UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEOI% 7

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

EXTRACCION Y CARACTERIZACION QUIMICA, NUTRICIONAL
Y FUNCIONAL DE PROTEINAS DE
LA SEMILLA DE Brassica campestris 1.

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL
GRADO ACADEMICO DE DOCTOR EN CIENCIAS CON
ESPECIALIDAD EN ALIMENTOS

PRESENTA

MA. GUADALUPE DE JESUS ALANIS GUZMAN

MONTERREY N.L. FEBRERO DE 1993









FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICA% _
SUBDIRFCGION DF POSTGRADG A 8

TRACCION Y CARACTERIZACION QUIMICA, NUTRICIONAL Y FUNCIONAL DE
PROTEINAS DE LA SEMILLA DE Brassica campestris L.

TESIS

QUE COMO BEQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN ALIMENTOS

PRESENTA

MA. GUADALUPE DE JESUS ALANIS GUZMAN

MONTERREY N.L. FEBRERQO 1993



“hred



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE POSTGRADO

TRACCION Y CARACTERIZACION QUIMICA, NUTRICIONAL ¥ FUNCIONAL DE
PROTEINAS DE LA SEMILLA DE Brassica campestris L.

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
EL GRADO ACADEMICO DE
DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN ALIMENTOS

PRESENTA

MA. GUADALUPE DE JESUS ALANIS GUZMAN

COMISION DE TESIS

Aprobada

DR. PEDRO WESCHE UBELING //7"’"’
[ggfcr\t'\(z.JJULlA VERDE STAR | m-—-’ l‘ZJ- Comrs, L
DR RATIKANTA MAIT| — Rl e

DR SERGIO O.SERNA SALDIVAR E‘}&B&M__J//\_

(Asesor Externa)

NTERREY, N.L. MEXICO FEBRERQO DE 1983



RLESUMEN

U este trabigo se planted el abpetivo de conacer el paotencial de I semills de
Brassict canpeviriy sivestie, coma mideria prima en la aobtencion de aislados proteinicos,
para Jo coal se reahzd fa caravcterizacion quimicit, nutricional y toxicologica de la semilla y
hanna desgrosada de B campresint silvestre, encontriindose en la semilla un contenido de
aceile de 3397, Je fibra 135, 4% de ceniza y de proteina 26%. Los plucosinolatos se
encantaron et reknviimenie boji conce ntrucion 0,92%, asi como jos fitatos 32 mg/100g. La
mactviucion de l enzima doglucosidasa, se ealizd por calentamiento 8 90°C por 18,
comprobindose b mactiviinion de la eozima con sinigring como sustrato y cuantificando
glucosa comu praducta tormado. Con ke eatricerdon del aceite, por up minimo de 2 hrs. la
enzima himbidn perdio su actividad, Las sennllas trituradas y decorticadas con tamizado y
aire, ae desyrasaron con eter v ka harina usi obtenida tuvo un contenido de fibra cruda de
3.8%. 7% Jde ceniza, 48 de proteing, con una digestibilidad de $2.8% y un valor nutritivo
con Teeradn menn weomophula, relativo o caseing de 989, Los glucosinolatos aumentaron aqui
g 23% v los tiatos o 67 mg 10 Los minerales presentes fanlo en la semilla como en la
haring fueson Zn, Fe, Ma, P Cay Mg, Uthzando la harina se realizaron extracciones de
prowing o diferenie pH (60 65, 70 7.5, 8 y 10.8), delermindndose la proteina disuelta
espectrofutométricamente v el fstoro titico, encontrindose [a midxima extraccion de
profeime (N2 N0y T34 concidente con nunima de fitatos (70%) & pH 7, 7.5 y 8 Los
extractos  oblcnidin tueran resueltos electroforéticamente con SDS, cn geles de
pobacrmday {3 v 7.307) eocomtrindoe v todos ellos, 12 bapdas con pesos moleculares
de W 73 KD Datractos a pH 7 v 8 fueron precipitados a pH 3.5, 4, 45, 5y 5.5,
obteniendo o maama readimtiento protewo {S360) en el Extracto pH7 a 3.5, considerciones
nuttcionales taeron L base pars seleccionar ¢l pH de precipitacion de 4 con un rendimiento
de 3660 v LY de los titatos intcintes en el extracte pH7. €l aislada abtenido contenia 93%
de profoina conoun valor nutritiva refatvo a0 caseina de 91%. No se detectaron
glicosinokios, me fitaos, B cantenido de comoactdes pzufrados y lisina es superior a
cereales s epununosas. Los e jures caracteristicas foncionades fueron: capacidad espumante,

estubilnhad de L eypunne voabnoraon deosceite, siendo sopenores @ un aislada de soya



ABSTRACH

The abjetive of this rescarch was to determine the potential of the wild Brussica
carnpestriy seed, as raw material in the ubtention of protein isolates, the chemical, nutritional
and toxicalogical characterization of the seed and deffated flour, finding in the seed a
content ot 33% oil, 13% fiber, 4% ush and 26% protein. The glucosinolates were found at
a low concentration of .92% as well as the phytates of 32 mg/100 g. The inactivation of the
thioglucosidase enzyme wis made by heating at 90°C for 18 scconds, it was verificd with
simigrin a5 substrate and determining glucose as a final product. With the extraction of oil
during a munimum period ot 2 hours, the enzyme also lost its activity. The seeds flaked and
dehulled with sieve and air, were deffatened with ether, and the flour obtained had 3.8%
crude fiber, 7¢ ash und 48% protein with a digestibility of 92.8%, and a nutritive value with
Tetralymena termophila (relative to casein). of 98%. The glucosinolates in the flour were
eicvated to 2.3% and the phytates to 67 my/10 g. The minerales contained in the sced as
well as in the flour were Zn, Fe, Mn, P, Ca and Mg, Protein extraction was made from the
flour at ditferent pH (9, 6.5, 7, 7.5, 8 and 10.8) determinig the disolved protein and the
phytic phasphaorus in the spectrophotometer, finding the maxinium protein extraction {82,
80 vy 74%) coinciding with o minimum quantity of phytates (70%) at pH 7, 7.5 and & The
extracts obtained were analysed electrofaretically in gels of polyacrilamide with SDS (5 and
75%) finding in each one of them 12 bands with a molecular weight of 10 to 74 KDa.
Extracts at pH 7 and 8 were precipitated at phtl 3.5, 4, 4.5, 5 and 3.5, obtaining the
maximum protein yield (53%) in the extract pH 7 at pH 3.5. Based on nutrntional
cansiderations in order 1o select the pH of precipitation 4, with a yield of 36% and 1.93%
of the initial phytates in the extract pH7. The isolate obtained had 93% protein, with a
nutritive value relative to casein of 91%. neither glucosinolates nor phytates were detected.
The content of sulpher aminoacids and lysine were greater than cereal and lepuminous
seeds. The best functional propertics were: whipping capacity and foam stability, and oil
absorption heing greater than soy solate. In conclusion the seed evaluated had good

chemical composition and that its proteinie potential is very bigh nutritionalty.

Vi
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INTRODUCCION 1

INTRODUCCION

En anos recientes ha existido una intensa actividad en preparar proteinas de origen
vegetitl pura el uso posternior en alimentos, como alternativa a las proteinas de origen animal,
especinlmente de carne y leche. Las proteinas vegetales que han recibido mis atencion son
las provenientes de lepuminosas y oleaginosas, siendo la soya la que hasta el momento se
mdustriabiza er una escala importante.

La Academia Nacional de Ciencias en Estados Unidos (Bates, 1983) incluye en el
listado de protlemas relevantes sin resolver en el campo de la tecnologia de alimentos, el
mcrementar el uso adecuado de pastas de oleaginosas no canvencionales.

Esta linea de investigacion se considera de actualidad y con futuro tanto en los paises
desarrollados, como en los que ticnen prablemas de subdesarrollo, aunque por distintos
motivas. En el caso de los primeros gue no tienen problemas de carencia de proteina animal
es principalmente para diversiticar sus dictas, asi como, introducir productos con sabor a
carne, leche ete. pero sin [os inconvenientes de colesterol y acido urico, probleméaticos para
el grupo poblacional con alto riesgo de cardiopatias, enfermedades vasculares, y articulares.

En México el 67% de 1o poblacion tiene bajo consumao de proteing animal, y s6lo un
12% tiene el consumo adecuado de 20 a 40 g/dia, por lo que el 57.3% de los niftos menores
de 4 anos en el medio rural presentan desnutricion (Instituto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubirdn, 1984). Por todo esto, en nuestra pais €l principal problema alimentario
es proveer de alimentos de buena calidad y bajo costo a la poblacion, asi como también
tener alimentos alternativos para ciasos especiales, como las £pocas de baja produccitn de
ahmentos carnicos y lacteos.

Por otro lado las proteinas vegetales, para ser incorporadas en alimentos, deben tener
un valor nutricional bueno, asi como, sabor, color y propiedades funcionales aceptables.

Para lograr bajo costa se deben utilizar materias primas apropiadas y de producci6n
local; esto imiplica domesticar plantas stlvestres y/o introducir nuevos cultivos adaptadas a
s condiciones climidticas y de suclo en la regidn.

Una muter:a prima potencial para €ste proposito en nuestio estado es 14 nabina o

mastizat sivestre (Brassica carmpestrin) ya gue en este Jaboratorio s¢ encontro que la semifla



INTRODUCCION 2
crntiene 285 de proteinia, con una digestibilidad de 80%; contigne ade miis 34% de extracto
cieren que produce ung buena cantdad de aceite, Aonado a esta composicion quimica
favorable, agronomicamente su produccion en nuestra region es posible ya que €sta planta
s¢ produce en forma semicultivada en Escobedo, N.L. en €poca de invierno, pudi€ndose
coscehar en los meses de Murzo ¢ Abril, por lo que su domesticacion no seria problemdtica.

El cultive del nabo se menciona por Landaverde (1942) como un cultivo de
importancia en México, que producia un aceite muy fino, utilizado para condimentas
culinarios, en la industria peletera, en alumbrado, como lubricante tino y en la industria
jubonera. Ei mismo autor sefiala a Brassica campestris silvestre o semicultivada utilizada con
los mismos fines, llegdndose a consumur en México 1,300 toneladas.

En la actualidad y a partir de los anos cincuenta (Altschul y Wileke, 1985; Dale, 1982,
Metcalfe y Flkins, 1983), este cultivo adquicre importancia a nivel mundial y asi en Europa
es una de las fuentes mias importantes de aceite comestible (Lockhart y Wiseman, 1975;
Nash, [978). Sdlo en el Reino Unido y Francia se obtienen 140,000 toneladas anuales
{Slauvghter y Duffus, 1980). En India v China se utiliza e] aceite comestible, la semilla y la
planta coma hortaliza. Sin embargo es en Canadd donde el cultivo ha crecido después de
su introduccian en los anos cincuenta; v para 1979 un tercio de la superticic cultivada fué
Brassica carpestris, Brussicu napies y fa nueva variedad mejorada Hamada canola. México en
1980 importd de Canada el 29 (23,000 ton.), de la produccidn de canola y las importaciones
han aumentado con el usa de L torta en o alimentacion de aves y del aceite en usos
alimentanios (Comunicacion de Ta Embajada de Canadd en México).

b Brassica campesiris las pasibilidiades de una utilizacion variada e integral son
interesantes; la planta tierna comao hortalizen L alimemacian humana, o como forraje para
cerdos. cajirinos y bovinos en la alimentacion animal. Bl aceite st no es posible en
alimentacion humana puede ser con times imdustriales, y [a torta producto de la extraccion
del aceite puede ser fuente de proteinas para la nutricion hurana o animal.

Considerando to anterior y el iecho de que Brassica campestns crece abundantemente
cn torma sthvestre y comuo naie za (senticultvada e colivos de avena duraate el invieino
en micstra region (Hores, 1989). se cstima beneticioso conocer la composicion quimica,

toxcologica v nutniviona. de las serullas de Brussicn campesins silvestre, asi como el
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patencial teenoldgico de sus proteinas, que pudicran posteriormente utilizarse para claborar

productos texturizados, enriquecer atoles, pastas, tortillas, etc.

OBIETIVOS
I. GENERAL.:

Conocer el potwencal de la semilla de Brassica campesins silvestre, como materia

prima en la obtencidn de aislados proteinicos.

. PARTICULARES:

Caracterizacion gquimica, nutricional y toxicolégica de la semilla y harina desgrasada

de B. campestris, silvestre

Determimar las condiciones adecuadas para obtener la proteina mediante

tratamientos fisicoquimicos, libre de compuestos toxicos.

Yalorar el aislado proteinica aobtenido, fisicoquimica, nutricional y funcionalmente.

HIPOTESIS DE TRABAIJO

Es posible utilizar como materia prima la semilla de Brassica campestris en la

elaboracion de un aislado proteinico de calidad nutricional aceptable .

