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RESUMEN. Las proteinas de los granos de leguminosas son fuente
potencial de nutrientes valiosos, por lo cual son objeto de estudios
para lograr su mejor aprovechamiento. Esto se hace mas importante
para aquellas proteinas provenientes de especies subexplotadas. por
lo cual es necesario un conocimiento bésico, previo a su utilizacién
como ingrediente. El propdsito de este trabajo consistié en
determinar varias caracteristicas estructurales y nutrimentales de
las fracciones protefnicas de Phaseolus lunatus, separadas por
solubilidad en diferentes agentes. La cantidad relativa de albiminas
(ALB), giobulinas (GLB), prolaminas (PRL) y glutelinas (GLT)
fue 62,3, 34,8, 1.4 y 1,5%, respectivamente. En el perfil
electroforético SDS-PAGE de las ALB y GLB se encontré siete
bandas comunes en un intervalo de 10 a 95 kDa y 14 a 99 kDa,
respectivamente. El perfil de aminodcidos mostré que la fraccién
rica en amino4cidos azufrados fue la de PRL (11,5 g/100 g proteina),
encontrando el contenido de lisina, en la fraccién de ALB, menor
al esperado. El requerimiento de la FAO fue cubierto en las
fracciones de GLB y GLT. En general el mejor balance de
amino4cidos asi como de digestibilidad (80%) lo present6 la
fraccién de GLB; sin embargo, tuvo una relacién de eficiencia
protefnica calculada (REP-C) de 0,11, menor que el de las ALB
(0,97). El anélisis calorimétrico, ensefié temperaturas de
desnaturalizacién alrededor de 90°C para las fracciones ALB, GLB,
GLU. La fraccién de PRL no present6 transicién térmica
probablemente porque las proteinas se encontraban desnaturalizadas
debido a las condiciones de extraccién.

Palabras clave: Phaseolus lunatus, albdminas, globulinas,
prolaminas, glutelinas.

INTRODUCCION

Los granos de las leguminosas comestibles son en gran
medida nutrimentalmente importantes, como la principal
fuente de proteinas (20% al 40%) de bajo costo en la dieta
del hombre. Los de Phaseolus lunatus se han convertido en
un valioso objeto de estudio debido a su contenido de proteina
cercano al 26% (1-3). Las proteinas vegetales pueden
fraccionarse de acuerdo a su solubilidad, en albiiminas (ALB),
solubles en agua, globulinas (GLB), solubles en soluciones
salinas, glutelinas (GLT), solubles en soluciones tanto dcidas
como bésicas y por dltimo las prolaminas (PRL), solubles en
soluciones alcohdlicas (4). El método involucra diferentes
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SUMMARY. Extraction and characterization of soluble protein
fractions from Phaseolus lunatus L seeds. Legume proteins as a
potential source of valuable nutrients, are the object of several
studies in order to obtain the best use. A basic knowledge becomes
more important for those proteins from species not wholly utilized,
before using them as food ingredients. The objective of this work
was to determine several structural and nutritional characteristics
of the protein fractions from Phaseolus lurnatus, separated in
different solvents. The relative amount of extraction for the albumins
(ALB), globulins (GLB), prolamines (PRL), and glutelins (GLT)
was 62,3, 34,8, 1,4 and 1,5%, respectively. The SDS-PAGE
electrophoretic profile of both ALB and GLB, showed seven
common bands in intefvals from 10 to 95 kDa, and 14 to 99 kDa,
respectively; the amino acids profile showed that PRL was the rich
fraction in sulfurated amino acids (11,5 g/100 g protein); the content
of Iysine in the fraction of ALB was smaller than expected but the
requirement of the FAO in the fractions of GLB and GLT was
covered. In general, the fraction of GLB had the best balance of
amino acids and digestibility (80%); however, it had a relationship
of calculated protein efficiency ratio (C-PER) of 0,11, smaller than
the ratio in ALB (0,97). The calorimetric analysis showed denatured
temperatures around 90°C for the ALB, GLB, and GLU fractions.
The PRL fraction probably did not present a thermal transition
because the proteins were denaturalized by the extraction conditions.
Key words: Phaseolus lunarus, albumins, globulins, prolamines,
glutelins.

