterior reaccionaba se preparé una mezcla 1:1 de agua y
reactivo de Folin-Ciocalteu, la cual debia estar fresca para cada andlisis.
Pasados los 10min se afadieron 0,25mL de esta mezcla a la reaccion anterior
y se dejo reaccionar por 30min mas.

- La absorbancia se midié a 580nm.

Para cuantificar la cantidad de proteina presente en los extractos liofilizados
realizados para la estandarizacion, se prepararon soluciones de 0,5mg/mL de extracto
disuelto en NaOH 0,1N. Posteriormente se realiz6 el procedimiento tal como se

describi6 para la curva de calibracion.
La curva de calibracion (Anexo ) arrojo la siguiente ecuacion linear:

m
m—‘ZProteina = 1,4178 * Abs + 0,0095 (ec.7)
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A partir de la cual se realizaron los calculos pertinentes para conocer el contenido

proteico en los extractos.
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Mezcla 50:50 de Harinas de
morfotipos de Erythrina edulis

1.Suspension de harina en agua destilada
(1:20) con ajuste de pH de 8-11

2.Extraccion a temperatura ambiente durante
24h

3.Centrifugacion a 3.000rpm durante 20 min.

( Precipitado ) (Sobrenadante (extracto)

proteico)

— 1.Ajuste de pHa 3

2.Centrifugacién a
3000rom por 30 min

I |
Precipitado Sobrenadante
(proteinas)

1.Resuspension y
netitralizacién

— 2.Liofilizacién

( Extracto proteico )

Figura 21.Esquema general de estandarizacién de extraccién alcalina de las
proteinas de Erythrina edulis.
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Mezcla 50:50 de Harinas de
morfotipos de Erythrina edulis

1.Suspension de harina en agua destilada
(1:20) con ajuste a pH 11.

2. Extraccién a temperatura
ambiente durante 24h

3.Centrifugacion a 3.000rpm durante 20 min.

( Precipitado ) (Sobrenadante (rico en)

proteinas)

1.Ajuste de pH a 3,5-4-
4,5-5

| [ 2.Centrigugacién a 3000
rom por 30 min.

I |
Precipitado (Sobrenadante)
(proteinas)

1.Resuspensiény
neutralizacién

— 2.Liofilizacion

( Extracto proteico )

Figura 22.Esquema de estandarizacion de punto isoeléctrico de las proteinas de Erythrina
edulis.
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4.11. Obtencidon de harina proteinica a macro escala.

Una vez evaluados los parametros optimos de extraccion y precipitacion de las
proteinas de Erythrina edulis a escala de laboratorio, se recurrid a un proceso que
permiti6 mayor rendimiento del aislado para asi disponer de la cantidad suficiente

para los analisis posteriores.

La obtencion del aislado proteico a macro escala (Figura 24) se realiz6 tomando una
cantidad de 200g de harina resultante de la mezcla de ambas harinas de Erythrina
edulis en una proporcion 50:50, ésta se disperso en 4 litros de agua destilada (1/20,
p/v), el pH de la dispersiéon se ajustd a pH 11 empleando NaOH 2M. El volumen de
extraccion se dividié en dos partes y se realizé en un beacker de 2L con agitacion
constante, a temperatura ambiente, por un periodo de 1h. Posteriormente se
centrifug6 a 3000 rpm por 20 minutos, el sobrenadante se recolecto y se ajusté su pH
a 4,5 para precipitar la proteina (Figura 23). Se repitié el proceso de centrifugacion a
3000rpm esta vez por 30 minutos, se decantd y el precipitado se resuspendid y

neutraliz6 empleando NaOH 0,1N para luego ser liofilizado.
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Suspensién de
mezcla de harinas
de E. edulis en agua
destilada

Extraccion de
proteinas a pH
11

—_— _— —_— _— —_— 1
1.Agitacion por 1h.
F —_— _— —_— _— —_— I
I 1.Agitacion por | 2.Centrifugacioén a
20min. l | 3000rpm por 20 min. |
I 2.Centrifugacion a I | 3.Decantacion |
| 3000rpm por
20min. |

| 3.Decantacion.
I 4 Neutralizaciéon

|_5. Liofilizacion

Harina proteina de
Erythrina edulis liofilizada

Precipitacién de proteinas a pH 4,5

Figura 23.Esquema ilustrativo para la elaboracion de harina proteica a escala
macro.
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4.12. Caracterizacion de la harina proteinica.

Los andlisis fisicos proximal se determinaron siguiendo la misma metodologia citada

para la caracterizacion de la harina en los apartados 7 y 8 de esta seccion.

4.13. Cuantificacion de polifenoles en las harinas de los morfitpos de Erythrina
edulis y en la harina proteica.

El contenido de polifenoles en las harinas de Erythrina edulis se determiné mediante
la metodologia empleada por el laboratorio de Empresas Polar, la cual se basa en la
capacidad de absorcion de la radiacion por los anillos aromaticos de los polifenoles

en el UV, a una longitud de onda de 280nm.

En primer lugar se procedi6 a la extraccion de los polifenoles de la harina. Para ello
se pesaron 100mg de harina proteinica por triplicado. A cada réplica se le afiadieron

10mL de metanol se dejo en agitacion por 24h y posteriormente se centrifugo.

Luego se procedié segun el método Mazza y col. 1, Se tomaron 0,5mL de los
extractos metandlicos de cada réplicay se le afiadieron 0,5mL de HClal 0,1% y 9,1mL
de HCI al 2% (ambas soluciones del acido preparadas en etanol absoluto). Se
homogeniz6 y se dejo reaccionar por 15 minutos. Pasado este tiempo se midioé su

absorbancia a 280nm para determinar el contenido de polifenoles totales.

El patrébn empleado para realizar la curva de calibracién fue el &cido galico (Anexo II)

siendo la ecuacion de la recta:

9 G l_39912mg Ab 8
mLac. al = , mLx s (ec.8)
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C Harina de Erythrina edulis )

1.Suspensién de 200g de mezcla de harinas
en 4L aaua destilada con aiuste a pH 11.

22 .Extraccion a temperatura ambiente durante
1lh

3. Centrifugacion a 3.000rpm durante 20 min.

C

Precipitado ) Sobrenadante (extracto
proteico)

- 1.Ajuste a pH 4,5

3.Centrifugacién a
3000rpm por 30min.

I
Precipitado (Sobrenadante)
(proteinas)

1.Resuspensiény
neutralizaciéon

B 2.Liofilizacion

( Harina proteica )

[ 2.Agitacién por 20 min.

Figura 24.Esquema de obtencion de harina proteinica a macro escala a partir de

harina de Erythrina edulis.
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4.14. Cuantificacién de almidon en las harinas de Erythrina edulis.

Se procedié a cuantificarlo siguiendo la metodologia de Chiang y Johnson (1977)
sugerida para muestras con bajo contenido de azUcares reductores, como es el caso
de los cereales y leguminosas. Este método esta basado en la conversion del almidén
en glucosa mediante la accion de la enzima amiloglucosidasa, para posteriormente
hacer reaccionar la glucosa resultante con o-toluidina en medio acido formando una

imina coloreada (Figura 25) a la cual se le mide la absorbancia a 630nm. 42

H;C
CHO CH=N
H——OH H1C H——O0OH
HO——H AcOH glacial HO——H
H——on TN —>  H——OH
H——OH H——OH
CH,OH CH,OH

Figura 25.Reaccion de la glucosa con la o-toluidina en medio &cido. 43!

Se realiz0 la curva de calibracion empleando glucosa anhidrida como patrén (Anexo
llI), se tomaron 0,5mL de cada patrén y se colocaron en un tubo de ensayo para
hacerlos reaccionar con 4,5mL del reactivo de o-toluidina en un bafio de agua
hirviente por 10 minutos. Se enfrié6 con agua fria y por ultimo de afiadieron 5mL de

acido acético glacial para medir su absorbancia a 630nm.

En el caso de las muestras, se pesaron 20mg de muestra, los cuales se dispersaron
en 3mL de agua destilada y 1mL de NaOH 1N en un tubo de centrifuga de 50mL.
Pasados 5 minutos se le agregdé 1mL de HCI 1N. Una vez gelatinizado el almidén se
procedié a afadir 25mL de solucién de amiloglucosidasa AMG 300, previamente
preparada en un buffer de acetato, y se incub6 a 40°C por un periodo de 60 minutos.

