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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la calidad nutricional de las semillas de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) -, como potencial fuente de alimentacién para los
humanos, se colectaron semillas maduras (secas) y tiernas de esta leguminosa silvestre en
tres localidades del estado de Nuevo Leon, México. Las semillas maduras fueron analizadas
crudas y después de tostadas. Las tiernas fueron sometidas a tres tratamientos: crudas,
cocidas con vainas y cocidas sin vainas y sin testas.

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en la composicion proximal ni
en el contenido de fibra dietética total y de compuestos antinutricionales de las semillas de
las tres localidades muestreadas, aunque si las hubo entre tratamientos. El contenido
promedio de proteinas de las semillas maduras crudas descascarilladas, en las éareas
estudiadas, gir6 alrededor del 35%, en base himeda, los de grasa en un 24% y los de fibra
dietética total en 13%. El tratamiento térmico redujo significativamente (P<0.05) el
contenido de fitatos y de inhibidores de tripsina en las semillas tostadas y cocidas con y sin
vainas, en rangos de 10-89% para los primeros y de 92-98% para los segundos. Los taninos
se incrementaron en los cotiledones de las semullas tostadas y de las tiernas cocidas con
vainas, pero sc redujeron en mas del 46% en las cocidas sin vainas y sin testas. El analisis
de los aminoacidos reveld que las semillas de ebano son de un alto contenido en lisina,
leucina, isoleucina y valina, pero bajos en metionina y triptofano; siendo los azufrados el
primer limitante. La digestibilidad verdadera in vivo de la proteina, determinada en ensayos
con ratas, aumento desde 79.3% en las semillas maduras crudas hasta 94.5% en las cocidas
sin vainas y sin testas. Para €sta iltima semilla se obtuvo un puntaje aminoacidico, corregido
por digestibilidad, con un valor de 0.56.

El tratamiento donde las semillas de ebano obtuvieron su mejor valor nutricional fué
en el aplicado a las tiernas cocidas sin vainas y sin testas, siendo la calidad proteica de las
semillas asi tratadas similar al de muchas leguminosas tradicionalmente comestibles.



ABSTRACT

With the purpose to evaluate the nutritional value of the ebony seed Pithecellobium
Jlexicaule (Benth.), as a potential source of food for humans, mature and soft vine seeds from
this wild legume were collected at three localities in Nuevo Leon, Mexico. Mature raw seeds
were analyzed and then toasted. Soft seeds were subject to three treatment’s: raw, cook with

vines and cook without vines or cover.

No significant differences were found in the proximal composition, neither in the total
dietetic fiber, nor in the anti nutritional components of the seeds from the three sampling
locations, eventhough there were differences within the treatments. The medium contents of
protein from mature raw and peeled seeds was 35% at a dry base, fat 24% and total dietetic
fiber 13%. Thermal treatment of seeds significantly (P<0.05) reduce the contents of fitatos
in ranks between 10 to 89% and 92 to 98% for trypsin inhibitors. Tanines increased in the
- cotyledons of the toasted seed and that soft seeds cook with vines, but reduces more the 46%
in seeds cook without vine or cover. Analysis of amino acid’s reviled that the seed’s of ebony
are high in lysine, leucine, isoleucine and valine, but low in methionine and tryptophan;
being these sulphur amino acid’s the limitation. True digestibility in vivo of the protein, with
rat’s, increased from 79.3% with mature raw seeds to almost 94.5 in cook seed without vines

and cover. Obtaining a correcting amino acid score digestibility of 0.56 for this last seed.

Seeds that provided the highest nutritional value, were those treated by cooking the
soft seed without vines or cover, resulting this protein of similar quality to those legumes

traditionally consume.



INTRODUCCION

Las leguminosas ocupan un lugar de importancia en la alimentacién de los habitantes
de muchos paises del mundo, especialmente en aquellos en vias de desarrollo. En algunas
naciones tercermundistas son, junto a los cereales, €l principal producto alimenticio puesto

que representan una fuente de proteinas de bajo costo.