ORIGINALIDAD

121 cultivo de sentllas de B oy v B campesing es muy importante, ocupando entre
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et al. 1976; Ohlson y Anjou, 1979).

las oleaginasas ) quinto lugar mundial (Sosulsk:
Recientemente fas varivdades mejoradas con bajo contenido de glucosinolatos (glucssidos
poitropénicos txicos y de deido erteico (dcido graso potencialmente téxico), estin
desplizando rapidamente o las variedades tradicionales, sobre tode en Cuanadé, con su
varicdad "Canela’ y en Europa cen las vancdades "Doble cera” (Daun y Declereq, 1588;
Ohlson, 1985), Por lo anterior, parte de [a originaldad del presente trabajo radica en
conocer 1a especie de B. campestns adaptada a la region, 1a cudl crece en forma silvestre en
onllas de ciummos y teles, asi coma seaucultivada conzo maleza en cultivos de avena durante
los meses de invierno. Obteniéndose le semilla madura en el més de Marzo. 1a especie
descrita puede ser Ja base en la obtencion de variedades mejoradas. Otro aspecto
importanie, es quz no se produce, ni utiliza a nivel comeral, e aislado proteinico de
nipguna variedad del género Brassica (Oblson, 1985; Paulson y Tung, 1988). Esto es detndo
2 gque en la pruduccicn a mivel de laboratorio de aislados de variedades mejoradas de
B.campestirs, B. napus y Canola, ain quedan problemas sin resclver como la remocion de
la fibra y titatos asi como en el rendimiento de los procesos, ya que cantrario a otras fuentes
proteinicas, las senullas de éste género ticnen und gran variedad de proteinas de diferentes
pesos moleculares y puntos iseelectricos, por lo que ias condiciones para extraer una
traccion no necesariamente extraeran la totalidad, la mayor parte o nutrictonalmente la
mejor proteing presente. En la originadidad de este trabajo se incluye la obtencion de un
aisludo proteinico de semilla de B. campestris con posible bajo contenido de fitatas y
glucosinolitos, empleanda como materia prima senullas de la especie silvestre colectada en
Escobedo, N L, Lo que taalitard el conocimaento de sus proteinas, ast como de su potencial

pari estos fines.
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ANTECEDENTES
1. Brassica campestns,
[ Origen v distribucion peogritica:

a4 mayoria de Jas cruciteras incluyendo la colza y el nabo, se originaron en las
regiones montadosas del suroeste de Asia (Vavilov, 1951). Singh (1958) hace referencia a
excritos antiguos que mencionan dos vleaginasas, la mostaza y la culza 0 nabo aceitero en
¢l sivlo trece. Por otra patte Gonzilez (1974) cita que el nabo aceitero no ticne definido su
origen siendo cultivado tucialmente en la [ndia, pasteriormente en Japon y China; y que la
produccian a nivel comercial ocurrio hasta el siplo X111 en Buropa y finalmente llegd 2
Norte y Sudamérica. Lo anterior se complementa con la informacion de Kipps (1970) que
entatiza gue ¢l nabo se encontraba en Inglaterra en ¢l siglo XVI y de ahi fué distribuido al
resto de Buropa, Asia, Canada y BEstados Unidos. a

L 1Y42, Hrassice napuy era yao un cultivo de importancia en México y Brassica
campesing silvestre o semicultivada tamién era importante cubriendo los mismos usos
(Landaverde, 1942).

En lu acwualidad y a partr de 1os afos cincuenta la mostaza o nabina comestible
adquiere importancia a nivel mandial (Alschul y Wileke, 1985; Dale, 1982; Metcalfe y Elkins,
19807

Mc. Gregor y Downey (1975) ubican el uso de las especies aceiteras del género
Brassica de la siguiente manera: B. jwicea utilizada en la [ndia y China, 8. napus en Europa
y B campesiny usada en Canadd y Estados Unidos. Dietz et al. (1991) reportan que las
variedades asidticas son B. campestris o nabo y las europeas B napus.

Lit distribueion en México, en forma silvestre o semicultivada es amplia, ya que se
encucntra ¢n todo ¢l pais con excepeidn de los estados de Baja California, Sinaloa, Nayarit,
Durango. Zacatecas, Aguascalientes, Guaerrero, Quxaca, Tabasco, Campeche, Yucatan v
Quintana Roe (Rzedowski, 1978), En forma cultivada lu distribucion es limitada ya que s6lo

{
se cultivan daeigodmente en el pais aprovimadamente 6,000 Ha. (Robles, 1982) encontrandose

.
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arncipemerwe endos estados de Poehia, Tidalpo y Tlaxcab,

b, Oripen citegeng tico:

Foer Gova de esta plaata es ifio] determinar su onigen citogenético por que presenta
sran tuciidad de cruzamiento entre especices,

Pochlrian [1979) explicn la tormacion de especies tetraploides como son 8. jitnced
con 30 cramosenias a4 paciic de B conpesinis de 20y Boonigra de 16 cromosomas, y la
ormacion de Bo o con 38 cromosomas partendo de B campesins y B oleraced de 18.
La anterior demuestra La alta copacidad de cruzamiento de estas plantas asi como el hecho

de que fas tres especies oneimales o imeiales son B campestns, B. nigra, y B. oleracea.

Lo Bstruetura:

Las semillas de Brassica campesing varian en color desde amarnilio hasta café obscuro
(Daun v DeClerck, [988). Ditieren de otras semullas econfmicamente importantes, ya que
tienen ur endospermo pegueno y Lt cublerta de la semilla ocupa de 12 a 20% del peso de
ke semitta (Appelgvist, 1972) El inwerior cansiste principalinente en los cotiledones, las
cultles contienen el acete y granalos reos en proteini, en las celulas de aleurona que se
encuentran bajo o cascanily, Cada c€lula estd rodeada por una membrana celular
compuesia en gran medida por celulosa. Los esterosomas estan dispersos en el citoplasma.

Loy granos de aleurona nuden de 2 o 10 mp de deimetro (Qhlson, 1985).

Id. Compasicion guinneu:

En tas distintas viroie dindes o celtiviee s de Brassica la compuosicion quimica fluctiia atn

dentro e nea espeeies para el aectie de 30 @ 485, de 23 2 27% T proteing, y de 10 a 115%
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los ciirhaludrinos (Ohilson, 19245).

La  concentriwion  de carbohidratos de bajo  peso  molecular  es

aproximadamente el 6% del peso seco de b harina desgrasada, correspondiendo al 20% del

matenal hidootilico (Anjou et ol 1979, citado por Ohlson, 1985). Aman y Gillberg (1977)
mencionan que los carhohidristos de bago peso molecalar ocupan en la hartna desgrasada
ioproximiadamente el 109 v que de ellos los mids abundantes son glucasa, arabinosa, xilosa
vontlactosa

De los carbohidratos de bajo peso molecolar predominan la sacarosa y la estaquiosa
con 3y 29 qespectivamiente. En menores concentracicnes se encucntran la rafinosa,
galactimol, digalactostlgheerol. glucosa, fructosa y mioinositol.

1.os polisacéridos se encuentran en mayor cantidad en las cascarilias, principalmente
L cetulosa v I hipning que varla de 2 a 5.5% dependiendo del cultivar y del color de la
cascaillia; entre mids ¢laro meror concentracion de lignina. En los hidrolizades de polimeras
de cascarillas se encuentra hasta 5% de acidos urdnicos (Aspinall y Jiang, 1974; Ohlson,
1683

Los carboh.dratos, politenoles y lgnina de las cascanilas han sido estudiadas par

Theander ¢t al. (1977).

Las pectinas de las cascarillas han stdo caracterizadas por Aspinall y Jiang (1974).

Weber et all (1974) han estudiado tos mucilagos presentes en las cascarillas de las
vaticdades cleiteros del género Hrassica.

Siddigut y Wood, wislaron y caracterizaron un amiloide soluble en agua (1971),
Creportan an arabinogalactano acidico en 1972 y un arabinana en 1973, todos de 1a harina
de B. campesiris.

Los polisacaridos de las harinas contivnen grandes cantidades de arabinosa, glucosa,
xilosa v galactosa (Ohlson, 1985).

El aceite se cncuentra de 42 a 50% cn la semilla de calza de invierno, de 37 a 47%
en i de verano, en el niabo de invierno es de 40 a 48% y en el de verano de 36 a 46% ¢n
hase seca (Ohlson, 1988), Deperdiendo de la variedad de que sea extraido, esta constituido
por los sipwentes acidos grasos: ericico (22:1) de 24 2 619, oleico (18:1) de 11 a 31%,

e CIN I de TEa 3190 Dnclenrco (18&3) de 6o 149, zicosaenoico (20:1) de 0a 129%
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v palmitico (10:1) de 2 a 7%. En las variedades genéticamente mejoradas, con bajos niveles
de aedo erucico, elsicido oleco se incrementa en ta proporein en que disminuye el acido
cruciee. par ke que los deidos de 18 carbonos legan a constituir hasta ¢l 95% del accite
(N Lhesbwar el all JUST).

Rotiles {19820 reporta un coeticiente de digestibifidad para el scette de Y8% en el
Nemano vy ode 7770 on matas eaperimentinies.

1 contemdo de proteina en la semibia sibvestre colectada en Escobedo, N.L., es de
207 v en Lo harine desprusada de laomisnu semifla es de $7%. La digestibilidad de la
sroteini desprasada sin cascanlbia es de 93% con pepsina (resultados de anatisis preliminar
reahizados en el Tob de Crencin de Alimentos, F.CBL TANLY)

Lo prowinag s considerada de buena calidad evaluando su balance de annnoacidos
escneities. siendo rica principaimente en aminodcidos azufrados {(Gillberg y Tornell, 1976).
Jones [ 1579 cita la composicion de aminodeidos esenciales de la proteina de B.campestris
coryrradi oy fnvarablemente con el patron de FAQ/OMS| con un cimputo de 95, con
i leucmd come primer aminoacdo hnmatarte para el humano,

Las proteiras del genera Brassica tienen un valor nutritive mas alto que ninguna otra
aroteing sepetal (Ohlson v Anjou, 1979), dehido a su contenide de lisina, metionina y
CATS I

Ohlson (1983 citac fos nveles de st en Brassicr simtanes a los de soya y mayor
el de enmaeacdos azutrados que los de esa leguminosa,

La protera de Brasscd aepus y Brassica campestris tiene un buen balance de
wannacidos, espachkilmente noa en aminudeidos azufrados.

Loy candad de esta proteina se confirma con el reparte de Jopes (1979) con un valor
de indice de eticiercnr protewnica (PERY de 250 para a barina detoxiticada, igual al
nbtenndu cor caseni

Lo composieran de proteinas de estas semnlas es comple)a ¢ involucra proteinas de
b copesa molecular 113 RDa) y puntos isoelictnieos cercanos a 11 en el 20 a 4% de la
proting tota! (Limaerdal v Jasson, 1972). Tambien se encuentran proteinas acidicas con

puntos socfectrons de da 7 v de pesos moleculares elevados de hasta 320 KDa y proteinas

Oearines oo puntos sochecircos Jde oo N Y PesOs o cvulittes nermedion v bajos de hasta
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150 KDa (Lonnerdal et al., 1977)

La composicion e aminodeidos también varia en cada fraccion proteinica, pues
Lonnerdal et al. (1977) prepard tres aislados proteinicos extraidos a pH 11 y precipitados
a pH 6.6, 5.0 v 49, presentando cada uno diterente computo al camparar su composicion
do aminaaeidos con ¢l patrdon FAO/OMS, siendo Este de 100 para el primero y Gltimo y de
69 pura el sepundo aislado, con Ja lisina como el primer limitante para el humano.

De o anterior se resume que se pueden presentar pesos moleculares desde 13 KDa
hosta 320 KDa y puntos isoeléctricas de 4 a 1] en las proteinas de ésta oleaginosa. Asi
musmu, la cahidad nutnicional y composieion aminoacidica del mislado proteinico puede variar

de pendiendo de [as condiciones de obtencion del mismo y la fraccién que sea extraida

le. Aspectos toxicolagicos:

Los principales problemas de toxicidad que pueden ccasionar las semillas del género
Braasica se deben principatmente a la presencia de altos niveles del acido ericico (ac. Cis-
13-docosiaenoica), éste al ingerirse en cantidades superiores al 10% de las calorias totales
de L dicta causa acumulacion rapida de grasa en el miocardio, inflamacidn del mismo y
cnnbios similares en el miscalo esquelético, fibrosis del miocardio, cirrosis hepatica, y
ey hemuolitica, Lo antenor observado en hamsters, ratas, monaos, ete. (Mc. Gregor y
Downey, 1974, Altschul v Wileke, 1985, Mattson, 1973),

Algunos auores discrepan en cuanto a la toxicdad de este acido; Kramer et al.
1983) reportan valor nutnicional similar para variedades tradicionales con alto contenido
deac. erucieo y las vanedades Ycanoia” y "doble cero™.

I=n el caso de la harina desgrasada uno de los principales problemas ¢s la presencia
Je gucosimolatos, gue al hidrolizarse con la tioglucosidasa presente en la misma semilla
wrnmin sultato imorganico. plucosa, y, dependiendo de las condiciones de hidrQlisis,
NOHDCnaies, Hocnatos y nitrilos en varias proporciones. Estos compuestos causan
sprandanueaty de tirondes y los nitrilos especiticamente ocasionan hepatomegalia, lesiones

cesado y ninones, s como pérdida de peso. BEn B campestris ¢l glucasinolato reportado
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comao o) mis abundaate ¢s gluconaping o 3-butenil-glucosinoldto, que se puede encontrar
hasw 10 g 12 mp/p en la torta de esta oleaginosa (VanEtien y Wolff, 1973; Ohlson, 1985;
Campbell, 1987).

Para resalver el problema de los plucosinolatos se han realizado trabajos que
propunein: konactivacion de o enzima tioghucosidasa con calor, autoclave, amoniacg, etc.
(Jones, 1979 Lonnerdal, 1%76; Eapen et al.,1968; Dahlen y Goude, 1973, citado por
Otlson, 1985): extracadn de Jos glucosinolatos con agua, metanol, etanol o acetona (Mattson,
1973, VanEtten ¢t al, 1909 y Shehidi y Gabon, 1990); tratamientos bioquimicas como
germinacion, descascarillada con celulasas y fermentacion (Mustakas, 1963; Staron, 1970;
Poznanski et al., 1973, citados por Ohlson, 1983).

Sin embargo lo que ha tenido mas impacto a nivel econdmico ha sido la introduccién
de varcdades mejoradas con niveles muy bajos tanto de glucosinolatos, méaximo 3 mg/g en
la torta; como de ac. eriacico, maximo 3% en €l aceite. Estas variedades se les llama "doble
cero” en Europa y "canola” en Canada (Dale, 1982; Canola Council of Canada, 1983).