Una vez cumplido el tiempo de incubacion se afiadio 2mL de &cido tricloroacético para
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inactivar la enzimay precipitar las proteinas. Esta solucion se centrifugé y se le realizo
el mismo tratamiento que la curva de calibracion para determinar la concentracion de
glucosa. La relacion entre la glucosa y almidén empleada por los autores del método,

es la siguiente:

) mg Glucosa x 0,90
%Almidon total = mgmuestra seca x 100 (ec.9)

4.15. Cuantificacion de aminoéacidos de las harinas de morfotipos de Erythrina
edulis y de la harina proteica.

El perfil de aminoacidos esenciales (valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano,
metionina, treonina, histidina, lisina y arginina) y no esenciales (glicina, prolina, serina,
cisteina, tirosina, aspargina, glutamina, acido aspartico y &acido glutdmico) se
determind a la harina de cada morfotipo (amarillo y rojo) de Erythrina edulis asi como
a la harina proteinica obtenida como producto final. Para ello, se empled el método
propuesto por Heinrikson and Meredith [*4, desarrollado por Waters y modificado por

Empresas Polar. Cada muestra se analizo por triplicado.

El analisis de la composicion de aminoacidos de las proteinas tiene dos pasos: el
primero, y mas critico, es la hidrélisis de los enlaces peptidicos para liberar los
aminoacidos. Se llevaron a cabo dos tipos de hidrolisis: acida y basica, ésto debido a
gue la hidrélisis acida destruye el triptéfano y por ello éste se obtiene mediante

hidrélisis basica.
4.15.1. Hidrdlisis de los enlaces peptidicos de la proteina.

La hidrolisis &cida se realizé agregando 15mL HCI 6M a determinada cantidad de
muestra segun sea el contenido de proteinas, de manera de disponer de 40mg de
proteina. Luego de agregar el acido se le burbujeé nitrégeno por unos cuantos
segundos de manera de desplazar el oxigeno y asi evitar la oxidacion de la tirosina.
Los tubos conteniendo la muestra y el acido se colocaron en la estufa a 110 £+ 1 °C
por un periodo de 24 horas. Luego de este periodo se dejaron enfriar y los hidrolizados
se transfirieron cuantitativamente a balones de 50mL con agua Milli-Q para ser

enrazados.

La hidrdlisis basica se llevé a cabo con NaOH 4,6M siguiendo el mismo procedimiento

descrito en la seccion anterior, con la excepcion de que, al retirar la muestra de la
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estufa y dejarla reposar, el pH del hidrolizado se ajusté a 4,2 empleando HCI

concentrado.

En el caso de la hidrdlisis acida, cada réplica se filtr6 a través de filtros millipore de
45micras. Por su parte, las réplicas de hidrdlisis basica debieron ser centrifugadas
en eppendorf para obtener una solucion transparente, ya que este tipo de hidrdlisis
no logré penetrar el filtro de 45micras por su densidad. . Posteriormente se tomaron
30 uL de cada filtrado y se colocaron en pequefios tubos de reaccion de 6 x 50 mm.
Se colocaron en un desecador al vacio hasta que el liquido se hubiera secado (Figura
26)

Figura 26. Proceso de secado y resecado en desecador acoplado al vacio.

4.15.2. Curva de calibracion.

Se realizaron dos curvas de calibracion: la primera curva se realiz6 con un estandar
de aminoacidos, el cual contiene todos los aminoacidos menos el triptéfano. Los
niveles de la curva correspondian a la siguiente concentracion dentro del rango

dindmico lineal del método:
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Tabla 7. Concentracion de aminoacidos en los niveles de la curva de calibracion.

Concentracién Concentracion
Nivel Vzls‘iémnedn;e de aminoacidos de Cistina
(excepto la [uL/mL]

cistina) [uL/mL]

1 1 0,0125 0,00625

> 3 0,0375 0,01875

3 5 0,0625 0,03125

4 10 0,125 0,0625

5 20 0,25 0,125

Se construyd una segunda curva de calibracién correspondiente al triptéfano con las

mismas concentraciones mostradas en la tabla anterior (Tabla 7). Para ello se preparé

una solucién patron de triptéfano de 2,5 pmol/mL en &cido clorhidrico 0,1N. Al igual

gue la curva anterior cada nivel se realiz6 por triplicado. Luego de colocar el volumen

correspondiente en cada tubo de reaccion, estos se colocaron en un desecador al

vacio para secarlos al igual que los hidrolizados descritos en el apartado anterior.

(a) Resecado de los hidrolizados de la muestra y los patrones

Las muestras y los patrones de la curva de calibracion se resecaron agregando 10 pL

de una solucion de etanol:agua:trietilamina en una relacion 2:2:1, agitando en un

vortex. Estos se colocaron de nuevo en el desecador al vacio hasta sequedad.
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4.15.3. Derivatizacion de los aminoacidos.

La derivatizacion de los aminoacidos se realizé utilizando Fenilisotiocianato (PITC)
para producir Feniltiocarbamil Aminoacido (figura 27) ya que estos aminoacidos
poseen una maxima absorbancia cerca de 269nm. La reaccion procede como se

muestra a continuacion:

25 R CH HO C
N -C \ H20 £ EtOH %
+ o >
HZN HiCo_MN._CH; N_|/\\ NH R

Figura 27.Reaccion de derivatizacion de aminoacidos empleando Fenilisotiocianato
en presencia de trietilamina (28],

Para llevar a cabo la derivatizacién se agregaron, a los hidrolizados resecados, 20 uL
de solucion derivatizante (etanol:trietilamina:agua:PITC 7:1:1:1) agitando en un vortex
para su homogenizacion y se dejo reaccionar por 20 minutos dentro del desecador,
luego de esto se le aplicé vacio en el desecador para obtener los derivados secos y

poderlos almacenar refrigerados.

4.15.4. Analisis de las muestras en el equipo de HPLC.

El equipo utilizado fue un HPLC Waters Alliance (Figura 28) en fase reversa con
detector UV-Visible, bomba cuaternaria y columna Nova-Pak C18 (Waters p/N
WAT011695) 3,9 x 300 mm.

Los derivados de los amino&cidos secos se resuspendieron en una solucion buffer de
fosfato acido de disodio (Na2HPO4) llevada a pH 7,4 con acido fosforico al 10%, a la
cual se le agreg6 una pequefa cantidad de acetonitrilo. Estas muestras son estables

sé6lo por 60 horas en refrigeracion y 10 horas a temperatura ambiente.
Especificaciones de la corrida:

- Flujo: 0,6mL/min.

- Temperatura: 40°C
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- Fase movil:

A: Acetato de sodio 0,14M- trietilamina 0,05% pH= 5,70
B: Acetonitrilo-agua 6:4

C: Agua Milli-Q

D: Acetonitrilo

- Volumen de inyeccion: 4 yL

- Tiempo de corrida 47 minutos, delay: 30 min

- Deteccion: UV-visible A = 254nm

La columna se debe equilibrar con las fases moviles cuatro horas previas al analisis

con el flujo correspondiente a la corrida y un gradiente de 95% Ay 5% B.
Una vez iniciado el analisis el gradiente del método fue el ilustrado en la tabla 4.2:

Tabla 5. Gradiente de fases moéviles del método "Aminoacidos 2015"

Tiempo Flujo %A %B %C %D eventos
(mL/min)
0 95 5 0 0
20 68 32 0 0
30 52 48 0 0
35 0 100 0 0
47 0.60 0 100 0 0
57 95 5 0 0
77 95 5 0 0
82 95 5 0 0
95 0 0 95 5
140 0 0 95 5 Temp=off

150 0,7 0 100 0 0
180 0,7 0 100 0 0

183 0 0 100 0 0 Sparge
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Una vez corridos los estandares y las muestras, se realizé la integracion de los picos
de los cromatogramas (Anexo V) y con estas areas se construyeron las curvas de
calibracion (Anexo V y VI) para cada aminoacido. Para ello se empleé el software

Empower de la compafia Waters.

La concentracion de los analitos se determind por interpolacion en las curvas de

calibracién, tomando en cuenta las diluciones.

Figura 28.Equipo HPLC Waters Alliance modelo 2695.

4.16. Digestibilidad in Vitro de la harina proteica.

La digestibilidad in vitro se llevé a cabo siguiendo la metodologia propuesta de Hsu y

col. “sI:

Con un sistema multienzimético [(8 mg tripsina + 15.5 mg quimotripsina + 6.5 mg
peptidasa) / 5 mL de agua destilada] constituido por tripsina pancreatica porcina tipo
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IX, quimotripsina pancreética bovina tipo Il y peptidasa intestinal porcina grado Ill.
Una cantidad especifica de cada muestra se utiliz6 para preparar 50mL de una
suspension acuosa de proteina (6.25 mg proteina/mL); el pH de la suspension se
ajustd a 8.0, mientras se agitaba en un bafio de agua a 37°C. A cada suspension
proteinica, mantenida a 37°C y en agitacion constante, se le afladié 5mL de solucion

multienzimatica; Pasados 10 minutos se registré el pH.