condiciones como temperatura, tiempo, concentracién de
proteina, pH y fuerza i6nica, las cuales influirdn tanto en el
rendimiento de cada fraccién obtenida como en la estructura
de las proteinas que integran cada fraccién. Por lo general,
la mayor proporcién de protefna en granos de leguminosas
se encuentra en forma de GLB, seguida por ALB y en menor
cantidad como GLT y PRL (5) y se ha encontrado que
dependiendo de la proporcion de cada una de las fracciones
proteinicas en los granos, serd la calidad nutrimental de la
proteina total (6), asi como las caracteristicas fisicoquimicas
y funcionales. En el caso de las semillas de Vigna unguiculata,
leguminosa cultivada en el sureste de la repiiblica mexicana
y poco aprovechada, como es el caso del P. lunatus, se ha
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encontrado que cada una de las fracciones proteinicas
extraidas es distinta con respecto a su composicién de
aminodcidos, siendo las fracciones de GLT y PRL las de
mas alto contenido de amino4cidos esenciales comparadas
con las otras dos fracciones (6). Por ello, el tener un mayor
conocimiento acerca de la variabilidad en la composicién,
propiedades funcionales y nutrimentales de los componentes
proteinicos de las leguminosas, permitird un mejor
aprovechamiento de éstas, mediante su incorporacién en
sistemas alimenticios. Ain cuando se han realizado varios
trabajos con P. lunatus, éstos han sido mas bien en el dmbito
tecnolégico, para reducir o eliminar los efectos adversos de
los componentes no nutritivos, generales y especificos,
propios de las leguminosas. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue determinar varias propiedades estructurales
de las fracciones proteinicas de Phaseolus lunatus, separadas
mediante diferentes disolventes.

MATERIALES Y METODOS

Fraccionamiento de las proteinas de la harina

Se utilizaron 10 KK de granos de P. lunatus provenientes
de la cosecha de febrero de 2000 del municipio del ejido La
Libertad en Escdrcega; Campeche, México. Los granos se
limpiaron manualmente, se molieron a través de un molino
Mikrés (malla 20), y posteriormente con un molino Cyclotec
1093 (Tecator Sweden) para 1a obtencion de una harina més
fina (malla 60). La extraccién de las fracciones de ALB y
GLB se llevé a cabo utilizando una modificacién del método
reportado por Barba de la Rosa et al. (7) de la siguiente
manera: se prepard una dispersién de 50 g de harina de P,
lunatus con una solucién de Na,HPO, 0,05 M + NaCl 0,4 M
+ K,SO, 0,1434 M (1:1:1), en una relacién 1:15 de harina /
disolvente durante 1 h de agitacién, centrifugando
posteriormente a 15,805 xg durante 45 min, a 20°C. El
sobrenadante (que contiene las fracciones de ALB y GLB)
se dializ6 con agua destilada a 4°C hasta que la conductividad
del agua de didlisis fuera cercana a su valor original.
Posteriormente se centrifugd para separar la fraccion de ALB
(solubles) de 1a de GLB (insolubles). Ambas fueron secadas
por liofilizacién a —45°C durarite 24 h, en un equipo
LABCONCO (No. 77510-00). El residuo de la extraccién de
ALB y GLB, se dispersé con isopropanol al 70% para la
extraccién de PRL, empleando una relacién soluto /
disolvente de 1:15, con 1 h de agitacién, posteriormente se
evapord al vacio a 50°C y se secé por liofilizacién. La
extraccién de GLT se llevé a cabo dispersando el residuo de
la extraccion de PRL con una solucién de NaOH 1 M a una
relacion 1:15 de soluto / disolvente, agitando durante | h.
Posteriormente esta suspension se centrifugd bajo las mismas
condiciones que para el caso de ALB y GLB. El sobrenadante
se dializ6 en un cuarto frio a una temperatura de 4°C, como

en el caso anterior y se centrifugé para la obtencién de la
fraccion de GLT, la cual se secd por liofilizacién.

Se calcul6 el porcentaje de proteina extraida en cada
fraccién, utilizando la siguiente relacion:

(g de proteina extraida en la fracci6n/g de proteina en la harina) x 100

El contenido proteinico de la harina de P. lunatus, se
calculé por el método de kjeldah] segiin Ia metodologia de
la A.O.A.C (14), empleando el factor de conversién de
nitrégeno a proteina de 6,25.