El sepundo factor que limita el uso de la harina de semillas del gEnero Brassica, en
la ahimentacion humana, es su alto contenido de fibra, debido a la cascarille que permanece
en buens medida en la torta y la cudl posee ademas polifenoles condensados que limitan
Ja utilizacion de la proteina. En algunas variedades de B. napus y B. campestris Ja harina
presenta de 13 a 16% de fibra (Jones, 1979), valor superiot al de la harina de soya, ya que
al ser [a semibia mas pequena la proporciaon de cascarilla a cotiledones aumenta (Appelgvist,
Y72,

Pura resolver este altimo problema se han propuesto descascariliados por abrasion,
lo cudl se dificulta pur el tamano de la semilla, asi como par su fragilidad; descascarillado
por enzimas lo que cleva los costos de produccién; separacion mecinica de las cascanllas
en la harina utilizando tamizado y aire, lo que es suficiente para utilizar Ia harina en
alimentacion animal mas no en humanos; y la preparacidn de concentrados ¢ aislados
proteinicos. En e caso de lus concentrados el problema permanece pues aiin contiene entre
6 v 8% de fibra en su compuosicion, por lo que los aislados parecen ser la mejor opeidn.

Despues de mantener durante muchos afos la prioridad en investigacidn, los

glucostnolitos emnizzan o pasar 4 un segundo térming, principalmente con la obtencién de
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las vuriedades canola y doble cero, siendo en anos recientes ¢l principal problema
toxicalogico investigado el de. fitico (hexafosfoinositol). Este es el compuesto con fésforo en
su molécula que se eacueptra en mayor concentracion en muchos vegetales importantes,
comuo legumbres, cercules y oleaginosas (Posternak, 1903, citado por Graf y Dintzis, 1982).
El ac. fitico torma complejos insolubles con cationes polivalentes, ocasionando que esos
minerales no sean utilizados o absurbidos en el intestino y por lo mismo se presenten
problemas de deticiencias de calcio, hierro y zinc. Ademas de lo anterior forman complejos
tambi€n con proteinas disminuyendo su digestibilidad (Badui, 1990; Grat y Dintzis, 1582).

Es importante seralar que la soya mundialmente utilizada, contiene fitatos y que
principalmente en los aisladus proteicos que se utilizan como extensores 0 sustitutos de
cirne, esto llega a ser problema. Champagne y Phillippy (1989) utilizan un aislado de soya
(Purina) conteniendo 1.30% de ac. fitico. Lease (1967} citado por Badui (1990) reporta que,
ratas alimentadas con un aislado de soya, absorben el 44% del zinc ingerido, mientras que
si la proteina es caseina la absorcion es de 84%. 1.os autores mencionan que suplementar

la dicta o el producto de soya con zing, es la solucidn sugerida

1. CONCENTRADQOS Y AISLADOS PROTEINICOS.

[1a. Usaos:

En afos recientes ha habido una intensa actividad en la biisqueda de proteinas
vepetales que puedan ser incorporadas a la alimentacién humana, principalmente como
alternativas de carne y leche (Jones, 1979).

Las proteinas para ser utilizadas en la industria alimentaria pueden prepararse como
concentrados, o como aislados proteinicos. Los primeros son productos preparados a partir
de materia prima de alta calidad, por remocion de la mayor parte del aceite y componentes
na proteinicos solubles en agua. Los concentrados tienen aproximadamente 60% de proteina
¥ los aislados proteinicos son productos que contienen aproximadamente 9% de proteina

S pOr censigdiente, Ui numin cantidad de compuestos na proteinicos (Ohlson, 1985). Los
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estinilares de identudad de Tistados Unidos, marean un minimo de 70% de proteina para
concentrados y Y% para aislados.

Proteinas de soya y en particular aislados proteinicos de ésta leguminasa, han sido
usados como cremas para caté, crema batida, yogurt, embutidos, productos texturizados
sustitutos de carne, ete. Todo esto, debido a gue las proteinas de la soya tienen muchas de
lus caracteristicas gquimicas y fisicas requeridas para los usos antes mencionados y poseen
propiedades funcionales no disponibles en otras fuentes de proteina vegetal (Kolar gt al,
1975). _

Se han estudindo diversas fuentes VEgC[HiCS para la ubtencién de concentrados y
aislados proteinicos, y asi se han propuesto aislados y concentrados proteinicos de lupmno
(Lupinus albus y Lupinus angustifolius), de semilla de jojoba (Simmondsia shinensis), de
girasol (Helianthus annuus), de garbanzo y diversos concentrados foliares (King et al., 1985;
Millan et al.,, 1984; Paredes-Lbopez et al,, 1991; Millan et al., 1987).

[Ib. Potencialidad de la proteina de Brassica en tecnologia alimentaria:

f.a semilla de mostaza cs una fuente potencial de proteina para elaboracidn de
alimentos, basindose en la capacidad de produccion de este cultivo y en el valor nutricional
de su proteina. El interés de esta semilla como una fuente de proteina se materializa en los
sesentas cuando empieza a ser apreciada (Jones, 1979).

La elaboracidén de concentrados proteinicos de B. napus, B. campesins y B. juncea
principalmente se ha desarroilado en Canadé, Polonia y Suecia. La preparaciGn de €stos se
basa en la limpicza y descascarillado de la semilla, inactivacion de la mirosinasa, remocion
de los glucosinolatos con agua, secado del material y degrasado con hexana. El material
restante es el concentrado. Theander y Aman (1977, citados par Ohlson y Anjou, 1979)
obtienen un concentrado con 65% de proteina en base seca, con un residuo de
glucosinolatos muy bajo, habiéndose remaovido aproximadamente el 99% de la cantidad
thicial. Sin embargo contienen relativamente altos niveles de acido fitico, asi como de

carbohidratos insolubles en agua, como son los polisacaridos de las paredes celulares o fibra.
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L compaosicion tipica de un concentrado proteinico de Bmssica es la siguiente:
proteing (mitrdgeno x 6.25) 65%, grasa 1%, carbohidratos (excluyendo fibra) 28%, fibra
cruda 7%, cenizus totales 7%, ac. fitico 6%. humedad 7.5%, y glucosinclatos menos de
.03% {Ohlson, 1979 y 1985).

E! inconvenicnte de Tos concentrados proteinicos es principalmente el alto contenido
de fibra y de titatos los cudles intervienen en la utiizacion del zine y otros minerales en los
organismas, ya que en estudios hechos con ratas éstas presentaron signos de deficiencia y
al analizar el contenido de éste elemento en hueso se encantrd deplecion en el mismo. El
problema sc revierte con la ingestidn de mayores niveles de zinc en la dieta (Gorill et al.,
1974).

Ademds del problema antinutriciona] de la fibra y los fitatos en los concentrados,
gstos tiencn el inconveniente del color y sabor no atractivo para su uso en alimentos
(Thompson et al,, 1982). Lo y Hill (1972) sugieren que el color presentado en estos aistadas
as debido a la presencia de acido clorogénico y de dcido caféico.

Un aistado proteinico generalmente es preparado por la dispersiOn inicial del material
crudo en vna solucidn alcalina. Después de remover el material insoluble, las proteinas
disueltas son recuperadas por precipitacion acida, debido a €sto el aistado conticne menos
impurezas y su calidad tuncional es mis aceptable que la de los concentrados.

Los aislados proteinicos de Brassica ain no son manufacturados a nivel comercial
(Ohlson, 1985), principalmente porque no se ha establecido una tecnologia costeable con
buenos rendimientos de produccidn, la cual elimine & la vez el problema de los fitatos y
glucasinolatos.

Los rendimientos en la produccifm de un aislado dependen de muchos factores; entre
otros ¢! calentamiento durante el procesamiento de la torta y 1a necesidad de varias etapas
de lavado a la proteina después de la precipitacion. En el caso de una torta comercial, Owen
(1971, citado por Ohlson, 1983) recuperd el 18% del nitrogeno anginal de la semilla,
obteniendo un aislado con 84% de proteina. Sosulski et al. (1972} bajo condiciones de
l[ahoratorio reportaron un rendimento cercano al 50% y el aislado contenia 86% de
proteina. Kroon el al. {1970, citados por Ohison, 1985) tuvieron rendimientos de entre 29

a 497 v praductos conienicndo mas de 904 de proteina.
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Tienell ¢l ). (1972, cilado por Ohlson, 1985) menciane que 8i s desca obtener un
aislado capaz de tormar fibras, se deben remover todos los fitatos para utilizar e] producto
como sustitute de carne. Lo anterior padria hacer competir éste producto con el de la saya.

Se han preparado a mivel de laboratorio aislados proteinicos, utilizando diferentes
esquemas de extraceion o solubilizacian de las proteinas, asi como de recuperacion de la
proteina extraida,

Gillberg y Tornell (1976) prepararon tres aislados proteinicos partiendo de 8. napus:
uno a pH 111 y la recuperacion de la proteina fué por precipitacion a pH 4, obteniendo
75% de proteina y 16% del ac. fitico inicial; otro a pH 8.2 y la precipitacion a pH 3.7,
obtenicndo 48% de nitrbgeno y 18% de ac. fitico iniciales, no reportando el contenida de
proteina; y par altimo a pH 6.2 y precipitando a pH 4 obteniendo un aislado con 85% de
proteina en el gue se conservd un 20% de ac. fitico inicial.

Lonnerdal et al. (1977) preparan también tres aislados a partir de B. napus. En éste
casa los tres se extraen a ptl 11.1, pero el primero se precipita a pH 4.9, el segunda a pH
6.6y ¢l tercero se obtiene por una precipitacién a pH 5, de las proteinas que permanecieron
solubles en ¢l sobrenadante de la precipitacion anterior, Sin embargo el objetivo del trabajo
estd en funcion de conocer las proteinas y sus caracteristicas, mas que en establecer un
proceso tecnolOgico para la produccion de aislados y asf, omiten datos de produccién o
rendimiento; utilizan polimeros anidonicos como la carboximetilcelulosa para facilitar la
precipitacién de las proteinas, y enfatizan los tipos de proteinas que se encuentran en cada
aislado en cuanto a pesos moleculares, puntos {soeléctricos y composicidn de sminoicidos.

Aman y Gillberg (1977) preparan los tres aislados de la misma mancera, y estudian
ahora la distribucién de carbohidratos, encontrando generalmente en las asslados, azicares
simples tales como arabinosa, ribusa, galactosa, glucosa, xilosa, fucosa , ramnosa y azicares
acidos como el ac. galacturénico, todos en pequena cantidad,

Bhatty (1972) extrae las proteinas de bajo peso molecular {cerca de 13 KDa), y con
puntos isoeléctricos alrededor de 11, solubiliziandolas en 5% de ac. tricloroacético.

Diosday et al. (1984} preparan aslados osando 8. napus, por el métoda de
ultratiltracion en dos etapas y posteniormnente concentrando por cvaporacion ¢l producto

dilaido, obteniendo un aislado con 80.4% de proteina.

- — R
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Cho y Thompson (1984} prepircan un aislado, acetilando inicialmente la harina de B.
naies para tucilitar a extraccion de la proteina, posteriormenie recupera ésta por
precipitacion isoeléctrica v por didlisis, encontrando mejores rendimientos al utilizar didlisis
y ¢l aislado contiene sdlo 0.9% de dcido fitico en ambos casos.

Lacraix et al. (1981), abtienen a partir de harina desgrasada y libre de cascarilla (no
mencionan especic) un aislado por ultratiltracion, previa hidrélisis enzimatica parcial de las
proteinas.

Es importante mencionar aqui, que el uso de un aislado puede estar limitado por el
meremento en los costos de produceidn causado por rendimicntos de produccidn reducidos,
alto costo de lavado de la proteina cruda para eliminar impurezas, y altas cantidades de
desechos. Una alternativa para mejorar €sto puede ser, partir de la torta previamente

purificada o bien, de un concentrado proteinico para elaborar el aislado (Ohlson, 1985).

[le. Funcionalidad de las proteinas y aplicaciones en alimentos:

Algunos de los mds importantes aspecios de las proteinas vegetales, son sus
propiedades funcionales. Ellas determinaran el tipo dz aplicacion que podra tener un nucvo
inprediente proteinico, y su competitividad en €l mercado.

Una detinicion adecuada de propiedades funcionales de una proteina es la siguicnte:
son propiedades fisicoquimicas que dan informacidn sobre cOmo una proteina se comportaré
en un sistema alimentano (Hermansson, 1979).

El comportamiento funcional de las protefnas en un sistema alimentario es el
resultado de una compleja interaccion entre la composicion, estructura y propiedades
fisicoquimicas de las proteinas "per se", de sus interacciones con otros componentes, tales
camo lipidos y carbohidratos, y la naturaleza del medio en el cudl estAn asociadas (Kinsclla,
1979, citado por Paulson y Tung, 1987).

Las propiedades que son de interés peneral son las siguientes: solubilidad, viscosidad,
textura, capacidades espumantes, de absorcion de agua y de aceite, emulsificante, gelificante,

v de hinchamiento.

- T
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Sostuski ¢f wl. (1976) mencionan gue las harinas de Brassica son comparables a la
harina de soya en cuanto a absarcidn de agua, pero las primeras muoestran mucha més alta
solubitidad de nriragenao, absorcion de grasa, emulsificacidn de aceites, capacidad de batido,
y estabilidad de ln espuma. Las curvas del viscoanuldgrafo para harinas de Brassica se
caracterizaron por picos intermedios y alta viscosidad en frio, pero sus propiedades
geliticantes fueron malas. Desaforiunadamente [a harina no puede ser usada para consumeo
humana debido a los glucosinolatos presentes.

Los concentrados y los aislados muestran excelentes capacidades de retencion de
agua y acelte, el aislado tene muy alta capacidad emulsificante y buenas caracteristicas de
banudo, sin embargo, el uso de estos productos puede estar limitado por el color café o verde
que presentan en solucion acuosa.

Thompson et al. (1982) encuentran en un concentrado de B. napus buena salubilidad
de nitrogeno, absorcion de grasa, emulsificacion y capacidad de batido o espumante, pero
mala absoreién de agua y gelificacion. El mismo autor elabora salchichas y merengue de
mejor calidad con éste concentrado que con el de soya. Tambi€n hace mencidn al
inconvenicnte del color para e} merengue.