En México, al igual que en otros paises de Centro y Sur Ameérica, las leguminosas son
componentes de la dieta diaria con un consumo percapita promedio de 50 a 100 g. (Dutra de
Oliveira, 1973).

En relacion a su valor nutricional, cabe mencionar el alto contenido de proteina de sus
semillas, en comparacion con la de otros productos vegetales. Dutra de Oliveira (1973)
sefiala que las leguminosas tienen en promedio dos veces mas proteinas que los cereales;
ademas aportan significativamente otros nutrientes como carbohidratos, acidos grasos
esenciales, vitaminas (en especial del complejo B), minerales como calcio y hierro entre
ofros; proporcionando adicionalmente fibra dietética. Sin embargo, en contraposicion a estas
propiedades, presentan algunas caracteristicas indeseables que limitan su disponibilidad
bioldgica, estas incluyen: la deficiencia de aminoacidos azufrados en su proteina, la dureza
al cocimiento, la presencia de oligosaciridos que causan flatulencia y factores
antinutricionales como taninos, fitatos, inhibidores de tripsina, etc. que disminuyen la
digestibilidad de su proteina y bajan la absorcion de minerales. No obstante, su calidad
nutricional mejora con ¢l remojo y el cocimiento (Marangoni ef al., 1988; Paredes-Lépez y
Harry, 1989; Ziena et al., 1991).

A pesar de los beneficios nutricionales que brindan las leguminosas, solo menos de

una docena de las 13,000 especies distribuidas por todo el planeta son utilizadas en la



alimentacién humana (Central Food Technological Research Institute, 1977). Por eso, ante
la creciente demanda de proteinas, se hace necesario realizar estudios que conlleven a
incrementar el mimero de las especies comestibles de ese vegetal. Dentro de este contexto,
las leguminosas silvestres constituyen una alternativa, puesto que son una reserva importante
de proteinas con la cual se podria contar para cubrir, en parte, las exigencias futuras de ese

nutrimento.

En México hay alrededor de 134 géneros con 1,707 especies de leguminosas (Sousa,
1993). La mayoria de ellas son plantas silvestres que han sido poco estudiadas desde el punto

de vista alimenticio.

El Pithecellobium flexicaule (Benth.), conocido comunmente como ebano, es una
leguminosa silvestre que se distribuye en el noreste de la Republica Mexicana. Sus semillas
son tradicionalmente consumidas como complemento alimenticio, cocidas verdes y tostadas
maduras, por muchas comunidades de la mencionada region (Vires, 1986). Estudios
realizados por Giral et al. (1978) con semillas crudas de estos arboles determinaron que son
de un alto contemdo proteico, y ademas no dieron respuestas positivas a las pruebas de
alcaloides.

Los arboles de ebano ofrecen algunos aspectos agrobiologicos ventajosos como son:
su capacidad de fijacion de nitrégeno (caracteristico de las leguminosas) la cual le permite
crecer en suelos pobres, tolerancia a las altas y bajas temperaturas, resistencia a patogenos,
numerosa produccién de semillas, facilidad de propagacién y resistencia a largos periodos

de sequia que lo hacen ideal para desarrollarse en zonas aridas y semiaridas como arboles
de alta productividad (Felker, 1981).



Tomando como base el contenido de proteina de la semilla cruda del ebano y el hecho
de que se consume por grupos humanos sin un estudio nutricional previo de la misma, se
considera de importancia evaluar algunos parametros nutricionales de dicha semilla, tales
como la calidad de su proteina, digestibilidad, contenido de fibra dietética, presencia de otros
nutrientes y de factores antinutricionales; en las dos formas como son consumidas por el
hombre. La necesidad de este tipo de informacién motivé el presente estudio, cuyo propdsito
fué aportar datos que puedan servir para definir ¢l potencial uso de esta leguminosa en la
alimentacion a escala comercial, ya sea a nivel del hogar o como materia prima en la

industria alimenticia.