La Digestibilidad Proteica (DP) se calculé con la ecuaciéon de Hsu y col.

D.P = 210,46 — 18,10x (ec.10)

Donde X = pH registrado 10 min después de afiadir el sistema multienzimatico a la

solucién proteinica. °]
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5. Resultados y discusion
5.1. Caracterizacion fisica de los frutos de Erythrina edulis.

Se encontrd una particularidad al momento de desvainar el fruto y ésta fue que, a
pesar de que las vainas lucian iguales en su exterior y fueron recolectadas al azar de
los arboles de E. edulis (chachafruto), se encontraron dos coloraciones de granos,
unos eran amarillos y otras rojos. Esto coincide con lo que cita Barrero [ de que se
pueden encontrar varios morfotipos de Erythrina edulis, algunos amarillos, rojos y

negros. Esta coincidencia llevé a que cada morfotipo se caracterizara por separado.

Siendo asi, la caracterizacion fisica de los frutos de Erythrina edulis arrojé los

siguientes resultados (Tabla 6):

Tabla 6.Caracterizacion fisica de los frutos de los morfotipos de Erythrina edulis:

Rojo Amarillo

Largo (cm) 39,4+54a 40,2 + 4,9a

Ancho (cm) 3,0+0,4a 3,2+0,3a

Espesor (cm) 2,8 £0,4a 2,9x0,4a
Peso entero (Q) 151,1 £ 41,6a 184,9 £ 55,7a
Peso vaina (g) 71,4 £15,8a 72,6 £ 14,5a

# granos 7+ 2a 6+ 1la

Peso granos (Q) 79,7 + 27,2a 112,2 + 42 ,9a
Rendimiento (%) 51,6 +6,1a 58,1+ 11,9a

Valores promedio * desviacion estandar, n=18 y m=7. Valores en la fila con la misma letra no son

significativamente diferentes (P<0.05).

Cabe destacar que el morfotipo con el tegumento rojo en los granos representd la
mayoria de la poblacién total, por lo que se tuvo la oportunidad de analizar una mayor
cantidad, mientras que el morfotipo de tegumento amarillo solo se pudieron analizar
7 frutos (vainas). Los andlisis estadisticos muestran que no hay diferencias
significativas entre los frutos de ambos morfotipos en cuanto a las variables
analizadas. Es importante recalcar que el fruto y granos de Erythrina edulis se
caracterizan por sus grandes dimensiones (figura 29) comparado las demas
leguminosas. Comparandolo con otras leguminosas, como por ejemplo Phaseolus
vulgaris, ésto representa una ventaja debido a que los frutos cosechados son mas

grandes y poseen granos de mayor tamafo, por lo cual se necesita cosechar menos
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frutos para completar una porcién de granos del mismo peso de P. Vulgaris, cuyos

frutos y granos son mucho mas pequerios.

Figura 29.Granos de Erythrina edulis rojo.

En cuanto a la caracterizacién fisica de los granos de ambos morfotipos, se

encontraron los siguientes resultados (Tabla 7):

Tabla 7.Caracterizacion fisica de los granos de ambos morfotipos de E. edulis.

Rojo Amarillo

Largo(cm) 4,4 +0,6a 4,7 +0,5a
Ancho(cm) 2,4 £0,4a 2,5+0,3a
Espesor(cm) 3,2+0,2a 2,4+0,2b
Peso (g9) 13,4 £ 4,6a 16,8 £ 4,6b

Valores promedio + desviacién estandar, n=25. Valores en la columna con la misma letra no son
significativamente diferentes (P<0.05).

Las pruebas estadisticas indican que no hay diferencias significativas en cuanto al
largo y ancho de los granos, sin embargo, si existen diferencias significativas en el
espesor y peso de estas, siendo mayor el espesor de los granos rojos y en cuanto el

peso los granos amarillos.

5.2. Elaboracion de las harinas de Erythrina edulis.

Durante la operacion de escaldado de los granos rebanados se observo formacion
excesiva de espuma, correspondiente a las saponinas contenidas en los granos, muy

caracteristica en el caso de las leguminosas.
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La curva de secado (Figuras 28 y 29) obtenida para cada morfotipo se ilustra a

continuacion:

Curva de secado Erythrina edulis Rojo

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00

2,00

H (gH20/gmuestra)

1,00

0,00 ——

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
-1,00

Tiempo (h)

Figura 30. Curva de secado de Erythrina edulis rojo.

Curva de secado Erythrina edulis Amarillo

3,50
3,00
2,50
2,00

1,50

H (gH20/gmuestra)

1,00
0,50

0,00
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (h)

Figura 31. Curva de secado de Erythrina edulis amarillo.

En las figuras anteriores se puede observar que la humedad inicial de los granos del

morfotipo rojo es mayor que la del morfotipo amarillo, esto se puede deber a que en
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la poblacion de granos rojos, habia mas presencia de granos inmaduros que
seguramente contenian mayor humedad e incidieronen el valor de ésta. También se
puede apreciar una ligera diferencia entre el patrén de pérdida de agua. Al aplicar una
linea de tendencia lineal para la primera etapa de pérdida drastica de agua, se deduce
gue la velocidad de pérdida de agua (pendiente de la recta) para el morfotipo rojo es
aproximadamente de -2,5gH20/gmuestra/h y para el morfotipo amarillo -1,3
gH20/gmuestra/h. En el caso del morfotipo rojo (mayor humedad inicial) el contenido
de agua decrecioé de manera constante y rapida, lo que indica que la mayoria del agua
presente era agua no ligada. Pasadas dos horas se lleg6 al valor critico de humedad,
donde el agua que aun permanece forma parte del agua ligada que interacciona con

los componentes de la matriz y por ello resulta mas dificil su remocién.

En el caso del Erythrina edulis amarillo (figura 31), se muestra una curva de secado
similar a la anterior, pero con una pérdida de agua mas lenta, debido a que su
contenido de humedad inicial era menor que el del morfotipo rojo, y su contenido de
agua seguramente se encontraba formando interacciones con la matriz, también

tomando en cuenta que este morfotipo posee mas contenido de carbohidratos.

La velocidad de pérdida de agua se ve afectada por la composicion quimica de las
muestras y por la morfologia del tejido celular, ademas de la superficie de contacto

de la muestra con el aire caliente del deshidratador.

Luego de conocer el patron de pérdida de agua de los granos escaldos de cada
morfotipo, se procedié al deshidratar el resto para elaborar las harinas como tal.
Aungue, segun la curva de secado, la humedad se ve reducida casi completamente
a las 7 horas, se decidi6 dejarlas por 24 horas para asegurar un mayor secado; sin
embargo, si se tratara de produccién de harina a escala industrial, donde el tiempo
juega un factor muy importante en la eficiencia del proceso, si seria necesario dejarlo
durante 7 horas o buscar otro equipo de deshidratacion que disminuya el tiempo de

secado.

Una vez deshidratados los granos, se determiné el peso recuperado luego de la

pérdida de humedad para conocer el rendimiento obtenido (Tabla 8):
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Tabla 8.Célculo del rendimiento del proceso de deshidratacion.

Erythrina Peso granos Peso granos Rendimiento
edulis frescos (Q) deshidratados (%)
Rojo 3700 t 50a 485,0+ 0,1a 13,1a
Amarillo 2500 + 50b 537,6+0,1b 21,5b

Valores en la columna con la misma letra no son significativamente diferentes (P<0.05).
Posteriormente se procedié a moler y tamizar. La granulometria del producto de la
molienda se determind haciendo pasar las harinas por distintos tamices. El resultado

se muestra en la siguiente tabla (Tabla 9):

Tabla 9.Granulometria de las harinas de Erythrina edulis.

Mesh 230 40 50 60 <60
Tamarfio
de >595 420 297 250 <250
particula
(Um)
Rojo 17% 13,80% 16,65% 8,90% 43,60%

Amarillo 15,27% 13,50% 15,72% 8,90% 46,60%

La tabla 9 muestra que no hay diferencia significativa entre las granulometrias de
ambas harinas. El mayor porcentaje se obtiene con tamafios de particula menor a
250 um. Se decidié entonces tomar la harina tamizada por la malla de 60 mesh y
<60; ésto no solamente permite un mayor porcentaje de recuperacion de la harina,
sino que también al momento de su utilizacion y su andlisis es mas ventajosa debido
a gue existe una mayor superficie de contacto con los solventes y reactivos. Ademas,
en el caso de que se buscara la comercializacion de esta harina, mientras mas fina

sea, mas atractiva resultaria al consumidor.