Ohisan (1985}, ademas de las anteriores propiedades del concentrado de Brassica,
menciona su alta capacidad de ligar grasas, propiedad que puede ser utilizada para regular
el conterido de grasa en lus alimentos.

Algunas de las propicdades fisicas pueden ser modificadas, por ¢jemplo: la capacidad
espumante, emuisionante, la estabilidad de la emulsion, y la solubilidad de nitrégeno mejora
al tratar Ja proteina con anhidrido succinico que modifica los grupos amino libres de la
misma (Paulson y Tung, 1988). Los mismos autores en otro estudio (1988) reportan también
[a reclogin y microestructura de las dispersiones de aislado protcinico de canola, y

encuentran un incremento en viscosidad caont el succinelado.
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METODOILOGIA.

[. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA SEMILLA DE Brassica campestris.
[a semilla silvestre fué colectada en Escobedo, Nuevo Ledn, y la "comercial®, fué
adquinda en los mercados de la localidad. a donde es traida principalmente de los Estados

de Puebla y Mdxicu.

Tanto la semillas como las harinas desprasadas y libres de cascarilla fueron analizadas

por duplicado con las siguientes determinaciones:

Humedad, Materia seca, Ceniza, Extracto ¢téreo, Fibra cruda, Protcina y

Extracto libre de nmtrogenc (AOAC, 1990)

Densidad enerpética Cal/g (con factores de Atwater, Scheider, 1985)

Glueosinolutos (Saim y Wratten, 1987) con tioglucostdasa Sigma.

Fitatos (Oberelas, 1973 y Wheeier y Ferrel, 1971)

Zinc ppm, Hierro ppm, Manganesa ppm, Calcio % y Magnesio% por

absurcion atdmica (Zeiss, 1978)
Fostoro total por absorcion atdmica (Zaugg y Knox, 1966)
Fn la hanna desgrasada ademas se realizé la determinacion de valor proteinico

relativa (RNV), con Tetrahymena thermophila (Baker, H. et al.| 1978) y Digestibilidad "in
vitra' can pepsina (ADAC, 1990).
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(. INACTIVACION DE LA MIROSINASA

A partir de aqui se traba)d can la semilla silvestre. Primero se disend un experimento
tendiente a4 camprobar 51 la enzima era mactivada por las condiciones de temperatura
recomendadas en la literatura o si este tratamiento puede ser sustituido por las condiciones

de extraccicon del aceite.
lla. Experimento 1

Se realizé una extraceion de la mirosinasa de acuerdo a Saini y Wratten (1987). S¢c
parte de 100 g de semilla molida finamente, en un molino de café, la harina fué extraida en
una licuadera con 500 ml de buffer de acetato de sodio de pH 4.9, almacenando la
suspension por dos horas a 4°C, centrifugando el extracto 15’ a 18,000 rpm y 4°C. Al
sobrenadante se le adiciona 70% de una solucidn de sulfatc de amonio saturado,
almacenando de nuevo por 2 hr a 4°C. El precipitado se recupera por centrifugacion 20°
a 18,000 rpm a 4°C, posteriormente se resuspende en un minimo de agua y se dializa con
dos cambios de agua en 24 horas a 4°C, después de lo cudl se centrifuga con las mismas
condiciones anteriores. Al sobrenadante sc agrega 70% de acetona fria, almacenando toda
it noche o 47 C. El precipitado se recupera por centrifugacion, se resuspende en 150 ml agua
fria y se lictitiza,

La actividad de la enzima extraida se detectd incubando durante 157 a 37°C, (L1 mg
del precipitado enzimatico de la semilla, resuspendido en bulter de tris pH 7, con 5 uM de
sinigrina (Monohidratada, Aldrich), se cuantificé glucosa libre proveniente de la hidrglisis
del giucosinolato.

Lo anterior fué realizado por triplicado, con semillas sin tratar y tratadas de la
siguicnte manera: A) a 90°C por 18'(1 dnnerdal ct al., 1977) y B) trituradas, descascanlladas
y desgrasadas en soxhiet con hexano a &80°C por 2 Hrs.

Se corrio un control de substrata conteniendo stmgrina sin adicion de enzima.

La glucasa hbre se apalizo con ¢) métado de glucosa-oxidasa (Sigma); se establecio

urd cunva estindir de plocosa con concentraciones de (3 a 14 py y la lectura de absarbancia
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se hizo o SIS nmoen un Bspeetrofotometro Beckman 25,
[Ib. Experimento 2.

En un segundo experimento, en lugar de extraer la enzima se utilizo la semilla sin
tratar y la senulla tratada con los tratamentos mencionados, basando esto en la técnica de
Sain1 y Wratten (1987) para cuantificar glucasinolatos.

50 mg de semilla (contiene 3.15 pM de glucosinolato) furon molidos en un mortero
con 2 m! de butfer de tnis a pH 7, pasada a un tubo cénico graduado. El mortero fué lavado
das veces con 1 ml de hutfer cada vez, recuperdndose los lavados cn el tubo y ajustando el
volumen de €ste a 5 ml con el nusmo buffer.

Tanto para la semilla sin tratamiento cOmo para la semilla tratada, se prepararon 6
tabos, a tres de los cudles jes fué adicionado un m! de sinigrina (5 pM). Los tubos fueron
incubados 2 hr a 37°C en bano de agua con agitacion ocasional, posteriormente se detiene
la reaccion agregando 5.1 ml de reactivo precipitante de proteinas, preparado a base de
tungstato de sodio y se centrifuga. Del sobrenadante es tomado 1 ml para la determinacion
de glucosa, tal y como se desenbi6é anterioninente.

Se prepard un tubo contral de substrato con simgrina, sin adicidn del extracto de

seqitulla.

UL TRITURADO Y DESCASCARILLADO.

La semilla seca fué triturada o quebrada, obteniéndose los cotiledones vy cascarillas.

Luego las cascanllas fueron removidas por suspencidn en aire y cribado.

IV. EXTRACCION DEL ACEITE Y DESOLVETIZADO.

Para b extraccion de) aveite se utilizd imicialmente hexano probindose dos tiempaos
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de extraccion, cun la proporcion muestra : solvente 1115 phy, recomendada por diversos
autores en la Mesatora (Ohlson, 1985). Ya gue de ninguna manera se podria repetir la
condicion industrial de extraccidn y como el grado de extraccion logrado can hexano no fué
adecuado, el aceite res:dual interferia can la extraccidn de las proteinas, por lo que se
decidid realizar una extraccion en soxhlet coa éter etilico.

Después de la extraccion del aceite la muestra fue desolvetizada, en borno a 70°C

V. SOLUBILIZACION DE LAS PROTEINAS,

Para solubilizar las proteinas se procedid a realizar extractos a diferentes pH: 6, 6.5,

7, 7.5, 82 y 10.8, con el siguiente esquema:

Va. Obtencidn de las protetnas.
1 litro de agua desionizada a 25°Ca pH 7
+
75 g de harina desgrasada
+
ajustar el pH con NaOH 0.1M
+
mantener el pH con agitacion durante 30° a temp. ambiente.

i

adicionar agua desionizada, para una relacion final de 1/20 p/v (Gillberg y Tornell, 1976)

(Valumen final 1,500 ml con 75 g de muestra)
!
Centrifugar a 6,(00 RPM a 20°C paor 25 minulos.
(3,000 RCF)

|

recuperar el sobrenaduante
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VI DETERMINACIONES QUIMICAS Y ELECTROFORETICAS DE LOS
EXTRACTOAS.

Ein e] sobrenadante se realiz0 una medicidn aproximada de la proteina extraida,
realizando lecturas a 260-280 nm, inmediatamente después de la extraccién , para lo cual
fué necesario antes de la lectura realizar diluciones 1:20y/o 1:40 de los extractos. La férmula
empleada es la siguiente: (1.55)( Abs 280) - (0.76) (Abs 260) = mg proteina/ ml
También fué probado el uso de otro método con lecturas a 215 y 225 empleando la férmula

144 (Abs2[5- Abs 225) = a pg/ml (Cooper,1977).

En el sobrenadante se determin6 también proteina por ¢l método de Kjeldhal (N x 6.25;
AOAC, 1990), y fitatos por el método de extraccion clisico de Oberleas (1973),
cuantiticando el fosforo liberado de! fitato segin Wheeler y Ferrel (1971),

Mucstras de los sobrenadantes, se aplicaron en geles de acrilamida inicialmente al
10%, después al 7.5% y con un gel de entrada a 5%, con buffer de cAmara 0.173 M tris-
glcina pH 8.2 Se realizd una tincidén con azu! de epomasie, después de la observaci6n de

los geles, s¢ realizd una segunda tincion con plata (Schicif y Wensink, 1986).

El procedimiento anterior de electroforesis fué repetido pero ahora con condiciones
desnaturalizantes empleando dodecilsulfato de sadio (SDS), y ademas de los sobrenadantes

fué aplicado un estindar de pesos moleculares Sigma SDS-6H. Las corridas (tres) se

realizaron a 70’ mA por gel.

VII. PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS.
Seleccidn de pH adecuado

Posteriormente se trabajé con los extractos de pH 7y 8, para precipitar fa proteina
1

vimantene r disuelta la mayor cantidad posible de titatos, Se evaluaron los siguientes pH; 3.5
* ==
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4, 4%, 5 y 5.5. Para bajar <l pH ! valor descado se utilizd HCL OUIN. El precipitado se
recuperd por centrifugacion a 7,000 RPM, a 10°C por 25°. Se lav6 dos veces, centnfupgando
cada vez, se deshidratd y pes6. En cl sobrenadante se determinaran nitrégeno disuelto y

fitatos disueltos, obteniendo por diferencia los fitatos precipitados.

VIIL LIOFITIZACION.
Una vez seleccionado el pH de solubilizacién y el de precipitacitn 6ptimos (75 y 4),
s¢ realizaron extraccianes sucesivas con las finalidad de reunir la cantidad de aislado

suficiente para ser caracterizado lo méas completamente posible. Las proteinas obtenidas

fueron liohlizadas para su conservacion correcta

1X. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y NUTRICIONAL DL AISLADQ
OBTENIDQO.

FELECTROFORESIS (Schleif y Wensink, 1981)

PROTEINA (ADAC, 1990)

FITATOS (Oberelas, 1973 v Wheeler y Ferrel, 1971)

GLUCOSINOLATOS (Saini y Wratten, 1987)

AMINOACIDOS (Manual Beckman, Modelo 119)

COMPUTO QUIMICQ (Peliet, 1980)

VALOR PROTEINICO RELATIVO. (Buker, H. et al., 1978)
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Solubilidad de nitrégeno (AACC, 1974)

Capacidad espumantc y estabilidad de
espuma (Lawhon y Cater, 1971)

Capacidad de absorcién de agua
(Sosulski, 1962)

Capacidad de absorcibn de aceite (Lin
et al, 1974)

Capacidad emulsificante de aceite y
estabilidad de la emulsibn (Marshal
et al, 1975)

Dcnsidad, cxpresada come  volumen por .

gramo de muestra (Thompson et al.,
1982).

En las propiedades funcionales se utilizd un contro! de un aislado comercial de soya

SUPRO, utilizado en la eluboracién de embutidos. Todas las determinaciones se efectuaron

por triplicado, con desviaciones estandar de no mas de 2%.
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RESULTADOS.

LCARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA SEMILLA Y PASTA.

Los resultados del analisis quimico y nutricional de la semilla comercial y silvestre se
reporta en el Cuadro L. Y en el Cuadro II, los de la harina o pasta de Brassica campestris.

En ellos se observa que el contenido de fibra es similar en los dos tipos de semillas,
y el de ceniza es superior en la semilla silvestre. _ .

En la pastar el contenido de ceniza es mucho més alto, que enla semilla integral, por
Jo que los minerales se encuentran de manera importante también en los cotiledones. |

El aceite es el componente més valioso de estas semillas, por su uso a nivel industrial
o comestible, en este trabajo la semilla comercial tuvo 41% y la silvestre 33%.

En la torta obtenida de semillas descascarilladas permanece un remanente de 1.5%
y 1.3% en la torta de la semilla comercial y silvestre respectivamente.

La semilla de la localidad tiene mayor contenido de proteina 26% (Nx6.25), que la
comercial, Cuadro 1. Y en la torta obtenida la concentracion de proteina lograda fué de
47%.

Otro aspecto positivo es Ja buena digestibilidad de la proteina de estas semillas, ya
que en la pasta con cascarilla presentd un valor de 79%, similar al de soya de 78% (Pellet,
1980) y en la pasta libre de cascarillas el valor mejor6 hasta 93%, determinada "In vitro”,
con pepsina.

En lo que respecta al valor nutricional de la torta sin cascarilla o harina de B.
cam;;esmls, se obtuvo un valor nrutritivo relativo a caseina de 97.93%, con Tefralymena
thermophila.

La densidad energética fué levemente mas alta en la semilla comercial, y en la torta
la densidad es igual en ambas harinas.

En lo que respecta a los factores tOxicos 0 antinutricionales caracteristicos de estas
semillas, los glucosinolatos se presentaron en niveles superiores en la semilla comercial, ya

que en la silvestre, tueron menores al 1%.

En ¢l caso de la pasta, el contenido de glucosinolatos fué similar en la semilla
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comercial y en la silvestre; 2.36 y 2.30% respectivamente, cuando la torta esté libre de
cascarilla. En Ia torta con cascarilla los contenidos se diluyeron, quedando en 1.77 y 1.40%.

El contenido de fitatos en la semilla comercial y su torta, es superior al de la silvestre,
y en la torta sin cascarilla el contenido de fitatos fué casi el doble de lo encontrado en la
semilla. Si la torta permanece con la cascarilla el valor es menor al de la torta libre de esta.

Comparando las semillas silvestre y comercial, en cuanto al contenido de minerales,
se encontrd que tienen concentraciones similares de f0sforo, calcio y magnesio. Que el zinc
y el hierro se encuentran en menor concentracion en la especie silvestre y el manganeso en
mayor concentracion en ésta. L ' '

El calcio en la semilla esta en una concentracion de 0.8% y en la torta descascarillada
0.4%.