Cuantificacion de proteina

El contenido de proteina de las fracciones se cuantifico
mediante el método de Lowry et al. {8) con un kit de SIGMA
(L-1013). Se pesaron de 1 a 4 mg de cada fraccién
dependiendo de la concentracién de proteina en la muestra.
Se agregd a cada tubo 500 pul. de NaOH I N + 500 upL de
agua destilada, se agitaron las muestras en un vértex y se
calentaron a bafio Maria durante 1 min. Luego de 30 min se
agreg6 a cada tubo 1 mL de reactivo preparado con 50 mL
de Na,CO, al 2% y 1 mL de reactivo B (CuSO, al 0,5% en
tartrato de sodio y potasio al 1%), se dejé reaccionar 10 min,
se agregaron 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma
F-9252) diluido al 50% y se dejé reaccionar 30 min antes de
leer la absorbancia a 750 nm en un espectrofotémetro
Beckman Mod. DU 650.

Como patrén se empled una solucién de albiimina sérica
bovina (Sigma A-8531) ala concentracién de 0,4 mg/mL.

Analisis fisicoquimico

A las fracciones obtenidas se les realizaron las siguientes
determinaciones:

a) Calorimetria diferencial de barrido (CDB), de acuerdo
con la metodologia reportada por Martinez y Afion (9). Se
pesaron 3 mg (b.s.) de muestra y se suspendieron en 10 pL
de agua desionizada (30%). Se emplearon cédpsulas
herméticas (Perkin-Elmer No. 0219-0062), dejando
estabilizar las muestras por lo menos 30 min a temperatura
ambiente (25°C) y realizando la corrida con un equipo Perkin
Elmer DSC-6 Pyris, programado con un flujo de
calentamiento de 10°C /min en un intervalo de 35 a 130°C.

b) Electroforesis segin Laemmli, (10). Se utilizaron
como estdndares proteinas de 103, 76, 49, 33,2, 28 y 19,9
kDa marca Bio-Rad y geles de poliacrilamida al 12,5%. El
volumen de muestra inyectado fue de 5 a 10 uL. dependiendo
de la concentracion de proteina en la muestra. El andlisis
electroforético se realizé con una corriente constante de 8-
10 V/gel durante 5 h. Al término de ésta, los geles se tifieron
con una solucién de azul de Coomassie G-250 (Fluka 27815)
al 0,1% en agua: metanol: 4cido acético en relacién 4:1:5
(v/v /v) durante 1 h. Posteriormente fueron decolorados



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES 83

utilizando una mezcla de agua - 4cido acético - metanol en
relacién 5:1:2 (v / v/ v) durante 12 h.

Evaluacién nutrimental

a) Perfil de aminodcidos, de acuerdo con el método de
Khayat et al. (11), excepto el triptéfano que se determiné
segtin Ddvila y Martinez (12).

Para el primer caso las muestras se hidrolizaron a vacio
utilizando una solucién de HCl 6 N durante 22 h a una
emperatura de 110°C. Posteriormente el dcido se desechd y
tanto las muestras hidrolizadas como el estdndar interno de
norleucina fueron tratadas con cloruro de dansilo. A
continuacion se tomaron 20 uL de las muestras y se inyectaron
en una columna Lichrosorb C ; (4,6mm de didgmeiro interno
x 250 mm de longitud, con un tamafio de particula de 57m)
empleando acetonitrilo con 4 mL de H,PO, al 5% por litro,
asi como Na,HPO, 31 mM pH 7,6 para la elucién de las
muestras. El andlisis cromatografico se realizé a temperatura
ambiente y con una velocidad de flujo de 1| mL/min, el
gradiente de acetonitrilo utilizado fue de 30 a 80%. Se utilizé
un equipo HPLC (Waters, Milford, MA, EUA) integrado por
un controlador mod. 600E, un inyector automatico WISP.
mod. 712 y un detector UV-VIS. Los aminoécidos fueron
identificados por comparacién de sus tiempos de retencion
con los estandares dansilados marca Sigma (A-9656) y fueron
cuantificados de acuerdo con el método de estdndar interno.