El rendimiento global del proceso (Tabla 10), que va desde la reduccion de tamario
hasta la molienda, seria considerado tomando en cuenta que solo se le di6 uso a la
harina tamizada a 60 mesh y menor a este tamafio de particula, por la razones citadas

en el parrafo anterior. Siendo asi, el rendimiento obtenido fue el siguiente:
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Tabla 10.Rendimiento global del proceso de elaboracion de harinas.

Erythrina Peso granos Peso harina Rendimiento
edulis frescos (Q) tamizada <60 total(%)
mesh (Q)
Rojo 3700 + 50a 230,1 +0,1a 6,2a
Amarillo 2500 + 50b 273,1+0,1b 10,90
Errores asociados a las balanzas. Valores en la columna con la misma letra no son significativamente diferentes
(P<0.05).

Como se puede apreciar, el rendimiento fue bastante bajo, siendo menor en la harina
de Erythrina edulis rojo y un poco mayor en el morfotipo amarillo. El bajo rendimiento
se debe principalmente al contenido de humedad inicial de los granos frescos el cual,
se vera mas adelante, varia entre 70 y 80 %, por lo que al remover el agua se pierde
una cantidad significativa de masa, ademas de las pérdidas que se pudieron suscitar
sobre todo a la hora de la molienda.

5.3. Caracterizacion de las harinas de Erythrina edulis.
5.3.1. Andlisis proximal de las harinas de Erythrina edulis.

Los resultados obtenidos de los macronutrientes para las harinas de Erythrina edulis

se muestran a continuacion en la tabla 11:

Tabla 11.Valor nutricional de las harinas de Erythrina edulis.

g/100g Rojo Amarillo

Humedad 14,6 £ 0,2a 8,6 +0,2b

Cenizas 3,4+0,1a 2,6 +0,2b

Grasa cruda 15+0,1a 0,7+0,1b
Proteina cruda 25,9+ 0,3a 18,0 £ 0,1b
Carbohidratos totales 54,7 £ 0,6a 70,2+ 0,4b
Almidén 425+ 19a 45,7 £ 0,6b
Calorias /100g 3352+1,2 358,7 £0,8b

Valores promedio + desviacion estdndar, n=3. Valores en la fila con la misma letra no son significativamente
diferentes (P<0.05).

La humedad de la harina del morfotipo rojo resulté significativamente mayor que la
harina del morfotipo amarillo, ésto puede ser consecuencia de que los granos rojos
tenian un mayor contenido de humedad que las amarillas, y aunque ambas se dejaron

un tiempo prolongado para asegurar una correcta deshidratacion, puede que parte
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del agua de los granos rojos sea agua fuertemente ligada la cual no es facil remover
a una temperatura de 45°C, ademas que la composicién de su matriz es distinta al del

morfotipo amarillo.

Los resultados de los demas macronutrientes fueron expresados en base seca y
como se puede apreciar, los valores de ambos morfotipos oscilan entre lo esperado
para una leguminosa, sin embargo, llama la atencion que si existen diferencias
nutricionales significativas entre ambos morfotipos. El Erythrina edulis rojo aporta mas
cenizas, grasa cruda y proteinas que el morfotipo amarillo, mientras que la deficiencia
de este Ultimo en estos macronutrientes se ve compensada por una mayor cantidad
de carbohidratos y como se puede ver también el contenido de almidon del morfotipo
amarillo es ligeramente mayor a la del morfotipo rojo, pero representa una diferencia
significativa estadisticamente, igualmente el contenido calorico. Las calorias
aportadas al consumir 100g de harinas de E. edulis cubren alrededor de 17% del valor

total para una dieta recomendada de 2000 calorias.

Considerando que el morfotipo rojo es mas rico nutricionalmente, es posible
considerar que el morfotipo amarillo es producto de un alelo recesivo en la genética
de la planta, esto puede ademas afectar la ruta fotosintética del arbol que provoque

la disminucion de las caracteristicas de la planta y sus granos.

5.3.2. Andlisis fisicos.

5.3.2.1. Colorimetria.

En las imagenes de las harinas obtenidas en la seccion anterior, es notable la
diferencia de color entre ambas dependiendo del morfotipo. Empleando el colorimetro
Hunterlab, estas diferencias se especifican de una manera mas cuantitativa mediante

los resultados mostrados a continuacion (tabla 12):

Tabla 12.Pardmetros colorimétricos de las harinas de Erythrina edulis:

Erythrina edulis L* a* b*
Rojo 71,08 £ 0,01a 0,46 + 0,02a 7,82 +0,04a
Amarillo 81,65 + 0,00b 1,73 £0,02b 13,39 £ 0.01b

Valores promedio * desviacion estdndar, n=3. Valores en la columna con la misma letra no son significativamente
diferentes (P<0.05).

Como se puede notar en la Tabla 12., la harina resultante del Erythrina edulis amarillo
tiene una luminosidad (*L) significativamente mayor que la del rojo, ademas de tener
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valores méas positivos hacia la tonalidad roja (a*) y amarilla (*b) que la harina de E.
edulis rojo (Figura 33) Para ilustrar mejor los resultados, se muestra la siguiente

imagen (Figura 32), donde 1 es la harina de E. edulis rojo y 2 amarillo

L*= 0.00, a*= 0.00,b*= 0.00 Grid= 10.0{ 10.0

b v

RRRRRRRR [ 1 Tee

Figura 32. Plano colorimétrico de las harinas de Erythrina edulis.

a b

Figura 33. a. Harina de Erythrina edulis rojo; b. Harina de Erythrina edulis amarillo

5.3.2.2. Actividad de agua.

Los resultados obtenidos para la actividad de agua de las harinas se muestran en la
tabla 13:
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Tabla 13. Actividad de agua de las harinas de Erythrina edulis:

Erythrina edulis aw
Rojo 0,47 = 0,04a
Amarillo 0,42 + 0,0l1a

Valores promedio + desviacién estandar, n=3. Valores en la columna con la misma letra no son
significativamente diferentes (P<0.05).

Una actividad con estos valores, para harinas, se encuentra entre los limites
deseados, ya que es lo suficientemente baja como para evitar que ocurram

reacciones indeseadas.

La actividad de agua esté directamente relacionada con el contenido de humedad del
alimento, por lo que es de esperarse que la aw de la harina Erythrina edulis rojo sea

ligeramente mayor a la del amarillo, sin embargo no hay diferencias significativas.

Es muy importante conocer la actividad de agua de un alimento debido a que esto
brinda un indicio de qué tan estable puede ser este a lo largo del tiempo, ya que,
dependiendo de la matriz del alimento, pueden ocurrir reacciones de oxidacién de
lipidos, pardeamiento no enzimatico, fermentacion, proliferacion de

microorganismos. 4]

5.3.3. Analisis fisicoquimicos.

La acidez titulable fue expresada en base a acido sulfurico ya que no se conoce el
acido organico en mayor proporciéon responsable de la acidez de esta leguminosa. A

continuacion se muestran los resultados obtenidos:

Tabla 14.pH y acidez titulable de harinas de morfotipos de Erythrina edulis.

Erythrina edulis pH Acidez titulable (%)
Rojo 6,75+ 0,07a 0,076 + 0,006a
Amarillo 6,77 £ 0,04a 0,047 £ 0,005b

Valores promedio * desviacion estdndar, n=3. Valores en la columna con la misma letra no son significativamente
diferentes (P<0.05).

Como se puede ver en tabla 14, no hay diferencias significativas entre el pH de ambos
morfotipos, siendo éste en general ligeramente acido pero muy cercano a la
neutralidad. La acidez titulable es bastante baja, sin embargo se evidencia una
diferencia significativa entre ambos morfotipos, siendo mayor la del Erythrina edulis

rojo. Los factores que pueden incidir en la acidez son los &cidos organicos libres, los
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acidos grasos, los fenoles y los restos de aminoacidos con cadena lateral acida,
ademas se debe recordar que el contenido de grasa cruda del morfotipo rojo es mayor

gue el del morfotipo amarillo.