El magnesio en la semilla se encontré en 0.3% y en la torta 0.1%, si la torta se
obtiene con cascarilla el Mg es el 0.2%. El Zn, Fe y Mn se concentran en la torta ya que

los valores en ésta son supericres a los de la semilla.
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CARACTERIZACION DE LA SEMILLA DE B. campestiis

Comercial Silvestre
Humedad %p/p 555 4.84
Materia seca %p/p 94.5 95.16
Ceniza %p/p 3.61 4.38
Extracto etérea %p/p 41.64 33.50
Fibra cruda %p/p 13.03 13.43
Proteina %p/p 20.69 26.00
Extracto libre de
niuwdgeno %p/p 21,03 22.69
Densidad enerpética
Calfg 5.41 4.96
Glucosinolatos % 1.13 0.92
Fitatos mg/100g 40.0 325
Zinc ppm 60.0 52.0
Hierro ppm 81.0 71.0
Manganesa ppm 28.0 35.0
Fosforo % 18 1.8
Calcio % 0.7 0.8
Magnesio % 0.3 0.3
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CUADRO T
L ]

CARACTERIZACION DE LA HARINA DESGRASADA DE

B. campestns

Comercial Silvestre
Humedad % - 6.0 56 -
Materia seca % ' 939 94,3 -
Ceniza % 1.0 ' 1.2
Extracto etéreo % 1.5 1.3
Fibra cruda % 3.0 3.8
Proteina % 47.1 480
Digestibilidad % 92.0 02.8
(17)* (79)
RNV % 98.0 98.0
Extracta libre de
nitrégeno % 41.4 39.7
Densidad encrgética .
Cal/g 3.67 - 3.63
Glucosinolatos % 236 2.30 - O
(1.77) (140) o o
Fiatos mg/100g 84.4 67.4 e
(63.1) (39.2)
Zinc ppm 64.0 69.0
(77) (80)
Hierro ppm 91.0 100.0
(99) (110)
Manganeso ppm 40.0 46.)
(53) ENCUI
Fasfora % 1.7 1.8
(21) (2.3)
Calcio % 04 0.4
(0.7) {0.8)
Magnesio % 0.1 .01
(0.2} 0.2)

( J* cn harina con cascarilla, ** No detectables, % es p/p.
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L INACTIVACION DE LA MIRUIGINASA.

Con la finahidad de detectar cudndo la enzima estd ya inactiva, para no practicar

ratamientos quizd inccesarias, se cncontr:

En el Experimento 1. despuds de incubar el precipitado enzimdltica de la semilla na
tratadi, se cuantificd glucosa correspondiente a la hidrdlisis de 0.932 uM de glucosinolato.
Si conside raimuos gque la concentracidn inicial de sustratoera S uM, la enzima logrd hidrolizar
practicamente un 20% del sustrato, sin embargo el valor de 0.932 es la media de tres
determinaciones y la desviacion estindar fué de 20.21

Cuundo el precipitado cozimatico se obtuvo de la semilia tratada, no se detectd
glucosa. En el control conteniendo sdlo sinigrina tampoco se registro lectura.

En ¢l Experimento 2 igual que en el anterior se pretendia determinar si la enzima
era inactivada por las condiciones de extraccion del aceite o si requeria el tratamiento previo
tecomendado por autores diversos.

En este caso las semillas tratadas adicionadas con sinigrina y sin tratar sin ninguna
adicidn de sustrato extra, presentaron valores simulares en la cuantiticacion de glucosa,
obieniendose equivilentemente una media de 0297 £ 008 y 0292 £ 0.06 uM de
plucosinolato hdrolizado respectivamente. En las semillas sin tratamiento adicionadas con

M de siniucing, ¢l ducosinolato hudrolizado tué de 0.592 * 3.005. Par lo que haciendo la
currecc:an [oprica se realizd una hidiolisis de 0.295 pM de la sinigring adicionade o sea

-

Elpmxim;;d;um'n[c el 6 Sn.

' ,

111 EXTRACCION DEL. ACEITE Y DESOLVETIZADO.

bin Lo extraccin realizada con hexano en proparcion j:15, a los 9 minutos se exirajo
el 665 del uceite v a 120 nunutos 77%. Ya que el aceite remanente dificultaba la extraccibn
de las proteinas, furmando en las etapas de centrifugacion, una capa que no permitia la
separacian v con tines analiticas se¢ realizo la extraceion con éter, obteniendo asi una harina

gon salo 4] T de orasa.
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V. SOFLVUBILIZACION DLE LAS PROTLEINAS.

En lo que respecta a la

' , GRAFICA 1
deteccion  de  la  prateina Proteina v Fitatos Solublea

disuelta  bhajo las  diferentes a Diferente pH
condiciones de pH, al evaluar

el método 260-280 con 100 100

albimina, se¢ cncantrd (ue cn
concentraciones de 150 a 400
ug/ml el error era de 6% y
hasta 1200 pg/ml el error era

de 10%.

Qrarw— o R

Por el conuaro el

QJ—-a-~0-"T O R

. ‘ . i e e e i aEamErs s wm s a -4 4
métode con lecturas a 215 y ° 0

25 en la evaluocion realizada

con albamina, éste requeria un

—-®-0—3—

-0 —a-2—

rango de concentracion de 20 a L

10 ug/ml, mas bajo de Io gue 9} . 4 4 L o
a2 8.6 7.0 7.8 8o 1c48

en (os extractos preliminires se oH

ahictiia, y la detecciGn tenin un
4 1 —~—protalng " fitatoy '

crror de 9%. Asi gue el primer

método fué seleccionado.

Como se puede ver en la Graf. 1, la mAxima cantidad de proteina disuclta se obtiene
a pH superiores 4 7.

A pH medios de 7, 7.5 y 8, se lograron solubilidades de 82, 80y 74% de la proteina
micial. y a ptl de 6y 6.5 la extraccion bajo. En lo que respecta a [a solubilidad de los fitatos,
estos tuvieron menos variacion sin embargo los menores niveles de extraccifin fueron a pll
75y 108 (70 y 689).

Valozando los resultados obtenidos, se decidio seleccionar como pH de extraccién pH

78 N por presentiarse buena extraccidn de proteina y la menor de fitatos.
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V. ELECTROFORESIS DE LOS EXTRACTOS.

Después de solubilizadas las proteinas a los diferentes pH se realizaron algunas
pruebas electroforéticas consideradas introductorias o preliminares, encontrandose lo
siguiente:

Los extractos obtenidos a los diferentes pH fueron aplicados en geles de
poliacrilamida, inicialmente a 10% no lograndose resolver, posteriormente en geles a 7.5%,
se observan con tincion de coomassie, 4 manchas que suponemos igual nimero de proteinas,
de las cuales una es la mas abundante, pero pcrrnancc.cn en la parte superior del gel por

lo que la resolucion no es considerada buena (Fotografia 1). Por lo anterior se probaron

FOTOGRAFIA 1.
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS NATIVAS
EXTRAIDAS A DIFERENTE pH.
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posteriormente condiciones desnaturalizantes en el extracto con SDS, gel de entrada a 5%
v de resolucion a 7.5%, observandose en la Fotografia 2, 12 bandas, 4 de las cuéles estan

en mayor concentracion en todos los extractos (Extractos pH 6, 6.5, 7, 7.5 y 10.8).

FOTOGRAFIA 2

ELCTROFORESIS DE PROTEINAS DESNATURALIZDAS
EXTRAIDAS A DIFERENTE pH.
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Al caleular los RY vy compararlos contra los estindares, se determinaron los pesos

roleculares reportados en el cuadro siguiente:

CUADRO TIL

PESOS MOLECULARES {KDa) DE LAS PROTEINAS
[N LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

pH de extraccion

pH 6 pH 7 pH 8.2 pH 92
74 74 74 74
66 66 66 66
60 60 60 &0
56 56 36 56
52 52 52 52
44 44 44 44
40 40 4( 40
36 36 36 36
30
27 27 27 27
25 25 25 25
20 20 20 20
10 10 10 10

ST ENIN

VI PRECIPITACION DE [LAS PROTEINAS.

e ——————

Las tracuiones correspondientes a los pesos moleculares de 20 a 36 KDa. fueron las
de muyor cencentacian.

Posteriormente se trabajd con Jos extractos de pH 7 y 8, para precipitar la proteina,
Py mamtener disuelta o mayor cantidad posible de fitatos. En la Graf2 se observa que la
maver precipracian, se logro a pH 35 y 4 en ambos extractos, siendo supetior en el extracto

PHT T Tos testestes pH de precipitaaan, el rendimnento fue jgualmente bajo en los dos
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GRAFICA 2
Precipitacion de Proteinas
a Diferentes pH
b S
d
=]
p
r
a
t
a
|
[ ]
e
|
n
I
]
4.6
i pH
W ctrecto pHE BN Extrecto pH7

Al determinar el rendimiento en base a proteina inicial y precipitada se tuvo una
recuperacion maxima de 53% en el extracto de pH 7, precipitando a pH 3.5. Sin embargo
ya que los fitatos precipitan mas a bajos pH y que la acidez extrema puede danar la
proteina, fué seleccionado el pH de precipitacion de 4, con un rendimiento o recuperacion
te 36% en ¢l extracto pH7 y de 26% en el extracto pHS. Después de obtener el precipitado
proteinico a este pH, se analizaron los sobrenadantes para fitatos encontrdndose por
diferencia que solo precipitaron 1.93% de los fitatos iniciales de la harina en el extracto pH
7. por lo tanta Iy de proteina contienen sélo 0.094 mg de fitato. Por el contario en el de pH

8, precipitaron 9.26% y 1g de proteina contienen 0,45 mg de fitatos (Graf.3).
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GRAFICA 3
Proteina y Fitatos Precipitados
apH 4

% p/p

A0

pH de extracclon

B ss protaine Iniclsl A de fitata Iniclsl

Vil. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y NUTRICIONAL DEL AISLADO
OBTENIDO:

El aislado liofilizado se caracterizd, obteniéndose los resultados mostrados en el
kukldru V.
Las propiedades funcionales determinadas en el aislado obtenido asi como en un
Bslado de soya comercial, se muestran en el Cuadro V.
En general se observa en el Cuadro V, que el aislado de Brassica tiene mejor
dpacdad de absorcion de aceite y espumante, que el aislado de soya. Y que éste ultimo
.

e al askado obtenido en cuanto a las demas propiedades evaluadas.
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CARACTERIZACION QUIMICA-NUTRICIONAL DEL AISLADG

Aislado Patron FAO/OMS/UNU
obtenido ninas preescolares.*

Proteina cruda: Y1%

FFitatos: no detectados

Glucosinglatos: no detectados

Valor nutricio-

aal relativo a caseina: 91.22%

Puntaje quimico:** 0.75

Aminojcido limitante: Lisina

AMINOAC]IDOS ESENCIALES:
g/100g de proteina

Isoleucina 2.82
leucina 6.78
Lisina 4.38
Azutrados(Met+Cys) 6.12
Aromiticas{Phe +Tyr) 8.06
Treonina 5.71
Triptofano 2.24
Valina 4.48
Histidina 8.95

2.8
6.6
5.8
2.5
6.3
3.4
1.0
3.5
1.9

L ]

* (itado por Paredes et al., 1991,

** Al utilizar cl Patron para puntaje de FAO/OMS 1973 el Puntaje del aislado

obtenido dd un valor de 0.70 con isoleucina como primer limitante.

e ——————— . ——
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CUADRO V

PROPIEDADLS FUNCIONALES DE AISLADO DE 8. campe.stm

Y DE SOYA

aislado aislado aislado

ubtenido soya® soya **
Absorcion de aceite 272% 212% 200% _
Absorcién de agua 302% 569% 478%
Capacidad cspumante *** 124% 20.6% 19%
Estabilidad de espuma
permanencia a 1 Hrs. 92% 3% 10%
permanencia a 2 Hrs K4% 0% 109
Capacidad emulsificante &*
ml de aceite/0.5g de anlado 65 110 191.3
Estabilidad de la emulsion
agua libre a las 35 Hrs. 26 ml 7 ml 14 ml
Densidad 3.8 mlg 2.5 ml/g 2.8 ml/g
Solubilidad de mitrdgena
a pH 7. 6.58% 51% 56.9%

* Supro, resultados de nuestro andlisis. ** Promine D. (Thompson et al. 1982)

+++ Cop suspensiones al 3%. &* Con suspensiones al 1%
pe
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DISCUSIONES.

L CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA SEMILLA Y HARINA

Al amalizar Jos resultados presentados en e) Cuadro I, observamos que €] contemdo
de humedad coincide con el rango lo eitada por Ohlson (1985) de 6 2 8% y €] contenido de
fibra es similar en los dos tipos de semillas. Cheftel y Cheftel, 1976 para colza sehalan 4%
de fibra en {a semitla. Sin embargo Olhlson {1985) ha mencivnado que para las especies del
género Brassica las cascarillas representan del 12 a 20% de! peso de la semilla y q.u.c el
erbrion consiste principaimente de dos cotiledones los cuales contienen aproximadamente
el 0% del acelte y granos ricas en proteina en las oélulas de aleurona, justo bajo la cubierta
o cascarilla; y que cada célula estd rodeada por una pared celular compuesta principalmente
de celulosa; 1o que justifica el hecho de que atn retirandoe la cascarilla para la obtencibn de
la torta, sigue presentandose un contenido de fibra de 3%. En le soya la cascarilla
epresenta sOlo el 8% del peso de la semilla (Badui, 1990), mientras que en la semilla aquf
estudiada se encontrd, que la cascarila representa del 18 al 20% del peso total.