Para la determinacién de triptéfano se prepar6 una curva
estandar a partir de una solucién patrén de 100 pg / mL del
aminoédcido Sigma (T-0254) en NaOH IN. Se pesaron 10
mg de muestra y se pasé a tubos de ensaye de 20 mL, a cada
uno de los tubos se le agregé 2,5 mL de solucién de p-
DMABA (p ~ dimetilaminobenzaldehido) Sigma (D-2004)
al 0,05 % en agua destilada y posteriormente 11 mL de H,SO,
al 60%; se preparé un testigo que no contenia muestra. Los
tubos se agitaron en un vértex y se colocaron en la oscuridad
durante 17 h. Posteriormente, se agreg6 a cada tubo 0,1 mL
de nitrito de sodio al 0,05 % y se dej6 reaccionar durante 30
min. Finalmente, se midi6 la absorbancia en un
espectrofotémetro a 590 nm.

b) Digestibilidad in vitro segin Hsu et al. (13). Se
prepararon 50 mL de una suspensién acuosa de material
proteinico (molido y tamizado por una malla 80 con
concentracion de 6,25 mg/mL) y se ajust6 el pH a 8 con HCI
0,1 N o NaOH 0,1 N con agitacién en un bafio de agua a
37°C. Se prepararon 50 mL de una solucién multienzimatica
que contenia una mezcla de tripsina (tipo IX Sigma T-0134
con 14.190 unidades BAEE/mg de protefna), quimotripsina
(tipo 1T Sigma C-4129 con 60 unidades/mg de polvo) y
peptidasa (grado III Sigma P-75000 con 40 unidades/g de
polvo) por mL, se ajust6 a pH 8 y esta solucién se mantuvo
en un bafio de hielo. Una vez efectuado lo anterior, se
afiadieron 5 mL a la suspensién proteinica que se mantuvo

en agitacion a 37°C. Se midi6 la caida de pH con un
potenciémetro digital después de un periodo de 10 min. Se
calculd la digestibilidad aparente in vitro (Y) a partir de la
ecuacion:

Y =210,464 - 18,103X

Donde: X = pH de la suspensién proteinica inmediatamente
después de 10 min de digestién con la solucién
multienzimadtica.

¢) Computo quimico corregido. Se calculé primeramente
el cémputo quimico segin Friedman (14), empleando como
referencia el patrén FAO / OMS (1991) para nifiosde 2 a 5
afios; de acuerdo con la siguiente relacion:

mg de aminodcidos indispensables en 1 g de la proteina
evaluada/mg de aminodcido en 1 g de la protefna de
referencia. El cémputo quimico corregido se obtuvo
multiplicando éste valor por la digestibilidad in vitro de la
fraccion proteinica, para cada aminoécido esencial.

d) REP-C (Relacién de eficiencia proteinica calculada)
de acuerdo con el método de la AOAC (15). Se utilizd el
valor de digestibilidad in vitro y 1a cantidad (g) de aminodcido
(AA)/100 g proteina de los siguientes: Lys, Met+Cys, Thr,
Ile, Leu, Val, Phe+Tyr y Trp, considerando que en la
combinacién de Met+Cys y/o Phe+Tyr, el valor de la Cys y
de la Tyr no pueden ser mayores al 50% de la suma total
entre Met+Cys o Phe+Tyr, respectivamente.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza de una via para el caso
de las temperaturas y entalpias de desnaturalizacidn, asi como
para la DIV y el REP-C, considerando como tratamientos a
las diferentes fracciones. Posteriormente se efectué una
comparacién miltiple de medias por medio de la prueba de
Tukey de acuerdo con los métodos de Montgomery (16).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fraccionamiento proteinico

El contenido de proteina en la harina de P, lunatus fue de
20,8%. La cantidad de proteina extraida para las cuatro
fracciones se presenta en la Tabla 1. La fraccion de albtiminas
(ALB) tuvo el mayor porcentaje relativo de 62,3, seguido
por el de globulinas (GLB) con 34,8%. Este patrén difirié
significativamente con el reportado por Gallegos (17), de 36%
y 44% para las respectivas fracciones, quien trabajé con el
mismo material, aunque previamente desgrasado y
empleando como disolvente agua y cloruro de sodio al 10%,
para la extraccién secuencial de ALB y GLB respectivamente.
Ademas del tipo de disolvente, también existe evidencia de
que dependiendo del orden en que éstos se afiadan puede
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influir en los resultados. Este es el caso del amaranto, ya que
una fraccion denominada ALB 2 puede aparecer en la fraccion
de GLB o en la correspondiente a las GLT (18).