5.4. Elaboracion de harina proteica de Erythrina edulis.

Como se dijo anteriormente, las proteinas se extrajeron una mezcla 50:50 de las
harinas de morfotipo rojo y amarillo, esto debido a la poca disponibilidad de materia
prima (harinas). Para poder evaluar el rendimiento de la extraccion de las proteinas,
fue necesario conocer el contenido proteico real de la mezcla de estas harinas. En la
tabla 15 se muestran los resultados de humedad y proteina de la mezcla de harinas
gue se empleb como materia prima:

Tabla 15.Contenido de humedad y proteina en la mezcla 50:50 de harinas de
morfotipos de Erythrina edulis:

g/100g Humedad Proteina (b.s)
Mezcla de harinas 9,98 £ 0,06 21,46 £ 0,11

Valores promedio * desviacion estdndar, n=3

Como era de esperarse, la cantidad de proteina cuantificada por Kjeldahl arrojé un
resultado igual al teérico calculado por balance de masas, por lo que se puede asumir

gue sucedera lo mismo con el resto de los nutrientes.

Se procedié a evaluar entonces el pH Optimo de extraccion, con una relacién
harina:solvente de 1:20 y un tiempo de 24h para posteriormente centrifugar y
precipitar la proteina a un pH genérico de 3, obteniendo los siguientes resultados
segun el método de Lowry para proteinas, ilustrados en la siguiente grafica (Figura
34):
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Cantidad de proteina extraida vs. pH de extraccion
45
40
35
30
25

20

%Proteina

15

10

7 7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5 11 11,5

pH de extraccion

Figura 34. Estandarizacion del pH 6ptimo de extraccidon de las proteinas de
Erythrina edulis.

El método mostro diferencias significativas entre la proteina extraida en cada pHy a
pesar de que éstos valores no fueron muy elevados, tomando en cuenta que pH 3 no
es el punto isoeléctrico de la proteina, la gréafica de la figura 34 denota que a pH 11
se realiza la mayor extraccion, por lo que ese fue el pH empleado en el siguiente

andlisis donde se determiné el punto isoeléctrico de la proteina (Figura 35):

Cantidad de proteina precipitada vs. pH de precipitacion

75
70 o

65

%Proteina

60
55 ¢

50
3 3,5 4 4,5 5 5,5

pH de precipitacion

Figura 35. Estandarizacion del punto isoeléctrico de la proteina de Erythrina edulis.
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El método de Martinez y Afidn 28], propone una evaluacién del punto isoeléctrico entre
los pH 3 y 7 con intervalos de unidad, sin embargo, en este estudio se decidio
disminuir el intervalo de evaluacion por varios motivos: en primer lugar, segun las
observaciones experimentales, los pH donde se observé mayor precipitado fue entre
4 y 5, siendo este el intervalo reportado por la bibliografia para leguminosas. En
segundo lugar, esto permitié que se estudiaran valores de pH mas precisos, ya que
pequefias variaciones en éste pueden alterar el punto isoeléctrico, es decir, puede

que el pl no sea un nimero entero.

Como se puede apreciar en la figura 35, el pH al cual precipitdé mayor cantidad de
proteina fue a pH 4,5, tomando este pH como punto isoeléctrico, lo cual concuerda
con estudios realizados por Fan y Sosulski. (1974), en los cuales se emple6 un pH
de precipitacién de 4,5 para elaborar aislados proteicos de once leguminosas,

obteniendo resultados bastante satisfactorios. 471,

Debido a que el tiempo de extraccion de 24 horas implica un alto consumo de tiempo
y a pH alcalino pueden ocurrir reacciones de hidrdlisis y solubilizacién de compuestos
que podrian disminuir el rendimiento del contenido proteico, se decidid experimentar
un tiempo de extraccion de 1 hora, bajo las mismas condiciones, obteniendo los

siguientes resultados ilustrados en la siguiente grafica (Figura 36):

Cantidad de proteina extraida vs.
Tiempo de extraccion

90
80
70
60
50
40
30
20
10

%Proteina

1 24

Tiempo de extraccion (h)

Figura 36. Comparacion de proteina extraida a 1 horay 24 horas.
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Como se puede apreciar en la grafica (figura 36), el contenido proteico obtenido con
una extraccion de 1 hora es significativamente mayor al obtenido con 24 horas
(tomando dos réplicas para cada caso), siendo estos 78,42 % y 68,71%
respectivamente, por lo que se plante6 elaborar el producto final bajo las condiciones
de relaciéon harina solvente 1:20, tiempo de extraccion 1 hora, pH de extraccion 11y
pl 4,5 a temperatura ambiente, ya que esto implica un ahorro de tiempo y mejora del

rendimiento del extracto proteico.

5.5. Caracterizacion de la harina proteica de Erythrina edulis.
5.5.1. Analisis proximal de la harina proteica.

La cantidad de producto final obtenido fue de 3,2 gramos, extraidos de 200 gramos
de mezcla de harinas. Como se puede notar, el rendimiento es bajo (1,6%), sin
embargo para productos proteicos, incluso de origen animal, como es el caso del
aislado de suero de leche, se obtienen rendimientos alrededor de 3%. Debido la poca
disponibilidad de producto final, algunos analisis se vieron afectados. Los resultados

obtenidos de los andlisis para la harina proteica fueron los siguientes (Tabla 16):

Tabla 16.Macronutrientes presentes en la harina proteica de Erythrina edulis:

g/100g
Humedad 9,83 + 0,07
Cenizas 8,03 + 0,65
Grasa cruda N.D
Proteina cruda 51,97 £ 0,02
Carbohidratos totales N.D

Valores promedio * desviacién estandar, n=3; N.D: no determinado.

La grasa cruda no fue determinada ya que no se consideré que el producto tuviese
una cantidad significativa de lipidos debido a que la materia prima también era escasa
en este macronutriente, ademas no se contaba con la cantidad de producto suficiente
como para aplicar alguno de los métodos especificos para determinar grasas.
Igualmente, no se puede asumir que la harina proteica tuviese cero contenido de

grasa, lo que deriva en que no se puede hacer el calculo de los carbohidratos totales.
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En cuanto a la proteina, a pesar de que el contenido proteico de los extractos
obtenidos en la estandarizacion, cuantificados por el método de Lowry, arrojan
resultados de alrededor de 80% de proteina - lo que clasificaria al producto final como
un concentrado proteico - luego de realizar el producto a macroescala y obtener
cantidad suficiente para emplear el método de Kjeldahl para su caracterizacion tal
como lo norma la AOAC, se obtuvieron resultados significativamente distintos (Tabla
17):

Tabla 17.Comparacion de métodos Lowry y Kjeldahl en la cuantificacién de la
proteina de extracto proteico de Erythrina edulis.

Método %Proteina Lowry/Kjeldahl
(b.s)

Lowry 86,95 + 2,83a
1,7

Kjeldahl 51,97 £0,01b

Valores promedio + desviacion estandar, n=3. Valores en la columna con la misma letra no son significativamente
diferentes (P<0.05).

Indiscutiblemente existen diferencias muy significativas (casi el doble) en la
cuantificacion de la proteina, tomando como verdadero el resultado el arrojado por el
meétodo de Kjeldahl el cual se basa en la cuantificacion del nitrdgeno total, mientras
que el método de Lowry por ser un método colorimétrico estd sujeto a muchas
interferencias . En este caso en particular, lo que pudo afectar los resultados es el
contenido de polifenoles en el producto final, ya que el reactivo de Folin- Ciocalteu
empleado para el método de Lowry es empleado por si solo para cuantificacion de
polifenoles, lo que quiere decir que la mas minima cantidad de estos que se pudieran
encontrar en el producto, se verian oxidados por el reactivo de Folin, dando una

coloraciéon azul y asi afectando el resultado, dando un error por exceso.