El conterudo de ceniza es superior en la semilla silvestre, y ya otros autores han
eportado en México valores similares: Flores (1989) 4.38% y superiores, Salazar (1984)
5.50%. Ohlsan (1985) cita valores de 2.4 a 2.8% pero excluyendo el fosforo fitico. Si
censideramaos que al retirar el aceile de la semilla estamos concentrando los minerales, aitn
y cuando hayamas quitado 1a cascarilla, es normal encontrar en la torta que el contenido de
ceniza es mucho mas alto, y Que los minerales se encuentran de maoncra importante también
en lus cotiledones. LLos resultados de 7% en la torta concuerdan con Ohison (1985).

Ll aceite es ef componente mds valioso de estas semillas, por su uso a nivel industrial
o comestible. En este trabajo la semilla comercial tuvo mayor contenido (41%) que la
especic silvestre (33%). Anjou et al. (1979, citado por Ohlson, 1985) menciona a Brassica
tepus como colea ("rape”) de inviernn, coman er Europa, con un contenido de aceite de 42
a “0%. y colza de verana conteniendo de 37 a 47% y a B. campestris coma el nabo ("tumip
rane b de invierno vsual en Canadé con 40a 48% de aceite y naho de verano con 36 & 46%

woaceite, wdes en base seca. Por o que el contenido de aceite de la variedad tanto




DISCUSIONES 38

camercial como la silvestre de nuestra region concuerda con las variedades llamadas nabo
e verano, Chettel v Cheitel (1976) mencionan para colza un rango de 35 a 40% de aceite,
Mo normad,

Eut ko que respecta a estudios nacionales se dan vaiores de 20.98% de aceite por
Slmar (1984) y pura variedad silvestre en Nuevo Leon de 33.50% (Flores, 1989).

En lu torta obtenida de semillas descascarilladas permanece un remanente de 1.5%
v13% en latorta de la seoilla comercial y silvestre respectivamente. Appelgvist and Ohlson
1972) atan en toria de Heompesiris un contznido de acente de 2%, que aunque no lo
nenciona, por su contenido de fibra debe haberse obiemdo de munera camercial a partir
woserila integral,

La senilla de la localidad tiene mayor contenido de proteina 26% (Nx6.25), que la
cemercial, lo antenior se ha observado en diferentes tipos de semillas las que, en condiciones
shvestres sus mecamsmos de adaptacion funcioran acumulanda proteina (Morenao, 1993).
Por otra parte resultados sitilares  se citan en la literatura de 23 a 24.4% (Nx5.7) por
Anpou et al (1979, citados por Ohisan, 1985), de 15 a 30% por Cheftel y Cheftel {(1976),
B opor Gillbeerg v Tornedl (1976} y Ohlson vy Arjou (1979). En México Aguirre Garcia
JUT9, citada por Salazar (984) reporta en B, campesins silvestie colectada en Perote,
Veracruz, un contenido de proteinag de 23.4 a 24.25%. Flores (1989) en la misma semilla pero
alectadit en Nueso Leon ¢t 265 de proteina,

En li pasta ubtenida e el presente trabz’o (Cuadro 1), Ja concentracion de proteina
Lreada tue de 479, valor superior & reportes previos, ya que en la variedad colectada en
Veracruze Aguirre (1979, citado por Salazar, 1984) menciona que en [a torta se presenta de
3 a 35% de proteina y Appelgvist y Ohlson (19/2) reportan 41.1% en una torta con
ascatila o parcialmenie descascariilada.

Compiruda con b soyi, Brosica ticne menor contenido de proteina y es la mayer
mente vegetal concentrida de proteina en las zonas frias. Otro aspecto positivo es la bueha
Jgesubindad de i proteina de estas semillas, ya gque en la torta con cascarilla presentd un
vitar de 7Y% v en o torta libre de cascarillas el valor mejord hasta 93%, determinada "in
W bacrore et sl (19830 evaluaron Min vivo” la digestibilidad de la proteina en la harina

s g reportasdo 826, valar interior al obtenido en este trabajo, pero quizd mas
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ascio al ser una determinacion mas real, aunque también Ohlson y Anjou (1979) en un
concentrado proteico de similar nivel proteico al aqui evaluado, mencionan digestibilidad
real de 95 @ 110%. De cualquier manera la digestiilidad es superior a la de la soya quc es
78% (Resultado obtenido en el Lab. de Alimentos F. C. B. y Pellet, 1980).

En 1o que respecta al valor nutriciona: de la torta sin cascarilla u harina de B.
ampesins ¢l valor  de 97.93% obtenido en este trabajo, con Tetralymena thermophila
;oreuerda con Ohlsony Anjou (1979) quienes utilizando el Indice de Eficiencia Proteinica
iPERD, tuvieron villores superniores a la casefna y con el método de Valor BiolGgica, valores
de Y0 o Y20 Esto es justificado ya que la composicion de amincécidos de esta harina es
wxrior a kb mayoria de las proteinag vegetales, teniendo buen nivel de aminoacidoes
szutrades, lo que supera i la soya y en general a cualquier oleaginosa (Jones, 1979) con un
PER de 2.5 1gual al de cascing, e inclusive algunas variedades la superan. Este mismo autar
rporta un valor relativo de la proteina de 97, determinado en ratas a las que les fué
adicionada Zn en ke racion, Badul (1990) menciona para soya tratada con vapor a 100°C
i RNV de 85 4 Y0 vy sin tratamiento térmico de 50 a 60.

El extracta Lhre de mitrogeno de 21 y 22% es similar a lo reportado en estudios
sninnales de 21.2 o 3839 nar Flores (1989) y Salazar (1984). El contenido de extracto
ibre de nittogeno en la torta de 39 y 419 en la silvestre y comercial respectivamente,
vk rda con Appelgynt v Ohlson (1972) de 37.8%.

La densidad energetico tué fevemente mas altz en la semilla comercial, debido al
wntemdo tambidén superior de aceite, En el caso de la torta la densidad se iguala al
Mlenerse iitual composiaion de nutrientes en ambas harinas.

Fn 1o que respecta alos factores toxicos © antinutricionales de las semillas y tortas
v lay diterestes expecies del penero Srassica, las glucosinolatos se presentaron en niveles
spcriores en a senulla comerciil, ya que en s silvestre, fueron menores al 1%, lo que es
wmme nte importante, virque el valor es de los mas bajos reportados en variedades en gque
drontenufo de este compruesta tdaco no b sido modificado peneticamente. Anjou gt al.
LY aado par Ohlson, 1935)) reporti contenido de glucosinolatos en semillas de 4
wredades de Buearipesims, de 1.8 a 2.49%. Sainiy Wratten (1987) estudian 18 variedades de

ceioaipras deocllas con hagos niveles de glucosinolatos genéticamente logrados, citando
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valimes desde 00.25% hasta 1.65%. Ohlson y Anjou (1979) mencionan para variedades
wrmales de colza, un cantenido de 4% de glucosinolatos. Josefsson y Appelgvist (1968), en
w trabajo con colza y nabo encontraron contenidos de glucosinclatos de hasta 7.7%.
Appelgvist y Ohlson (1972) enfatiza el identificar a Brassica napus chmo la de mayor
centenido de plucosinolatas, principalmente las variedades de invierno con valores de hasta
177%, sicndo la proguitrina el predominante y a B. campestns como de menor contenido,
con vilures entie 3.3 y 4.3% y la gluconapina como el donmante. Mc.Gregor y Downey
1975 utilizando un métedo similar al empleado en este trabajo, encontraron en semillas
dz 6 variedaes de B. campesins, de 3.5 a 7.6% de glucosinolatos.

Par lo anterior la variedad silvestre analizada conteniendo 0.92% de glucosinolatos y
adaptada a nuestro medio podria ser una buena base para mejoramiento genético, ya que
enlos cultivares de variedad "Canola”. Daun y Declercq (1988) mencionan concentraciones
de glucosinoiatos desde 0.21% en semillas certificadas hasta 0.70% en semillas comerciales
cultvadas en Canada entre 1982 y 1982 responsabilizando a las cruzas en los campos de. fos
rontenidos altos encontrados por €l

En el caso de la torty, ! contenido de giucosinolatos fué similar en la semilla
comercial y en la silvestre; 2.36 y 2.30% respectivamente, cuando la torta estd libre de
cascarilia. Fn la torta can cascarilla los contenidos se diluyeron, quedando en 1.77 y 1.40%,
i cue nos ndica que ¢stos compuestos se concentran en el endospermn. McGregor y
Downev (19753, en la torta Jde 6 vanedades de . campestns encontraron de 0.71 a 1.39,
Sani y Wrnten (1987), vn I8 variedades tuvieron concentraciones de 0.29% a 1.84%,
Appelqeist v Joselsson {1907, citades por VanEtten y Wolff, 1973); de 2.8 a 3.2% y Ohisan
{1985) en B. cawmpresins menciona contenidos de 3.30 a 3.44%, indicando ademés que el
gucosinolato mayoritario en esta especie €s gluconapina (3-butenyl-glucosinolato). En las
varicdades "Canola” la torta tiene menos de 0.3% (Canola Council of Canada, 1983).

El contenido de fitatos en la semilla tanto comercial v silvestre fué bajo, aunqu‘c
sempre supenior en la semilla cultivada (40 y 32 g/ 10 respectivamente), y en la torta sin
vascarila (R vy 67 mp/1g). Lxisten vaniedades con bajo contenido de fitatos Anjou, (1978,
atedo por Ohbon v Anjou, 1979), sin emsbargo es ¢l Gnico reporte encontrado, Siendo esto

MrtEeRte I Poriore voque si kil variedod silvestre agui estudiada es de bajo contenido
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de fitatos, es una semilla con gran potencial tanto en su actual estado, como base
mejoramiento genético,

La téenica empleada cuantitica fosforo liberado del fitato y ya que las mismas plan
contienen fitasas que hidrolizan el hexatostato de inositol, con la consiguiente tormacién
penta y tetratostato de irositol (Anderson, 1963), es posible que al cuantificar el fosfa
asumiendo que el fitato €std como hexafosfato se obtenga un resultado inferior al real. P
lo anterior serin conveniente realizar la determinacién con semillas homogeneamen
maduras, secar y moler inmediatamente antes de efectuar la determinacion, asi con
emplear metodelogia mas fina cdmo la de intercambio idnico (Harland y OBcrleas,_l_W-’]

Los fitatas san los compuestos antinutricionales que actualmente dificultan el vso d
la torta, de los concentrados e inclusive fa obtencion de aislados proteinicos. Afin en la
vanedades "Canala', este problema prevalece. En la semtlla, se encuentran concentracione
de 1.8 a 2.1% {Anjou et al, 1979, citado en Ohlson, 1985). Ohlson (1979) tambiél
menciana 29. Por lo anterior lus concentrados proteicos que s€ han elaborado a partir de
las semillas de B.campestris muestran altas concentraciones de fitatos, de 3.3 8 7.5% (Jones.
1979), lo cudl las hace no recomendables al causar problemas de indispornibilidad de zinc
en el organismo que {as consume, efecto que se suprime al enriquecer o suplementar la
dicta con mayares niveles de zinc. En ratas ha demostarado ser suticiente proporcionar 80
rig GJeozing/Kp de dieta (Ohlsony Anjou, 1979). Esta prictica es discutible.

s mportante menaonar que tumerosos praductos vegetales que conticnen fitatos son
actualmente comercializados, inclusive productos de soya utilizadas en férmulas para
lactantes (Champagne y Philippy, 1989).

En o torta sin cascarilla el contenido de fitatos fu€ casi el doble de lo encontrado en
la sermlla y st la torta permanece con la cascarilla, el valor es menor al de [a torta libre de
estd. La intormacion respecto & la localizacion de los titatos en las semnillas es en el sentido
de que se encuertra asociada 4 las proteinas, en el maiz exclusivamente en el gérmen (Oke,
1963, citada por Oberleas, 1973) y en la soya se encuentran en la aleurona unidos a la
proteina (Badui, 1990). Los fitatos también son constituyentes importantes de |a harina de
trigy, causando prroblemas autricionales relactonados con la dispobilidad de mmerales en

L remones donde se consume habitualmente pan de trigo sin levadura. Anonimo (1975,
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dabide por Jones, 1979),

bl contemdo de minerales es un aspecto muy importante a considerar tanto en lo que
respecta i la nutricion, comeo a la fisicoguimica involucrada en la extraccidn de las proteinas,
para su estudioy 0 uso.

Gillberp v Tornel! (1976) estudianda la solubilidad de nitrdgeno de Ja torta de colea,
observiron lu presencia de bundas blancas o claras gue aparecian en ¢l sedimento obtenido
rar la centritugacion y al analizarlas encontraron la presencia de grandes cantidades de sales
mincipanmente de Mg, Ca, K, y Na del ac. fitico. Ademas a diterentes pH la solubilidad del
‘osfora totul y de fitata presentaba comportamiento  similar y para]elo, lo cual es
wompzensible ya que ¢l ac. titico es la substancia dominante que contiene fosforo en la
emilla de Brussica. Por lo antenior, es importante analizar los resultados de contenido
mineral con reserva desde el punto de vista de aporte de micronutrientes, pero con interés
desde la visidn tecnoldgica.,

Se mencionan en la pasta de Brassica C(zmpeﬂlris,. contenidos de fosforo de 1.3% y
16% de calcio (Josefsson, 1972 y Ohlsun, 1985). En este trabujo tanto para la seoulla como
sara la torta sin cascanlla, el contenido de tosfore fué de 1.8%. El calcio en la semilla estd
@ una cencentracian de U.8% y en la torta descascarillada 0.4%. En la torta de soya el
amtemdo de caleio es similar, 0.3%, pero ¢l de f0sforo es mas bajo, 0.7%
lsetsson 0971 y Kjaer, 1960, citados por Josefsson, 1972) al comparar dos variedades, una
kelas de bajo glucosinolato, atirmui que esta alima tuva mayor contenida de fostoro y
alew v menor de azutre y potasio; hactendo la observacion de que el potasio es el cation
que etectta el Dalance del anidn glucosinalato, por o que en la variedad de bajo contenido
Je glucosinolato s de esperarse que éste clemento se encuentre disminuida. Por otro lado,
i las techas de la cita se desconocia el problema tdxico de los fitatos en estas semillas
¢sus harinus ya que el interés se centraba ain en los glucosinolatas, por lo que es posibie
wx las vanedades con bajos giucosinolatos al teper mayores niveles de fostoro y caicio,
engin tumbnén mayor contenido de fitatos.