TABLA 1
Proporcién de las fracciones proteinicas de la harina
de P. lunatus

Fracciones Proteina Proteina % relativo
extraida extraida
(mg) (%)

ALB 2746.7 26.4 62.3
GLB 1535.2 14.8 34.8
PRL 62.8 0.6 14
GLT 66.6 0.6 15

TOTAL 4411.3 42.4 100.0

Es sabido que ciertos factores como el tamafio de particula
de la harina, la fuerza de agitacion, la relacién harina-
disolvente, el nUmero de extracciones por etapa, asi como el
estado fisiolégico de la semilla, influyen en la proporcién de
las diferentes fracciones (19, 20). Esos factores, influyeron
en la recuperacion total de la proteina de P. lunatus, la cual
fue de aproximadamente 42%, siendo menor al encontrado
por Pereiray Costa (21) y Marquez y Lajolo (22) en Phaseolus
vulgaris con rendimientos de extraccion de 61,7% y 76%
respectivamente. En estos trabajos se utilizé6 el método de
Osborne (4) con algunas modificaciones, los primeros
empleando una extraccién secuencial de albdminas y
globulinas y los segundos con extraccion independiente de
estas fracciones. Por otro lado Nikokyris y Kandylis (5),
emplearon diferentes métodos para fraccionar las proteinas
de 20 vegetales, entre cereales y leguminosas, encontrando
una recuperacion de proteina entre el 42% y 96%,
dependiendo de la fuente vegetal, correspondiendo los
menores valores a los casos en que se empleé el desgrasado.

Caracterizacion electroforética

En el analisis electroforético SDS - PAGE (Figura 1) se
encontr6 para la fraccion de ALB un numero de bandas
(quince) similar a la de GLB (catorce) teniendo mayor
presencia siete de ellas en ALB (sefialadas con flechas, Figura
1.2) con Masa molecular (MM) de 50, 33, 30, 24, 22,20y 14
kDa , seis en GLB con 57, 32, 24, 20, 18 y 14 kDa similares
a las reportadas para L. mutabilis sweet (58,1, 33, 24,4, 19,3,
17,5, 14,9 kDa) (23). Las MM de los polipéptidos de las
albdminas fueron similares a los encontrados en 6 variedades
de garbanzo (10 a 91 kDa) estudiadas por Dhawan et al. (24).
En el caso de las GLB se hallaron catorce bandas con MM
entre 14 y 116 kDa de las cuales seis tuvieron mayor
intensidad, éstas con MM de 49, 34, 31, 24, 21 y 14 kDa

(sefialadas con flechas, Figura 1.3) algunas de ellas similares
a las halladas por Acufia et al. (23) en L. mutabilis sweet
(118,6. 63,9, 50,6, 47,8, 39,4, 33,6, 18,7, 14,9 kDa).
Comparando los patrones electroforéticos de ambas
fracciones, se pudo notar que por lo menos siete de las bandas
presentaron una diferencia menor a 1 kDa, lo cual
posiblemente indicd una separacion deficiente de las
proteinas.

FIGURA 1
Perfil electroforético SDS-PAGE de las fracciones
proteinicas de P. lunatus. 1. Estandar, 2: ALB, 3: GLB,
4: PRL, 5: GLT
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En la fraccion de PRL se identificaron bandas con MM
de 22, 17, 16 y 7 kDa (sefialadas con flechas, Figura 1.4) de
las cuales solamente una, la de 22 kDa, se ha reportado en la
misma fraccion en otro trabajo realizado con P. lunatus en
harina desgrasada (17), con lo que se puede suponer que el
disolvente influy6 significativamente en la estructura y
composicién de las proteinas como sugieren Shewry y Miflin
(20), de tal manera que se modifica su solubilidad. La
fraccién de glutelinas GLT presenté cinco bandas con MM
de 34, 31, 24, 21 y 17 kDa (sefialadas con flechas, Figura
1.5). Ademas tuvo dos bandas tenues (45 y 31 kDa) y una de
mas de 116 kDa, asi como una serie de bandas indefinidas
con pesos menores a la de esta Gltima.