Un contenido de proteinas de 52% posiciona el producto final en la categoria de
harinas proteicas segun el Codex alimentarius 3%, y este valor es, sin embargo, un
resultado satisfactorio ya que se logré aumentar en mas del doble el contenido
proteico de la mezcla de harina inicial, y si bien es cierto que ahora le producto final
involucra otros compuestos aparte de las proteinas, esto podria traer igualmente
beneficios nutricionales y funcionales, como se cit0 anteriormente. Bahnassey y col.,
obtuvieron resultados similares a estos (46-55% de proteina) para lentejas y caraotas,

empleando las mismas condiciones de extraccion y precipitacion. 4]
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Con el fin de determinar el punto critico del proceso, el cual pudo haber sido
responsable de obtener la harina proteica y no el aislado proteico, se decidio
determinar si en el sobrenadante remanente luego del ajuste del punto isoeléctrico,
habia presencia de proteinas. De esta manera se sabria si fue el pH de extraccion lo
gue resulté ineficiente, dejando las proteinas en la harina 6 si fue el pH isoeléctrico.
Siendo asi, se analizaron tres alicuotas de 20mL del sobrenadante y el resultado
obtenido fue positivo, arrojando una concentracion de proteina de 2,5¢/L, tomando en
cuenta que se dispersaron 200g de harina en 4L de solucién alcalina, se puede decir
gue en esos 4L quedaron en suspension 10g de proteinas, lo cual representa casi ¥4
de las proteinas presentes en los 200g de mezcla de harina (42g de proteina). De
este analisis se puede concluir que si bien 10g apenas es ¥4 de la proteina total, si
hubiesen precipitado en su totalidad se hubiese obtenido un rendimiento més alto de
producto final, y si hubiesen precipitado selectivamente quiza se hubiese logrado un
aislado proteico. Sin embargo debido a la complejidad de la matriz estas proteinas
siempre se encuentran formando fuertes interacciones con los demas componentes
de la muestra. Por lo que se puede decir que el punto critico del proceso fue el punto
isoeléctrico, a pesar de autores reportan que la extraccidén alcalina y precipitacion
entre pH 4 y 5 se emplea regularmente para precipitar las proteinas de la soya y colza
en la elaboracion de aislados proteicos 281491 ademas la bibliografia también reporta
que los pH de precipitacion para albuminas y globulinas (fracciones proteicas

mayoritarias en leguminosas) estan entre pH 4y 5.

Por otra parte, debido a los valores obtenidos en la estandarizacion, no hay nada que
pueda asegurar que con cualquier otro pH se hubiese obtenido una precipitacion total,
siendo asi, lo que puede resultar ineficiente es emplear el método de precipitacion
isoeléctrica para la obtencion del producto proteico, quizas utilizar membranas de
ultrafiltracién pudo haber arrojado mejores resultados, pero no se disponia de estas.
Otro factor que pudo afectar en la precipitacion de las proteinas fue la temperatura
del proceso; Martinez y Afidn y Pablo Rodriguez elaboraron aislados proteicos de
amaranto y reportan haber realizado el proceso de centrifugaciéon a una temperatura
de 4°C [3681 301 |o cual es l6gico ya que las proteinas, al igual que otros compuestos
aumentan su solubilidad cuando la temperatura varia de 0 a 40-50°C [?8. La
temperatura a la que se realizo la precipitacion en este caso fue de 25°C, si se hubiese

trabajado a 4°C es muy probable que se hubiese favorecido la precipitacién.

67



5.5.2. Andlisis fisicos de la harina proteica.

5.5.2.1. Color.

El color del producto final obtenido fue de color pardo (Figura 35), lo que sugiere

también la presencia de polifenoles.

Figura 37.Harina proteica de Erythrina edulis.

Sus pardmetros colorimétricos fueron medidos al igual que se hizo con las harinas de

Erythrina edulis:

Tabla 18.Parametros colorimétricos de la harina proteica de Erythrina edulis.
L* a* b*
28,45 +0,03 12,24 +0,03 10,06 £+ 0,03

Valores promedio * desviacion estandar

Como se puede apreciar (Tabla 18), la luminosidad (L*) es baja, por lo que el producto
es notablemente oscuro y su tonalidad tiende hacia el rojo y amarillo. Esto se puede

observar mejor en el plano colorimétrico (Figura 36):
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L*= 0.00, a*= 0.00, b*= 0.00 Grid= 10.0{ 10.0

b

Figura 38.Plano colorimétrico de la harina proteica.

5.5.2.2. Actividad de Agua.

El contenido de humedad de la harina proteica oscila alrededor de 10%, sin embargo,
se encontraron valores de actividad de agua bastante bajos de 0,154 + 0,004, en
comparacién a las harinas de Erythrina edulis. Recordando que la actividad de agua
representa el agua disponible para el desarrollo de reacciones y microorganismos,
puede ser que a pesar de tener un 10% de humedad, esta agua presente no se
encuentre de forma libre sino méas bien ligada a la proteina, la cual se encuentra en
mayor cantidad que en las otras harinas, por lo se debe tomar en cuenta que las

proteinas se caracterizan por su capacidad de absorcidn y retencion de agua.

5.6. Determinacion de la concentracion de polifenoles en las harinas de
morfotipos de Erythrina edulis y en la harina proteica.

Debido a la discrepancia entre el método de Lowry y el de Kjeldahl, se procedi6é a
determinar la concentracion de polifenoles en las harinas de ambos morfotipos de
Erythrina edulis y en el producto final, de manera de certificar que la presencia de

éstos si interfirié con el método.
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Tabla 19.Contenido de polifenoles totales en las harinas de Erythrina edulis y en la
harina proteica:

Harina Polifenoles totales (mgAc.Gal/gmuestra)
E. edulis Rojo 2,70 £ 0,05a
E. edulis Amarillo 1,97 £ 0,09b
Harina proteica 5,12 + 0,26¢C

Valores promedio + desviacion estdndar, n=3. Valores en la columna con la misma letra no son
significativamente diferentes (P<0.05).

Como se puede notar en la tabla 19, en las harinas de los morfotipos de Erythrina
edulis la concentracion de polifenoles es bastante baja, sin embargo, es
significativamente mayor en la harina del morfotipo rojo que en la del morfotipo
amarillo, esto es predecible ya que la intensidad del color del tegumento de granos
de leguminosas va directamente ligada a su contenido de polifenoles. Considerando
gue se utilizd una mezcla 50:50 de cada harina, por balance de masas, es de
esperarse gue el contenido de polifenoles de la materia prima fuese aproximadamente
2,3mg/ gmuestra, sin embargo, es importante recalcar que el producto final tuviese
mas del doble de esa concentracidn, por lo que se puede inferir que estos polifenoles
fueron extraidos junto con las proteinas, y no permanecieron en solucién sino que
precipitaron con estas al acidificar, lo cual puede deberse a las fuertes interacciones
proteina-polifenol, lo que explica ademas el color pardo de la harina proteica. Los
polifenoles en presencia de oxigeno, pueden oxidarse a las quinonas
correspondientes. Algunas quinonas son capaces de polimerizarse por via no
enzimatica en pigmentos pardos de elevada masa molar o bien reaccionar con ciertos
residuos de aminoacidos como la lisina, cistina, metionina o el triptéfano 1. Una
manera de reducir este efecto colateral seria remover el tegumento de los granos
antes de elaborar las harinas, ya que los polifenoles en las leguminosas se
encuentran principalmente en esta parte de la semilla, o lavar la harina con una
mezcla etanol-agua previo a la extraccion de las proteinas, de manera de remover la

mayor cantidad de polifenoles.
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5.7. Perfil de Aminoacidos de las harinas de los morfotipos de Erythrina edulis
y de la harina proteica.

El valor biolégico de una proteina depende de su perfil de aminoacidos y de su

digestibilidad. A continuacion se muestra el perfil de aminoécidos tanto de las harinas

de los morfotipos de Erythrina edulis como de la harina proteica expresados en

funcién de la proteina de cada muestra y en funcion de la muestra total (Figuras 39 y

40):

mgA.A/gproteina

Comparacion del contenido de aminoacidos en la proteina de cada
morfotipo de Erythrina edulis y de la harina proteinica
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Figura 39.Comparacién del contenido de aminoacidos por gramo de proteina de las

harinas de morfotipos de Erythrina edulis y harina proteica.

71



Comparacion del contenido de aminoacidos en muestra total de
harinas de morfotipos de Erythrina edulis y de harina proteica
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Figura 40.Comparacién del contenido de aminoacidos por gramo de muestra total
de las harinas de morfotipos de Erythrina edulis y harina proteica.

Comparando las harinas de ambos morfotipos, se puede decir que en lineas
generales, en cuanto a los miligramos de aminoacidos por gramos de proteina (figura
39) la harina del morfotipo rojo tiene mayor contenido de todos los aminoacidos que
la harina amarilla, exceptuando la leucina, la cual es mayor en la proteina de la harina
del morfotipo amarillo. De la misma manera, comparando con la harina proteica, se
pueden ver valores significativamente mayores de acido aspartico y glutamico en el
producto final, esto es bastante predecible debido a que la extraccién se realizé en
medio alcalino por lo que existen mas probabilidades de solubilizacion de los residuos
de aminoacidos acidos, los cuales quedan cargados negativamente para luego ser
precipitados. En cuanto al contenido de histidina, alanina y valina, este se ve superado

por la harina de Erythrina edulis rojo.
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Como se puede ver el triptéfano no ha sido reportado debido a interferencias
importantes en los cromatogramas de la muestra, en algunos casos el pico era muy
pequefio y no estaba resuelto y en otras ocasiones no aparecia, lo que evitdé su
correcta cuantificacion. Esto pudo deberse a la oxidacion progresiva del anillo indol
del triptéfano en el medio alcalino tan fuerte de la hidrdlisis, ademas es importante
recordar que las leguminosas son fuente pobre de tript6fano. También se puede
observar que la cistina no se pudo cuantificar puesto que no aparecié en los
cromatogramas (Anexo VI, VII, IX), lo cual era perfectamente predecible ya que, por
ser una leguminosa, su contenido de aminoacidos azufrados es muy escaso o nulo,
por lo que igualmente, el contenido de metionina cuantificado es bajo, lo que ademas
conlleva un error asociado muy grande ya que sus picos en el cromatograma no eran

definidos.