El magnesio en la semilla se encontro en 0.3% y en la torta 0.1%, si la torta se

Meae con cascarila el Mg es el 0.29%. El Zn, Fe y Mn se cancentran en la torta ya que

swalores o sap seperiores it los de o senflin st cmbargo estos altimos elenmentos son

a————
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menores en la senulla, ya que se encuentran en muy bajas concentraciones de 0.003 a

0.008%. Estos valores concuerdan también con Josefsson (1972).
I INACTIVACION DE LA MIROSINASA

S: analizamos los diversos trabajos previos en los cuales efectiian un tratamiento de

mactivacion de la enzima tioglucosidasa en la semilla, entre los que se encuentran LOnnerdal
etal. {1977) y Giltberg y Tornell (1976), quicnes efectuaron el tratamiento en un tambor
rtatorio a 90°C por 18 min., posteriormente desgrasaron la semilla y finalmente la
rituraron; Diosday et al. (1984) por el contrario desgrasaron la semilla previn a un
calentamiento en un horno de conveccidn a 105°C, toda la noche para inactivar la enzima.
Junes (1979) y Ohlson y Anjou (1979), efectuaron una trituracion de las semillas y
descascanllado para someter a los cotiledones a una inactivacién en agua hirviendo, previa
dla extracciin con hexano. Apelqgvist y Josefsson (1967) reportan que 5 minutos & 90° C son
suficientes para inactivar el 96% de la mirosinasa total. Sin cmbargo, cuando se pretende
utiizar [4 harina o torta de estas semillas como materia prima para la posterior extraccion
de las proteinas, e! tratamicnto con calar sobre todo si es drdstico, afecta tanto la solubilidad
de las proteinas como su valor nutricional; por lo que se pensé importante encontrar la
manera de detectar cuando la enzima estd ya inactiva, para no utilizar tratamientos quiza
MELESATIOS.
De los dos procedunientos evalvados e] primero es bastante mas laborioso en cuanto a4 que
es necesaria extiaer la enzima y purificarla para obtener valores mas repraducibles, Por el
contrario, si se utiliza la semilla molida, aunque el ensayo no diera velores cuantitativos de
actividad enzimatica, si detecta la actividad o inactividad de la enzima al adicionar sinigrina
tomo sustrato extra. La desviacion estandar presentada entre los resultados obtemdos en el
pumer procedimiento, fué superior al segundo por lo gue considerando lo anterior sc pucde
decir que el segundo procedimiento, puede ser Otil para determinar la inactivaciOn de la
enrima,

Al mactivar laenzima quedan los giucosinolates intactos, que no son téxicos, sOlo que

s paeden posteriormente ser hidrolizados por mirosinasas similares producidas por
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hacterins intestinales (Tani €1 @l., 1971). Por lo que Ohlson (1985) cita a Ballester gt al
(1970), Tape etal. (1970) y Eklund et al. (1971) entre otros, que han utilizado [a extraccidn
acunsa de Jos glucosinolatos de la torta o harina desgrasada para que esta pudiera ser
utilizada ¢n 1o aiimentacion. Sin embargo este proceso ocasiona grandes pérdidas de solidos,
sdemmids de producir grandes volimenes de agua cuntaminada que es necesario reutilizar, lo
que lo hace mpractica.

En general el procesamieno de las semillas de Brassica en Europa y Norte América
entatiza Ja importancia de inactivar la miresinasa para evitar envenenamiento o
contaminacion del aceite con compuestos azufrados y para aumentar el valor nutricional de
la torta. En contraste, en el proceso tradicional de Asia del Sur potencian la accion de la
tirosinasa para alcanzar la hidrdlisis maxima de los glucosinolatos (Dictz et al., 1991).

Las variedades asidticas son Brassica campestris o nabo, tal y como nuestra variedad
sivestre, tienen principalmente gluconapina (3-butenilglucosinolato) que por hidrélisis
enzimitica libera 3-butenilisotiocyanata, 1-clano-3,4-epitivbutano y trazas de 4 pentanitrilo
(Lietz y King, 1987). Si consideramos qgue los epitionitrilos son inestables en matrices
polares, el l-ciano-3,4-epitiobutano en e} prensado o exiracciodn de ]a torta se polimerizard,
Fl producto polimerizado en el laboratorin no resultd toxico en reciente estudio desarrollado
por Dietz et al. (19491) con admimstracion tanto intraperitoneal como por sonda estomacal
g ratas, en dos dosis de 12 hasta 600 mg/Kg de peso. El 4 pentanitrilo se forma s6lo en
pequenas cantidades en el rango de pH (5 a 6.5) ¢ yue nuimalmente se tritura la semilla
humeda. En ¢! estudio con ratas mencionado anteriormente tampoco causd mortalidad,
pérchda de peso o retardo en el crecimiento con la ingesta de dosis de hasta 600 mg/Kg de
peso. Sin embargo en Jas dosis superiores a 200 mg/Kg de peso, se presenté diarrea en
algunas ratas y en otras hubo disminucidn de actividad estando menos alertas gue las del
grupo control, Y en cuanto al 3-butenil isotiocianato, estudios recientes ( Dietz, 1987)
mdican que es bastanie volatl (58°C), por lo que después del proceso solo quedarian, si
acaso, trazas de este compuesto.

Par el contrano las vanedades Europeas que son B napus produce en su hidr6lisis 3-
hidroxi-4 pentanitrily, 3-oxatidona-tiona, no volkitd y i1-ciano2-hidroxi-3,4-epiticbutano en

aproximmadascienie wuales preporeionces.
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i resumen e posthle que las vaniedades de la especie campestriv puedan ser utilizadas
MU materia prima para la obtencion de aislados y concentrados proteicos o bién en
imentacion de aves o cerdos si s¢ permite la hidrolisis de los glucosinolatos en Jugar de

eviturla.
JTRITURADQO Y DESCASCARILLADO.

La semilla no es molida sind triturada o quebrada, lo que facilita la separacidn de las
zascarillas ya que estando seca al quebrarla practicamente se obtiencn los dos cotiledonces
y lus cascarillas, que posteriormente pueden ser retiradas de manera importante con cribadb
y arre. Lo anwenor se hiza inmediatamente antes de calocar el material a desgrasar en el
eguipo soxhlet, para evitar que los glucosinolatos fueran hidrolizados.

Theander gt al (1977, citado por Aman y Gillberg, 1977), mencionan que en la torta
an cascarillas se presenta un contenido de 12% de K..lasun-lignina, ya que en las cascarillas
s¢ localizan principalmente [os polifenoles condensados (Jones, 1979), que ademis de
interterir con la buena utilizdacion de las proteinas aportan sabores indeseables; por lo que
es importante que las cascarillas sean retiradas con la finalidad de obtener una hanna de

mejor calidad nutricional, con menor contenido de fibra en la torta.

IV. EXTRACCION DEL ACEITE Y DESOLVETIZADO.

Industrialmente, las semillas son molidas y calentadas en cilindros de 30 a 60 minutos
temperaturas de 73 a 120°C, posteriormente son prensadas para extraer el aceile
‘quedando una toma hojuelada conteniendo de 12 a 20% de aceite, que posteriormente es
%cxtraida con hexano y la relacion de solvente a torta varia segiin la eficiencia de ios
'itxtractorcs. La torta extraida es desolvetizada con calentamiento indirecto o con inyeccion
de vapor. Enr el proceso industrial no es rentable retirar las cascarillas, ya que éstas
ontienen aproximadamente 7% de los lipidos totales de ja semilla, auado ésto a que ias
ascanllys contieren cuerpo a la torta de prensa durante la extraceion del aceite. Lo anterior

canre nuiendo nientras el aceite sea el dnico componente de buen valor econdmico, en
1
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estas senullas,

En T extraccidn realizada con hexano en proporcion 1:15, aun a las dos horas dejaba
un residuo alto de aceite (23% del contenido inicial) lo que dificuitaba la extraccién de las
proteinas, formando en las etapas de centrifugacion, una capa que no permitia la separacion.
Purlo que con fines analiticos o experimentales, no teenoldgicos, se realizo la extraceidn con

éter, ubtenicndo asf una harina con sélo 1.41 % de grasa aunque quizd sobrecalentada
Y. SOLUBILIZACION DE LAS PROTEINAS.

Paru detectar la proteina disuelta se decidio utilizar la lectura espectrofatomeétrica
a 260-280 nm. Lonnerdal et al. (1977) también utilizan esta forma basada en la
coneentracion relativamente constante de amincacidos aromaticos en las proteinas y la
ehsarcion de estos a las longitudes de anda mencionadas.

Como s puede ver en la Grat. 1, la maxima cantidad de proteina disuelta sc obtiene
a pH superiores a 7, coincidiendo con Gillberg y Tornell (1976). Esto puede ser explicado
ya que Lonnerdal (1975, citado par Gillberg y Tornell, 1976) menciona que hasta un 60 %
de las proteinas de colza tienen puntos isoeléctricos de 4 a 8.

A pH 10.8 es importante considerar que la proteina puede estar disminuida en su
volor nutricional por la fuerte alcalinidad, que favorece la formacidn de compuestos como
Lsinpalanina y ornitolalanina, que bajan la disponibilidad bioldgica de los aminoécidos
esericiales, aungue Lonnerdal gt al. (1977) en un aislado obtenido realizando la extraccitn
apH 11 dicen no haber encontrado lisinoalanina y un contenido buena de cisteina, lo que
hace pensar que no se presentd dano en la proteina.

A pH medios de 7, 7.5 y 8, se lograron solubilidades de 82, 80 y 74% de la proteina
inicial, y a pH de 6y 6.5 la extraccién bajo. En lo que respecta a la solubilidad de los {itatos,
€stos tuvieron menos variacion, sin embargo los menores niveles de extraccion fueron a pH
15 v 10K (U y 68%).

Gillberg y Tornell (1976) evaluando e! efecto de la temperatura sobre fa solubilidad
del nitrogeno y del f0storo titico, muestran dos picos de maxima solubilidad de nitrdgeno y

minimi soluhilizacion de tostoro fitico en valares de pH, el primero de 6.5 2 8 y ¢l segundo
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A b B Camprabandsy adenmiis el clecin de da temperiturn gue disminuye  las
oncenttadones deestos elementos en las disoluciones 8 pH de 6.5 a & pero no en el pH
extrenuo,

n lu que respecta o la maxima solubilidad de los fitatos, los mismos autores
encontiaron que esti sucede a pH menores a 6, notindose en la torta calentada una
disminucion en la sulubilidad de estos compuestos igual que en las proteinas.

Las scles cdlcicas y magnésicas del ac. fitico, son solubles a pH de 4.5 y 6.5
respectivamente y pricticamente insolubles a pH altos (Jackman y Black, 1951). En el
ardlsis de la semilla y harina reportados en los Cuadros 1 y I, encantramos suficientes
cantidades de estos jones, pura precipitar al ac. fitico en los pH superiores a 7.5, por lo que
debido a esto pueden haberse presentado los resultados de menor solubilidad de fitato en
estas pH.

Utro aspecto impartante observado fué que la velocidad de centrifugacion fuera
superior a 3,000 RCF, debido a que Gillberg y Tornell (1976) reportaron la mayor
extracciOn de nitrdgeno y menor de fitatos por encima de 2,000 RCF.

Valorando los resultados obtenidas, se decidio seleccionar como pH de extraccién pH

7y & por presentarse buena extraccion de proteina y la menor de fitatos

V1. ELECTROFORESIS DE LOS EXTRACTOS.

Logrir la resolucion adecuada de las proteinas fué dificil debido a que la extraccion
se realiza de la pasta, sin mingan otro proceso que inactivacidn de la enzima, los extractos
abtenidos tienen junta con las proteinas todos los demis compuestos solubles en los
extractos acvosos realizados. Lo y Hill (1972) reportan en la torta de B. napus de 7 a 9%
de nitrogeno no prowico soluble, asi como glucosinolatos y muy baju contenido de
aminodeidos libres, por lo que ellos sugieren utilizar filtracion en gel para sepdrar las
prateinas sulubles de los demas compuestos que pueden interferir con el estudio de las
NSITIAS.

Las proteinas ern su estado nativa nro pudieran ser resucltas debido quizd a su alto

oo molecularn, vt que aan en geles de 7.5% sclo se observaron dos bandas, una de ellas
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muy concentrada, pero on la pane oltn del gel (Fotografin 1).

s pesos moleculares detectados en los extractos obtenidos y desnaturalizadaos,
iweron de 10 a 74 KDa (Fotografia 2 y CUADRQO III). Jinnerdal y Janson (1972) separan
¢ curactenzan las proteinas de bajo peso molecular de semiilas de Brassica napus,
repurtando 4 proteinas de pesos maleculares de 12 a 14 KDa ultamente basicas, cuya
;ompesicidn amineacidica es similar y con puntos isoclectricos de 9 a 11. Debido a que
utibzamos un tamafio de poro lo suficientemente grande para dar entrada 2 la mayor
wntidad de proteinas, es probable que eso sea la causa de no detectar proteinas de pesos
moleculares menares 0 moyores. Ya gue en el trabajo mencionado anteridrmcnte utilizan
para las proteinas de bajo peso molecular, separaciones par enlumna y en la electroforesis
wn el al 15% v 1a carnda se realiza a pll Acidos.

Onhlson (1985), agrupa las proteinas de acuerdo a su peso molecular de la siguiente
manera: 320, 150, 75 y 13 KDa, senalando como las mas abundantes las de 150 KDa.
Linnerdal et al. (1977), vtilizando cromatografia, obuiene también 4 grupos de proteinas:
B0, 150, de S0 a 75 y 13 KDa.