Evaluacion nutrimental
Perfil de aminoacidos

El contenido de aminoacidos en las fracciones de ALB y
GLB fue similar a lo reportado por Oshodi y Adeladum (2),
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a excepcidn de la prolina (11,1 y 0,6 g/100g de proteina,
respectivamente), que también se encontré en forma
importante en la fraccién de GLT (12,6 g/100 g de proteina).
Contrariamente a lo reportado en la mayoria de las
leguminosas (25), la fraccién que resulté rica en aminodcidos
azufrados fue la de prolaminas (PRL) (11,5 g/100 g proteina)
en vez de las ALB (1,7 g/100 g proteina), cuyo contenido
fue similar al encontrado para GLT (1,6 g/100 g proteina).
El requerimiento de azufrados sugerido por la FAO (26), se
observé cubierto, solamente en el caso de las PRL (11,5 g/
100 g proteina), fraccién en la cual se encontré una cantidad
importante de ellos, aproximadamente 7 veces mayor que
en la fraccién correspondiente de V. unguiculata (Tabla 2)
otra leguminosa subexplotada de las regiones tropicales del
Sureste Mexicano.

El contenido de Lys en las ALB resulté menor que el
esperado, pues se sabe que generalmente esta fraccion es
rica en este aminodcido (27); sin embargo, €l requerimiento
fue cubierto en las fracciones de GLB y GLT. En lo que
respecta al contenido de Trp las cuatro fracciones proteinicas
tuvieron valores menores a los recomendados por la FAO
(26). En general, el mejor balance de aminodcidos esenciales
lo tuvo la fraccién de GLB, aunque en aminodacidos azufrados,
fue la que en menor proporcién los contuvo (Tabla 2); esto a
diferencia de otra leguminosa como Phaseolus mungo (28),
en donde la fraccién de ALB mostré un mejor balance. Sin
embargo, para el caso de V. unguiculata no se encontré
diferencia en cuanto al aporte de aminodcidos entre ambas
fracciones proteinicas (6).

TABLA 2
Composicién de aminodcidos de las fracciones proteinicas
de P. lunatus con las de V. unguiculata
(g/100g de protefna)

Aminoacidos ALB GLB PRL GLT Requerimiento

FAO (1991)

Esenciales PI Vu Pl Vu P Vu Pi Vu

Lys 48 917 64 8,16 38 899 63 758 58
Trp 1.0 Nd 0,8 Nd 0,5 Nd 08 Nd 1.1
Phe + Tyr 10,0 810 11,2 915 52 036 104 11,53 63
Met + Cys 7 102 09 1L12 I1LS 1,73 16 141 25
Thr 30 533 47 339 34 423 34 391 34
Leu 94 707 97 865 29 961 99 909 66
Ile 50 448 44 467 32 484 43 523 28
Val 41 504 54 521 25 662 44 634 35
No esenciales

Asp + Asn 195 11,79 205 11,67 164 9,11 143 11,76

Glu + Gln 12,2 12.11 11,8 16,51 11.6 11,07 120 17,24

Ser 76 482 88 522 63 516 63 566

His L7 29 16 376 22 365 20 372

Gli 25 757 37 448 1.7 555 35 430

Arg 41 769 55 787 173 587 49 489

Ala 33 888 48 681 43 982 43 426

Pro 1.1 398 06 333 7,7 339 126 3,08

Nd: No determinado Pl: P lunatus ~ Vu: V. unguiculara (6).