Cuando un consumidor elige un producto, generalmente se basa en su contenido
nutricional en la muestra total, en este sentido, se puede apreciar en la gréafica de la
figura 40, como la harina proteica de Erythrina edulis, supera por mucho a las harinas
nativas de los morfotipos en cuanto al perfil de aminoacidos debido a su mayor
contenido proteico. Ademas es de especial importancia recalcar que el perfil de
aminoacidos en muestra total de la harina como de Erythrina edulis rojo es mayor

gue en el amarillo.

5.8. Digestibilidad proteica in vitro de harina proteica de Erythrina edulis.

Es siempre deseable que la absorcion de los nutrientes consumidos en los alimentos
sea de un 100%, sin embargo, nunca se llega a este valor. En el caso de las proteinas,
ni siquiera las proteinas animales son absorbidas en su totalidad. Por su parte, las
proteinas vegetales son mas probleméticas al momento de digerir debido a los
antinutrientes citados y explicados anteriormente. Al analizar la digestibilidad proteica
in vitro del producto final, se encontré un resultado de (70,4 + 0,7)%. Este valor es
menor al reportado para las leguminosas crudas por Cabrejas y col.[??, el cual se
encuentra alrededor de 80%, sin embargo, un valor de 70% para un producto que
contiene 52% de proteinas, es satisfactorio. Igualmente, este valor de digestibilidad
puede ser atribuido al alto contenido de polifenoles que presenté la muestra y otros

antinutrienten que pudieron ser extraidos.
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La digestibilidad proteica in vitro segun el método empleado (Hsu y col. 1977) tiene
una correlacion de 0,90 con la digestibilidad proteica in vivo, lo cual es bastante
exacto. Basado en esto puede asumir que si un ser humano o animal consume 100g
de harina proteica, de los cuales 529 son proteinas, s6lo aprovecharia 36g de estas,
sin embargo, este valor de proteina es mas de lo que pueden aportar las harinas de
los morfotipos de Erythrina edulis y cualquier otra leguminosa después de ser

digeridas.

Evaluando el perfil de aminoacidos desde un punto méas nutricional, tomando en
cuenta la digestibilidad proteica y sabiendo que los requerimientos diarios de
proteinas y aminoacidos propuestos por la Organizacion Mundial de la salud son los

siguientes:

Tabla 20.Requerimientos diarios de proteinas y aminoacidos reportados por
OMS/FAO/ONU (2013)

Requerimiento proteina Requerimientos de aminoéacidos (mg/kg/dia)

48
36
29
29
28

(g/kg/dia)

Edad Mantenimiento Crecimiento His Ille Leu Lys SAA AAA Tre Trp Val
(anos)

0.5 0,66 0,46 22 36 73 63 31 59 35 95

1-2 0,66 0,20 15 27 54 44 22 40 24 6

3-10 0,66 0,07 12 22 44 35 17 30 18 438
11-14 0,66 0,07 12 22 44 35 17 30 18 4.8
15-18 0,66 0,04 11 21 42 33 16 28 17 44

>18 0,66 0,00 10 20 39 30 15 25 15 40

SAA: aminoacidos sulfurados; AAA: aminoacidos aromaticos.

Se puede decir que si un bebe sano de 15 meses de edad, con un peso promedio de
11kg 52 con un requerimiento diario de proteina de 9,46g, consume 100g de harina
proteica estaria sobrepasando su ingesta diaria recomendada de proteina, asi como
de los requerimientos diarios de histidina, isoleucina, leucina, lisina, treonina y valina
(Tabla 21) s6lo por la parte de aminoacidos esenciales, tomando en cuenta que el
aporte en cuanto a aminoacidos azufrados y triptéfano es bajo y se puede buscar otra

fuente proteina para compensar este déficit, como por ejemplo los cereales.
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Tabla 21. Requerimiento diario para un nifio de 15 meses de 11kg de peso
promedio.

Aminoéacido Requerimiento  Aporte harina % de
diario (mg/dia)t proteica requerimientos

Histidina 165 1525 924

Isoleucina 297 779 262

Leucina 594 2007 338

Lisina 484 1470 304

Treonina 264 1141 432

Valina 396 1223 309

Fenilalalina + Tirosina 649 5330 821

Igualmente se puede realizar el mismo andlisis para un adulto sano, considerando
que segun estudios publicados por la revista Public Health 331, en Latinoamérica el
peso promedio de un adulto es 68kg, éste necesitaria 45g de proteina para cubrir su
ingesta diaria, sin embargo como se menciond anteriormente, 100g de harina proteica
aportan 369 de proteina neta, sin embargo esto es un 80% del requerimiento diario.
En cuanto a los aminoécidos, los requerimientos diarios cubiertos por consumir 100g
de harina proteica se muestran en la tabla 22:

Tabla 22.Requerimiento diario para un adulto Latinoaméricano de 68kg de preso
promedio

Aminoéacido Requerimiento Aporte harina % de
diario (mg/dia)!  proteica (100g) requerimientos
Histidina 680 1525 224
Isoleucina 1360 779 57
Leucina 2652 2007 76
Lisina 2040 1470 72
Treonina 1020 1141 112
Valina 1768 1223 69
Fenilalalina + Tirosina 1020 5330 523

mgAA

! Célculo de los requerimientos de aminoéacidos diarios: < )x peso promedio del individio (kg)

(kgxdia
mgAA

Calculo de los mg de aminoacidos aportados por 100g de harina proteica: p—

x 100gmuestra
gmuestra
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Como se puede observar en la tabla 22, consumiendo 100g de harina proteica, un
adulto promedio cubre en su totalidad los requerimientos de histidina, treonina y
aminoacidos azufrado, mientras que el resto de los aminodcidos esenciales

presentados en la tabla se ven cubierto en mas del 50%.
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6. Conclusiones

1. Se encontraron dos morfotipos de Erythrina edulis: uno de granos rojos y otro de
granos amarillos, cuyas harinas se elaboraron por separado obteniendo un bajo

rendimiento en proceso debido al alto contenido de humedad en los granos frescos.

2. La harina obtenida con el morfotipo rojo mostré un aporte nutricional (para todos
los perfiles evaluados incluyendo aminoéacidos) superior al amarillo, lo que es indicio
de que el morfotipo amarillo podria ser una degeneracion de la variedad debido a

factores que no se han considerado en este estudio.

3. Laextraccion alcalina de las proteinas de la mezcla de harinas de ambos morfotipos
de Erythrina edulis mostré mayor eficiencia a pH 11, con el cual se logro extraer una

cuarta parte de la proteina total presente en la mezcla.

4. El punto isoeléctrico indicé que el pH 6ptimo de precipitacion de la proteina de
Erythrina edulis es de 4,5; obteniéndose asi un producto final de 52% de proteina, lo

gue de acuerdo al Codex Alimentarius, se clasifica como una harina proteica.

6. La harina proteica obtenida mostré un perfil de aminoacidos variado, habiendo la
presencia de importantes contenidos de aminoacidos esenciales (exceptuando el
triptéfano), asimismo esta proteina mostré una digestibilidad de 70%, lo que pone
de manifiesto que esta proteina vegetal es de alto valor bioldgico y que por tanto es
factible sugerir su uso para consumidores tradicionales y también para consumidores

con regimenes especiales de alimentacion, como es el caso de vegetarianos estrictos.

77



7. Recomendaciones

Basado en la experiencia del presente trabajo y tomando en cuenta que los trabajos

de investigacion sobre el Erythrina edulis apenas comienzan, hay una serie de

recomendaciones que se sugiere tomar en cuenta para estudios futuros de la proteina

de esta leguminosa:

1.

El rendimiento de la obtencion de la harina de esta leguminosa es muy bajo, lo
cual es normal debido a su alto contenido de humedad, por lo que se
recomienda trabajar con cantidades muy grandes (>30kg de frutos) para
obtener suficiente harina para realizar todos los andlisis y en especial para
poder obtener mas cantidad de extracto proteico.