REVISION DE LITERATURA

1.- DESCRIPCION BOTANICA DEL Pithecellobium flexicaule (Benth.)
Coult.

1.1 Clasificacion;

Reino: Vegetal
Division:  Anthophyta
Clase: Dicotiledoneae
Orden: Fabales
Familia; Leguminosae
Género: Pithecellobium

Especie: flexicaule (Benth.) Coult.

1.2 Denominacion:

Nombres Cientificos:

Pithecellobium flexicaule (Benth.) Coult (Correl y Johnston, 1970)
Pithecellobium ebano (Berl.) Muller (Estrada y Marroquin, 1992)
Ebenopsis flexicaulis (Benth.) Britt & Rose (Turner, 1959)
Siderocarpus flexicaulis (Benth.) Small (Turner, 1959)

Nombres Comunes:

Ebano
Texas Ebony (Correl y Johnston, 1970)
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1.3.- Caracteristicas Taxonomicas:

Aspecto y Tamaiio: Son arbustos o usualmente arboles pequeiios (hasta de 15 m de
altura en la parte sur de su rango de distribucidn) con una copa redondeada de color
obscuro y muy densa; tronco obscuro, de hasta 60 cms de grosor pero usualmente
solo de 10 cms. Ramas cortas y fuertes, bifurcadas, generalmente armadas con espinas
estipulares verdaderas, la corteza es de color gris palido en las ramas jovenes (Correl
y Johnston, 1970).

Hojas: Alternas, compuestas, bipinnadas, 2.5-4.2 cms de largo, pinnas 2-3 pares por
hoja, de 1-2.5 cms de largo, con 3-6 pares de foliolos por pinna, 0.6-1.0 cms de largo,
0.4-0.5 cms de ancho, oblongos a oblongo-obovados o anchamente obovados, glabros
y/o esparcida y diminutamente ciliadas en los bordes; glandulas pediceladas

presentes, una en cada insercion de pares de pinnas (Estrada y Marroquin, 1992).

Flores: Blanco amarillentas, atractivas y aromaticas, dispuestas en racimos espigados,
de 2 a 5 cms de largo, cilindricas, densas, caliz ligeramente campanulado, la corola
de aproximadamente 1/2 pulgada de largo, mucho mas grande que el caliz, de 5
I6bulos; estambres numerosos, filamentos unidos en la base; ovarios glabrosos. La

época de floracion es de abril a julio (Vires, 1986).

Fruto: Vaina de 6-13 cms de largo y 1.8-3 cms de ancho, ligeramente aplanada,
bivalvada, las valvas con coriaceas rectas a ligeramente curvadas, redondeadas y/o
apiculadas en el apice, persistentes por largo tiempo, tardiamente dehiscentes,
internamente septadas; semillas transversas en la vaina, separadas por delgados
tejidos, alrededor de 1/2 pulgada de longitud y 1/4 de pulgada de ancho, marrén

rojizas, con forma de frijol, de revestimiento grueso (Vires, 1986).



Tallo: Rojo obscuro a parpura o marron, muy durable, duro, pesado, gravedad
especifica de 1.04 (Vires, 1986).

2.- AREA DE DISTRIBUCION DE Pithecellobium flexicaule (Benth.)

Su rango de distribucion comprende el estado norteamericano de Texas y estados del

noreste de México.

En Texas desde las costas de la ensenada de Matagorda hasta la planicie del bajo Rio
Grande. Abundante en el Condado de Cameron. Comunmente plantadas en las calles de

Brownsville, Texas. En México en los estados de Tamaulipas, Nuevo Ledn y también en
Baja California (Vires, 1986).

Varios autores han catalogado, de acuerdo a su criterio, a las comunidades vegetales
donde se desarrolla el ebano en México. Asi, Rzedowski (1987) menciona al Pithecellobium
flexicaule como componente del Bosque Espinoso, una comunidad ecolédgica totalmente
definida en el pais, la cual se distribuye en los estados de Coahuila, Nuevo Leon y
Tamaulipas. En ella, el ebano se presenta intercalado con otras especies fisionémicamente

mas abundantes, en un disefio de mosaico (Estrada Lopez, 1995).