Digestibilidad in vitro

La digestibilidad in vitro en las fracciones proteinicas de
P. lunatus, resulté ligeramente baja con respecto a la harina
cruda de P. lunatus reportada por Pérez (29) con 72,42%. La
mayor digestibilidad in vitro (DIV) se obtuvo en las GLB
(80%) equivalente a la reportada para Phaseolus vulgaris
(79%) (30) y més alta que la encontrada in vivo para las
GLB de haba (Vicia faba) con cerca del 70% (31). Los valores
de las otras tres fracciones fueron muy similares y
estadisticamente iguales entre si (p>0,05) y todas con menor
digestibilidad (p<0,05) que la de GLB (Tabla 3). También
en la leguminosa Canavalia ensiformis, se ha reportado (32)
una mejor digestibilidad para la fraccién de GLB (65,2%)
que para las ALB (58,9%) y GLT (37,2%), 1a cual dependié
del genotipo evaluado. Sin embargo, en todos los casos los
valores fueron menores que los encontrados en el presente
trabajo para las fracciones correspondientes de P. lunatus,
siendo de 69, 67 y 66% para albiminas, glutelinas y
prolaminas respectivamente. Esta diferencia en digestibilidad
puede estar asociada a la estructura de las proteinas, ya que
al tener ligeras diferencias en estructura terciaria y cuaternaria
presentan diferente susceptibilidad a las enzimas proteoliticas
(33), las cuales también pueden ser diferentes, acordes con
la metodologia de evaluacién empleada.

Considerando en conjunto el aporte de aminodcidos
esenciales y el valor de DIV, a través del REP-C (Tabla 3) se
tuvo una mejor idea del valor nutritivo de cada una de las
fracciones, ya que las PRL tuvieron el menor valor de este
pardmetro (-1,44) indicativo de una proteina de muy baja
calidad (14), debido al alto desbalance de sus aminoécidos
esenciales; siendo mejores y estadisticamente diferentes
(p<0,05) en orden ascendente las ALB (0,97), GLT (0,53) y
GLB (0,11). Un valor similar se informa para las ALB de P.
mungo (1,13), aunque mejores resultados para las demds
fracciones (1,27 y 1,34 y 1,53 para GLB, GLT y PRL,
respectivamente), de acuerdo con Padhye y Salunkhe (28).
Sin embargo, este valor de REP-C fue dependiente del método
de cédlculo, ya que también estos mismos autores (28)
informaron valores de 0,38; 0,21; -0,14 y -0,42 para PRL,
ALB, GLT y GLB respectivamente.

El mejor computo quimico corregido para la Lis lo tuvo
la fraccién de GLB con 88%, siendo en general ésta la que
presenté los mejores valores para casi todos los aminodcidos
esenciales, obteniéndose el valor mds bajo en la fraccién de
PRL (Tabla 4). Esta presenté también el menor cémputo
quimico corregido para Trp con un valor de 30%, siendo el
mds alto para ALB con 62%. Como es de esperarse en las
proteinas de leguminosas, los aminodcidos azufrados en todas
las fracciones, con excepcién de la PRL con 304%, fueron
los que arrojaron los menores valores de este pardmetro,
siendo de 54%, 47% y 43% respectivamente para GLB, ALB
y GLT. Sin embargo, considerando el perfil de aminodcidos
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reportado en la base de datos ESHA (34) y los valores de
digestibilidad segtin Pérez (29), para la harina de P. lunatus,
que incluye a todas las fracciones proteinicas, el valor del
REP-C mejora para los azufrados hasta 69% y para el Trp
hasta 78%, seguidos por Lys (84%) y Thr (92%), teniendo
los demds aminodcidos esenciales calificaciones de mas del
100%. Esto es un indicativo, de que las fracciones
mayoritarias encontradas en la harina de P. lunatus (ALB y
GLB), son las que proporcionarfan un mejor valor nutritivo.

TABLA 3
DIV y REP-C de las fracciones proteinicas de P. lunatus
Fraccion DIV % REP-C
protefnica P, lunatus C. ensiformis (26) P, lunatus
ALB 68.7° 58,9 0,97
GLB 80,0 65,2 0,11¢
PRL 66,0" Nr -1,44¢
GLT 67.4" 373 0,53 .

Literales diferentes en la misma columna indican diferencia
estadistica (p<0,05)

Nr: no reportado, DIV: Digestibilidad in vitro REP-C: Relaci6n de
eficiencia proteinica calculada '

TABLA 4
Cémputo quimico corregido (%) de las fracciones
proteinicas de P. lunatus

Amino4cido ALB GLB PRL GLT
Lys 57 88 43 73
Trp 62 58 30 49
Phe + Tyr 109 142 54 111
Met + Cys 47 54 304 43
Thr 61 111 66 67
Leu 98 118 29 101
lle 123 126 75 103
Val 80 123 47 85

Calorimetria de barrido diferencial (CBD)