Si se desea obtener un aislado proteico de 90% de proteinas, es
recomendable: remover el tegumento que recubre los granos antes de elaborar
la harina, este es alto en polifenoles, los cuales interactian fuertemente con la
proteina e impide su aislamiento eficiente.

Ademas, la solubilidad de las proteinas también depende de la temperatura,
por lo que se recomienda la extraccion alcalina a temperatura ambiente. Por
su parte, si se debe emplear la precipitacion por punto isoeléctrico, realizar este
paso en frio, sin embargo seria mas conveniente emplear membranas de
ultrafiltacion de manera de recuperar toda la proteina que se encuentra en
suspension.

Se sugiere en trabajos posteriores estudiar las propiedades funcionales de las
proteinas de manera de determinar especificamente para que tipo de

formulaciones de productos es conveniente emplearlas.
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9. Anexos

Absorbancia

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Curva de calibracién método de Lowry

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

Absorbancia

0,2
0,1

Curva de calibracion para determinacion de polifenoles totales

Curva de calibracion método de Lowry con BSA

con acido galico.

0,15 0,2 0,25
mg/mL BSA

0,3

y=

0,35

1,4178x + 0,0095
R?=0,9987

0,4 0,45

Curva de calibracién de acido galico para polifenoles totales

100,4

(280nm)

200,8 301,2
mg/L Ac.Gal

401,6

mg/L=399,12*Abs
R?=0,9967

502

0,5
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V.

1,80E+06
1,60E+06
1,40E+06
1,20E+06

1,00E+06

Ag@a

,00E+05

6,00E+05

4,00E+05

2,00E+05

0,00E+00

-2,00E+05

Curva de calibracién cuantificacion de glucosa (determinacion
de almidodn)

Absorbancia

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

Curva de calibracion cuantificacion de Glucosa con o-
toluidina

100

200 300 400

ug/mL Glucosa

y =0,0009x - 0,0058
R*=0,9983

500 600 700 800

Cuvas de calibracion para cada aminoacido

0

Curvas de Calibracion Aminoacidos (l)

0,05

0,1

0,15 0,2

umol/mL Aminoacido

0,25

Linear (Acido Aspartico)

Linear (Acido Glutamico)

—— Linear (Acido Glutamico)

Linear (Glicina)

Linear (Serina)

0,3
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2,50E+06

2,00E+06

1,50E+06

Area

1,00E+06

5,00E+05

0,00E+00

1,80E+06

1,60E+06
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1,00E+06

Area
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015 02
umol/mL Aminodacido
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0,3

Linear (Arginina)
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Linear (Prolina)

Linear (Tirosina)

Curvas de Calibracion Aminoacidos (l1l)

0,05

0,1

umol/rqﬁESAminoécicc)fcz)

0,25

0,3

Linear (Valina)

Linear (Metionina)
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6,00E+06

5,00E+06

4,00E+06

3,00E+06

Area

2,00E+06

1,00E+06

0,00E+00

-1,00E+06

Curvas de Calibracion Aminoacidos (1V)

0,05

0,1
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0,15 0,2 0,25 0,3

umol/mL Aminodcido
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V. Coeficientes y R? de las curvas de calibracién de cada
aminoécido.

Coeficientes de lalinea de tendencia linear (y=bx + a) y R? para
cada aminoacido

Aminoécido b a R?

Ac. Aspartico 6,35E+06 -2,23E+04 0,993
Ac. Glutamico 5,55E+06 -2,54E+04 0,995
Serina 5,73E+06 -2,05E+04 0,989
Glicina 6,93E+06 -3,19E+04 0,988
Histidina 5,78E+06 -8,29E+04 0,989
Arginina 6,67E+06 -3,73E+04 0,996
Treonina 6,86E+06 5,65E+04 0,993
Alalina 8,27E+06 -6,13E+04 0,995
Prolina 7,44E+06 -5,27E+04 0,994
Tirosina 6,20E+06 2,49E+04 0,989
Valina 5,92RE+6 3,38E+04 0,99
Metionina 6,13E+06 1,70E+04 0,996
Isoleucina 5,82E+06 3,18E+04 0,994
Leucina 5,68E+06 3,72E+04 0,993

Fenilalanina 1,29E+07 -1,23E+05 0,9802

Lisina 2,20E+07 -3,80E+05 0,991
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Cromatograma modelo del nivel 5 de la curva de calibraciéon

para cuantificacion de aminoacidos.
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VIIl. Cromatograma de aminoacidos de Erythrina edulis rojo.
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IX. Cromatograma de amino&cidos de la harina proteica de
Erythrina edulis.
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X.  Contenido de aminoacidos respecto a la proteina de las harinas
de morfotipos de Erythrina edulis y harina proteica.

Aminoacido

Acido aspartico

Acido glutamico

Serina
Glicina
Histidina
Arginina
Treonina
Alanina
Prolina
Tirosina
Valina
Metionina
Cistina
Isoleucina

Leucina

Fenilalanina

Lisina

Harina E. edulis

Amarillo

29,90 *+ 16,22a
42,90 + 22,27a

22,87 + 2,88a

20,290 + 0,002a

32,61+0,17a
27,90 £ 0,48a
18,28 + 0,81a
26,16 + 0,39a
26,48 + 3,34a
20,53 * 3,06a
31,25+ 2,77a
4,97 +1,32a
24,04 = 3,92a
62,79 =+ 6,87a
21,48 +1,97a
27,32 +0,47a

mgA.A /g proteina

Harina de E. edulis

Rojo
39,87 * 3,84a
70,96 + 6,42a
25,62 = 2,16a
21,30 £ 0,42a
34,39 * 3,02a
32,38 +1,21b
20,96 + 1,66a
41,79 + 0,03b
25,77 £ 1,35a
26,07 +1,84b
37,92 £ 1,20a

8,47 £ 0,70a
26,74 £ 1,33a
54,00 £ 2,38a
23,77 £ 1,95a
27,17 +£1,37a

57,44 + 2,02a
89,63 + 2,27a
27,80 = 1,49a
23,62+ 1,72a
29,40 = 0,45a
34,99 + 0,36b
22,01 £0,91a
25,61+ 1,12a
27,04 + 1,96a
27,68 + 2,21b
23,58 + 0,32b
3,02 £ 1,36b
15,03 = 0,85hb
38,70 +1,18a
25,63 £ 0,74a
28,35+ 1,10a

Harina proteinica

Valores promedio * desviacion estandar, n=3. Valores en la columna con la misma letra no son significativamente

diferentes (P<0.05).
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Xl. Contenido de aminoacidos en muestra total de harinas de
morfotipos de Erythrina edulis y harina proteica.

mg A.A /g muestra

Aminoéacido Harina Erythrina e. Harina Erythrina e. Harina
Amarillo Rojo proteica
Acido Aspértico 5,37 +£291a 10,31 + 0,99a 29,79 £ 1,05b
Acido glutamico 7,71 £ 4,00a 18,35 + 1,66b 46,48 £ 1,18c
Serina 4,10 £ 0,52a 6,63 + 0,56a 14,42 £ 0,77b
Glicina 3,65 = 0,00a 551+0,11a 12,25+ 0,89b
Histidina 5,86 + 0,03a 7,91+0,61a 15,25+ 0,23b
Arginina 5,01 +0,09a 8,37 + 0,34b 18,15+ 0,19c
Treonina 3,28 £ 0,14a 542 +0,43a 11,41+ 0,47b
Alanina 4,70 + 0,07a 10,81 £ 0,01b 13,28 £ 0,58b
Prolina 4,76 + 0,60a 6,66 = 0,35a 14,02 £ 1,02b
Tirosina 3,69 + 0,55a 6,74 £ 0,48b 14,35+ 1,14c
Valina 5,62 + 0,50a 9,81 +0,31b 12,23+ 0,17b
Metionina 0,89 + 0,24a 1,46 £ 1,27a 1,04 +1,03a
Cistina - - -

Isoleucina 4,32 +0,70a 6,91 + 0,34b 7,79 £ 0,44b
Leucina 11,28 £ 1,23a 13,96 + 0,62a 20,07 £ 0,61b
Fenilalanina 3,86 + 0,35a 6,15 = 0,50a 13,29 £ 0,38b
Lisina 4,91+ 0,09a 7,03 £ 0,35a 14,70 £ 0,57b

Valores promedio * desviacion estdndar, n=3. Valores en la columna con la misma letra no son significativamente

diferentes (P<0.05).
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