La distribucién geografica del Bosque Espinoso en el estado de Tamaulipas
corresponde, de acuerdo a Puig, citado por Estrada Lopez (1995), al area de la aislada Sierra
del Sur, donde Pithecellobium flexicaule y Phoebe tampicensis dominan, constituyendo una
variante del Bosque Tropical Caducifolio. En Rzedowski (1987), Gonzalez-Medrano sefialan
que hacia el norte, cerca de Matamoros, la comunidad formada por el Bosque Espinoso se
convierte en una variante del mezquital, con arboles de 6-8 mts de altura y con
Pitheceliobium flexicaule-Prosopis glandulosa-Cercidium macrum como la asociacion
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dominante. Esa misma comunidad ecologica es reconocida por Miranda y Hernandez X.,
citados por Rzedowski (1987), en la zona este del estado de Nuevo Ledn, donde la anica
variante la constituye la presencia de Cordia boissieri como otra de las especies dominantes.
Rzedowski (1987), reconocié una comunidad formada por Pitheceliobium flexicaule y
Phyillostylon brasiliensis en ¢l sureste de San Luis Potosi, con arboles de 6 a 8 mts de altura,
cubriendo el 30% de la zona y otras de 2 a 4 mts de altura, formando un estrato muy denso.
Este bosque se desarroll6 sobre terrenos con nula o escasa pendiente y con un suelo somero
con lutita 0 marga como roca madre (Estrada Lopez, 1995).

Remanentes de poblaciones de ebano son reportadas por Gonzalez Sanchez (1985)
en los municipios de Anahuac, Sabinas Hidalgo, Garza Garcia y Monterrey, en el estado de
Nuevo Leén. Arboles aislados de Pithecellobium flexicaule han sido observados por el autor
de este trabajo en diversas zonas de los municipios de San Nicolas de los Garza, Guadalupe,

Monterrey y General Teran, Nuevo Leon.

Rojas Mendoza (1965) incluye a Pithecellobium flexicaule dentro de una comunidad
denominada Matorral Alto Espinoso, distribuida fisiograficamente en la mayor parte del
norte del estado de Nuevo Ledn, oriente y algo del sur del mismo estado; oriente de Coahuila

y zonas aisladas de Tamaulipas.

Jurado y Reid (1989) mencionan que el ebano, junto a otras especies, €s componente
del estrato superior en el Matorral Espinoso Tamaulipeco correspondiente a la zona de
Linares, Nuevo Leon.

Es de hacer notar que las poblaciones de ebano, en las areas de distribucién antes
mencionadas, se presentan en forma de mosaicos, junto a otras especies mas abundantes. No
obstante, son alteradas por causas antropogénicas y directa o indirectamente por una
explotacion irracional (Estrada Lopez, 1995).



3.- USOS ACTUALES Y POTENCIALES DEL EBANO

Varios autores coinciden al mencionar los usos actuales del ebano. Asi, refieren que
su madera, debido a la dureza y durabilidad, se utiliza para postes, fabricacion de muebles
y gabinetes, de mangos para cuchilleria fina, en construcciones marinas, armazones de casas
y puentes de caminos, como combustible, de la cual se obtiene carbon de alta calidad, etc.
Ademas es frecuentemente plantado como arbol de sombra y con fines ornamentales. Las
semillas son consumidas por muchas comunidades de la Republica Mexicana,
particularmente del noreste del pais. Las cuales 1a consumen cocidas, cuando estan verdes,
y tostadas cuando maduras, estas ultimas enteras (sin la cascara) o molidas para ser
empleadas como substituto del café. También se utilizan las semillas para confeccionar

articulos de joyeria (Correl y Johnston, 1970; Rocas, 1990; Vires, 1986).