El andlisis térmico indic6 que la temperatura mds alta de
desnaturalizacién (Td) se encontré en la fraccion de GLT
(94°C) obteniéndose un valor similar aunque estadisticamente
diferente (p<0,05) para GLB con 93,4°C y menor (p<0,05)
respecto de ambas para ALB con 89,4°C (Figura 2). Las
entalpias de desnaturalizacién presentaron valores de 1,5 +
0,31J/g, 143 09 Jgy 23,7+ 1,3 J/g, para GLU, GLB y
ALB respectivamente, - siendo todos los valores
estadisticamente diferentes (p<0,05). El termograma de las
ALB mostré un pequeiio hombro (Figura 2, A) que pareci6

corresponder por su valor de Td al de GLB, probablemente
reflejando una asociacion entre estas proteinas. La Td de
GLB fue similar a la reportada para GLB de soya con 91°C
(35), mostrando la posible existencia de mas de una especie
proteinica debido a su baja cooperatividad (mas de 8°C)
mayor que la calculada para las ALB (menos de 7°C). Debido
a las altas temperaturas de desnaturalizacién que se
encontraron, es muy probable que la conformacién de los
componentes de estas fracciones esté estabilizada por un gran
nimero de interacciones hidrofébicas, las cuales son de
naturaleza endotérmica y por lo tanto, es requiere una mayor
cantidad de energia para su desnaturalizacién (36). La
fraccion correspondiente a PRL no presentd transicion
térmica (Figura 2C) probablemente porque las proteinas se
encontraban desnaturalizadas a causa de las condiciones de
extraccion.

FIGURA 2
Termogramas de las fracciones protefnicas de P. lunatus,
A) albiminas, B)globulinas, C) prolaminas y D) glutelinas
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:
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CONCLUSIONES

La fraccién con mayor presencia fue la de albiminas
(ALB) con una presencia relativa de 62,3%, seguida por la
de globulinas (GLB) con 34,8%. EI perfil electroforético
mostr6 en las ALB siete bandas mayoritarias con pesos entre
14 y 50 kDa y en las GLB catorce polipéptidos entre 14 y
116 kDa. Se hallaron varias bandas comunes entre ellas
probablemente debido a una separacién incompleta de las
fracciones durante el fraccionamiento.

En general el mejor balance de amino4cidos esenciales
se present$ en la fraccién de GLB. La fraccién que resultd
rica en aminodcidos azufrados fue la de prolaminas (PRL)
(11,5 g/100 g proteina) en vez de las ALB (1,7 g/100 g
proteina), cuyo contenido fue similar al encontrado para
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glutelinas (GLT) (1,6 g/100 g proteina), de tal manera que el
requerimiento de azufrados sugerido por la FAO, se observé
cubierto, solamente en el caso de las PRL (11,5 g/100 g
proteina). El cémputo quimico corregido global resulté de
54, 47 y 43% para el caso de GLB, ALB y GLT, que
correspondieron a los aminoécidos azufrados y en el caso de
las PRL fue de 29 debido a Leu. El contenido de aminodcidos
indicé que las fracciones mayoritarias tuvieron diferencias
importantes en el contenido de prolina, que fue de 12,2 y
1,6g/100 g de proteina para ALB y GLB, respectivamente.

La digestibilidad in vitro en las fracciones proteinicas de
P. lunatus (66 a 69% resulté menor comparada con respecto
a la de la harina cruda de P. lunatus con 72,42%, excepto la
delas GLB con un 80%. Las PRL tuvieron el menor valor de
REP-C (-1,44), siendo mejores en orden ascendente las ALB
(0,97), GLT (0,53) y GLB (0,11), correspondiendo éstas a
proteinas de baja calidad, excepto las ALB que resultan de
calidad mediana, similar a la reportada para P. mungo.

En el anélisis térmico, el termograma de las ALB mostré
un pequeifio hombro que parecié corresponder por su valor
de Td al de GLB, probablemente reflejando una asociaci6n
entre estas proteinas. La Td de GLB fue similar a lareportada
para GLB de soya con 91°C. La fraccion de PRL no presentd
transicién térmica probablemente por que las proteinas se
encontraban desnaturalizadas debido a las condiciones del
método de extraccién.
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