Appleygvist y Ohlson (1973) mencionan que los proteinas tienen pesos moleculares
de 15 o 150 KDa y que el 20% de las proteinas tienen pesas moleculares entre 15 y 30 KDa,
) santerior concucrda con nuestros resultados ya que las bandas correspondientes a los pesos
nalzculares de 200a 36 KDa se presentaron en mayor concentracidn,

Desde el punto de vista nutiicional, las proteinas de pesos moleculares intcrmedios

y hujos, presentan mejor digestibilidad (Lacroix et al., 1983)

VIl. PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS.

Al trabujar can los extractos de pH 7 y 8, para precipitar la protcina,' y mantener
dsuelta In mayor cantidad posible de fitatos. En la Grafica 2 se observa que la mayor
precipitacion, se logra a pH 3.5 y 4 en ambas extrictos, siendo superior en el extracto pH
Lo que ex razonable s1 consideramos gue en el extractg de pH 7 habja m4s proteina

oot

El o rendimicrto logrado, en hase a proteina inicial v precipitada (53%)en el
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atracta de pH 7, precipitando a pi 3.5, no fué seleccionado debido 8 que Ja cantidad de
usforo fitice en el precipitado se incrementa con cada descenso en el pH de precipitacion,
;3 la re.acion de PYN precipitando a pH 4.8 es de 0.06 y se incrementa a 0.15 al precipitar
1oH 3 (Gillberg y Tornell, 1976).

Considerando lo anterior, tué considerado més adecuado ann con menor rendimicnto

%), el pH de preapitacion de 4, (Graf. 3) en el extracto pH7 y de 26% en el extracto

pHS. Obtemiendose un precipitadoe proteinico case libre de fitatos y con un excelente nivel
“re.co {(937%).
| Ly temperatura a la que se efectud la centrifugacion para la separacion del
Ip_rcciplmdo fué¢ mis baju que en la extraceion 10°C, con la intenci6n de que los fitatos
aedatan solubles, ya que la extraccidn de fitatos analiticamente se realiza a bajas
rmperaturas ¥y medios acidos {Oberleas, 1973).

En estos resultados existen tres puntos principales de discusién que son; rendimiento,
naterido de proteina en ¢} mislado obtenido y contenido de fitatos en el mismo, El
rrdimicnto logrado en este trabajo (3690) es bajo, ya que se pusc especial €nfasis en lograr
ter contenido de proweinag y bajo de fitato, obteniéndose las proteinas precipitadas en una
wla elapa, En la literatura existen diversos reportes de obtencién de aislados,
wacipalmente utilizando Brussica napus y 1os mas recientes con variedades "Canola”, pero
wdos ticnen pobres resultados en rendimientos. Utilizando como materia prima una torta

~mercialy Owen (1971, aitado por Ohlsom, 1988) recuperd el 18% del mitrdgeno onginal de

L senilla, obteniendo un aislado con 84% de protefna. Kroon et al. (1970, citados por
Jhison, 198%) wuvieron rendimigntos de entre 29 a 49% y productos conteniendo mas de
w5 de proteina. Sosulski et al. (1972) bajo condiciones de lahoratorio reportan un
rrdimiento cercany al S0% y el mstado contenia 86Y% de proteina. Otros autores tienen
uos rendimientos reales si consideramaos gue los rendimientos que reportan son en base
arateing disuelta y no a ls proteina inicial de la harina, este es el caso de lus siguientes
ures citados par Gillberg y Tornell (1976): Girault (1973) obtuve 53% de recuperacion
o proteinas disucltas, Pokorny et al. (1963) un 49% y Gillberg y Tarnell (1970) un 55%.
steomparamas el resultado de este trabajo con lo reatizado en B napus por Gillberg

Dol (19761 quicnes prepararon ires aislados: uno a pH 111 y recuperacion a pH 4,
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weuperando 75% de b proleinay 16% del ne. fitico inicial. El segundo, extrayendo a pH
$1y preciptando @ ph 3.7 logrando obtener 45% de nitiGpeno y permameciendo en ¢l
prducto 18% de los fitatos; y el tercern a pH 6.2 y precipitando a pH 4 obteniendo en el
diskedo 20% del ac. fitico inicial y 85% de 1n proteina. Tenemos que en el segundo aislado
Pay similtudes en cuanto o rendiniento, ya que el de ellos, es levemente superior siendo
realizado en dos etapas de precipitacian. En lo que respecta a contenido de htatos en el
aislado, ellos tuvieron mayor contenido de fitato precipitado debido a que utilizaron un pH
rejo y es muy probable que los fitatos que se quedan supendidos unidos a proteinas en el
sobrenadante de la primer precipitacion, precipiten junto con elias en la segunda e.tapa. Cho
y Thompsan (1984} mencionan que a pH bajos en general los fitatos se unen a las proteinas
y que utilizando agentes acctilantes y recuperando la proteina por precipitacién o diélisis se
obtieren rendumientos de 43 a 67% de una prateina con muy bajo contenido de fitato, y en
wna segurda etapa o re-precipitacian se obtiene un § a 11% mas de proteina pero con alto
I wontenida de fitato. EI contemdo de proteina del aislado obtenido en este trabajo fué
' superior (93%). por lo que habria que analizar detenidamente para optar por un 10 a 18%
ris de rendimiento o un 8 w0 10% méis de proteina en el aislado, quedando este ademas
sricticamente libre de fitatos.

Sosulski et al. (1976) cita a Sosulski y Bakal (1969) para comparar el rendimiento
de SU0% en la ubtenadn de un aislado de B napus, can el rendimiento de 70% en Ja
aencon de uno de soya.

Los bujos rendimientos son atribuidos, principalmente a los muy variados tipos de
proteinas que canfarman la parte proteinica de esta semilla, ya que existen proteinas de
xson moleculures desde 11 hasta 300 KDa y puntos isieléctnicos, desde 4 hasta 11,
Lonnerdal y Janson, 1972; Lonerdal et al., 1977). Asi coma a la presencia de fitatas, que

atectan fuertemente la recuperacion del nitrogeno disughto.

Y. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y NUTRICIONAL DEL AISLADQ
OBTENIDO:

1 eanienido de proteima logrdoe en el sistado agui obenido (Cundro [V) es buena
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seimatderimos que Owen (1971, citado por Ohlson, 1985) obtuvo un aislado con 84% de
prutcinu_ Kroon et al. {1970, citados por Ohlson, 1985) elaboraron un aislado conteniendo
mis de W% de proteina, Sosulski et al. (1972) repertan un aislado con 86% de proteina.
Saspiskr et al (1976) obticnen uno con 82% de proteina.

Otro aspecte importante es To calidad de las proteinas extraidas, ya que un valor
rulritivo relativo a caseing de 91% es hastante bueno, considerando que es una fuente
wietil. El puntaje quimico obtemdo con la referencia FAO/OMS/UNU 1985 (Paredes et
o, 1991), tieoe un valor de 75 y el aminodcido iimitante es lising,lo que no concuerda con
os rzportes anteriores para el género aqui estudiade, ya que se ha acostombrado utilizar -
lareferenecin de 1973,

Un puntu interesante es que el valor nutittivo relativo de la harina sin cascarilla es
wperior al del aislado, lo que significa que la composicion de aminoacidos en las proteinas

!
crigmales es mejor que el de las fracciones que se lograron separar y que constituyen el

Hslada proteinico obtenida,

Existen diversos reportes on la literatura respecto a la calidad de 1a proteina de este
tpo de semullas, vy todos concuerdan en que es de excelente calidad. Analizando el
aminograma presentado por Jones (1979) de un concentrado proteico de Brassica cumpestrs
vwriedad Echo y compariindolo con el patrdn FAO/OMS 1973, se obtiene un puntaje
wimica de 95, can isoleucing como primer limitante. Al obtener el puntgje quimica en
nestro wislado con el patron de referencia FAO/OMS 1973, efectivamente el primer
uminodeida limitanie es isoleucina como en el reporte anterior, salo que el valor es infenor
(10). Ohlson (1979) menciona para concentradus proteicos puntaje guimicos de 100 y
ulores de PER de 3.5 para un coneentrade de colza, 2.2 para harina texturizada de saya
1LY para un aslado de soya.

Loy glucosinolutos no fueron detectados en el andhisis realizado, ¢l cual can U.60mg/g,
muestra una recuperacion de 95% (Saini y Wratten, 1987). Lo yue coincide con lo reportado
por Sosulski et ul. (1976) de un aislado con B. napus, con cero cantenido de glucosinolato.
Limes 11979) menciona que después de etapas de extracciones acuosas, cuando el contenido
el de glucosinolatos no es muy alto los glucosinolatos residuales no son detectados por

ontados rutinatimmente empleados. Por otra parte Diosday et al. (1984) obtienen por
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phltecion un awlado contenicndo 80% de proteing y 0.42mg de glucosinoiatos/g.

aes (1978, citado por Ohlson y Anjou, 1979) reportan que si los niveles de glucosinolatos
s dieta son menores a 0.45mg/p, no se presentardn problemas ni con el crecimiento ni
rkglandula ticoidza. Considerando esto el prablema de la toxicidad de los glucosinolatos
poprece en os aishados proteicos.

El contenido de fitatos en el aislado ¢s tan bajo que no es detectado. Cuando la
peina extralda fué precipitada el sobrenadanie se analiz6 para fitatos y la diferencia con
p fiiios  iniciales que pucde haber precipitado con la proteina, lo que seria
primadamente 0.08mg/g, cantidad que no fué detectada pbr el método empleado. Aman
[ Ierg (1977) reporta que los aislados proteinicos de Brassica pueden tener cantidades
hles de ac. fitico dependiendo del mérado empleado

Pur otro lado, es importante mencionar que los aislados de soya cominmente usados

r contenidos variables de fitatos, asi Champagne y Phillippy (1989) gtilizan en su
figacion un aislado de soya Ralston-Purina conteniendo 1.30% de ac. fitico y Harland
deas {1977) encontraron contenidos de fitatos desde 1.42 a 1.82% cn concentrados de
e extunizados y en dos mas valores de 0.28 y 0.59%. Por lo que ¢l aislado obtenido
pic considerarse segura en cuanto al contemdo del ac. titico.

El aislado obterudo presenta 28% mds capacidad de ahsorcion de aceite, que el
Am’n deosoyd anahizado (Cuadro V). Un aislado de 4 naprs (Sosulski, 1976) presentd una
proon de weeite de 3189, Ohlson (1985} enfatiza la importancia de su alta capacidad de
1grasas, propiedad que puede ser utilizada para regular el contenido de grasa en los
etos.

La capacidad espumante también tué superior, siendo quizd su mejor propiedad con
vranolOgicos, ya que presentd un valor 600% mas alto gue el del aislado de soya aqui
zado. Sin embargo, comparado con reportes previos (Sosulski et al., 1976) con valores
1%, elaislado aqui obtenido aparentemente presentd una menor cantidad de proteinas
Temtes. Se debe considerar que durante el proceso de ubtencion de las proteinas, la
Towe presenta en varias etapas, perdiendose en cada una de ellas precisamente este
' rrateins.

rlo setereme a o establidad de b espuma es bastante buena ya que el Y2%
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permianece una hara y el 84% dos horas, no ocurriendo asi con el aislado de soya evaluado.
Conparado con el aslado obienido por Sosluski, se obticne en este trabajo mejor
estabiidad o la hora e agual a las dos horas de reposo.

La capacidad emulsificante fué un 60% de la del aislado de soya y la estabilidad de
e emulsion tué apenas 37% de la de soya. De manera general diferentes trabajos han
documentado las propiedades funcionales de productos proteinicos de Brassica,
Nakai et al. (1980}, Paulson et al. (1984), Thompsen et al. (1982), ellos han demastrado
bucna capacidad emulsiticante, de batido y de absorcion de grasa pero mala funcionalidad
en cuanto a gelificacion, asf como Ja solubilidad ¢n pH intermedios meién- es baja, sicndo.
esta unag de sus prinapales limitantes tecnologicas. .

Actualmente se pucden utilizar procesos adicionales para elevar la calidad funcional

de un aislado protefnico y asi tenemos en el mercado aislados y concentrados de soya con

“curucteristicas funcionales diferentes casi para cada uso. De la misma manera algunos

investigadores buscan mejorar las caracteristicas tecnolgicas de las proteinas de Brassica.
Puulson y Tung {1988), mcrementan la capacidad emulsificante y la estahilidad de la

gmulsion con succinilacion de la proteina. Paulson y Tung (1987) también con anhidrido

succinico, incrementan la solubilidad a pH mayores de 6.
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CONCLUSIONES

La semilla de B. ceimpesrris silvestre tiene un buen potencial nutricional ya que
wesentd adecuado contenido de proteina de buena calidad y bajos niveles de glucosinolatos
ifitatos.

El contenido de pmtunﬂ €s mayor y cl dc cnmpucsms toxicas es inferior en la
gritla silvestre qu(' cn la especie eultivada. | .

Respecto a la inactivacién de la tioglucosidasa, realizando la extraccion del aceite a
v'C, inmediatamente después del triturado y descasacrillado, la enzima es inactivada,
wrindose asi la hidedlisis indeseable de los glucosinolatos.

Para la obtencion del aislado protéico se detectd que, el pH de mayor solubilizacién
& ntrogeno y menor de fitatos es de 7 a 7.5. En las proteinas solubilizadas se detectaron
rsos moleculares de 10 a 74 KDa.

Realizando una extraccion a pH 7.5 y precipitando a pH 4, se ubticne un rendimiento
i la obtencién de proteina de 36%, precipitando a pH 3.5 el rendimiento aumenta a 50%,

xr0 la calidad del aislada (contenido de fitatos) es inferior.

El aislado protéico obtenido contiene 93% de proteina, con VNR de 91% y un

utaje quimico de 0.75, con lisina como primer aminodcido limitante. El aislado esta libre
compuestos tOxicos y presenta buena capacidad de absorcion de aceite y capacidad
pumante. Sus propiedades emulsificantes y de absorcidn de agua son aproximadamente

0 60% de las que presenta un aislado de soya.
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