Respecto al uso de la semilla en la alimentacién humana, el consumo de la misma
como complemento alimenticio es tradicién en muchas zonas rurales del estado de Nuevo
Leon, principalmente aquellas ubicadas dentro de su rango de distribucién, como por
ejemplo el municipio General Teran. En las poblaciones del mencionado municipio la
semilla es comercializada cocida verde y tostada madura, en ambas formas se consume sin
la cascara o cubierta. Ademas, la semilla tostada, después de molida, la utilizan para preparar

una bebida similar al café.

La semilla del ebano es conocida en las localidades del noreste del pais como

"maguacata”,

Potencialmente el ebano puede ser usado como productor eficiente de vainas y
semillas, siguiendo el modelo de aprovechamiento agricola propuesto por Felker y

Bandursky (1979) para Prosopis spp. Sustancias tales como resinas, taninos, aminoacidos,



etc. contenidas en las dos estructuras antes mencionadas, pueden ser utilizadas en procesos
industriales muy variados (Estrada Lopez, 1995).

Tomando como base la composicién quimica proximal y el perfil aminoacidico de la
semilla de ebano cruda (Giral ef al., 1978), esta puede ser considerada una fuente potencial
de alimento para humanos y animales, y después de su evaluacion nutricional y de algunos
estudios de orden tecnologico, podria ser usada para consumo masivo, ya sea en su forma
natural, procesada o suplementada con otros nutrimentos; ademas, la totalidad de la semilla
0 alguno de sus componentes también podrian tener aplicacion en la industria de alimentos

como ingredientes.

4.- VALOR NUTRICIONAL DE LAS LEGUMINOSAS

Las leguminosas son, por lo general, de un alto contenido proteico. Segin Kelly
(1973), los niveles de proteinas de los frijoles comunes (Phaseolus vulgaris) oscilan en un
rango de 17-35%y los de soya (Glicine max) entre 31-52%. Estudios realizados por Giral
et al. (1978) en 15 leguminosas silvestres de la Republica Mexicana determinaron que el
contenido de proteinas de sus semillas crudas varian desde 10.64% (en base seca) en

Hymenaea courbaril hasta 31.54% en Pithecellobium flexicaule.

Es oportuno sefialar que el valor nutricional de un alimento esta en funcion no solo
del contenido de proteinas, sino también, y en mayor grado, de la calidad de la misma;
aunado a las cantidades de otros nutrientes (acidos grasos esenciales, carbohidratos,
vitaminas y minerales) que pueda proporcionar y a la presencia, 0 no, de compuestos
antinutricionales que interfieran con la absorcion de los nutrimentos en el cuerpo humano.
De esto se infiere que un producto puede contener cantidades altas de proteinas, pero si éstas
son de baja calidad su valor nutricional sera también bajo.



4.1.- Calidad Proteica:

El valor nutricional de una proteina, y por ende su calidad, depende de su capacidad
para satisfacer las necesidades de nitrégeno y de aminoacidos esenciales para el organismo.
Estos requerimientos de aminoacidos varian con la edad, condicién fisiologica y estado de
salud del individuo (Pellet y Young, 1980).

La calidad de una proteina estd determinada por el patrén y concentracion de
aminoacidos esenciales que contenga (composicion aminoacidica) y por la digestibilidad de

la misma.

4.1.1.- Composicién Aminoacidica de las Proteinas de las Leguminosas:

La composicion de aminoacidos de las semillas de leguminosas varia con la especie,
asi como también entre variedades o cultivares de la misma especie (Elias er al., 1973). No
obstante, el rasgo mas comun en las proteinas de tales semillas es la deficiencia de los
aminoacidos azufrados metionina y cistina. Numerosas investigaciones se han realizado al
respecto, principalmente en leguminosas tradicionalmente comestibles. Wu et al. (1994),
Koehler et al. (1987), Sgarbieri (1989) y Van der Poel (1990), reportaron que el perfil de
aminodacidos de frijoles Red Kidney (Phaseolus vulgaris L.) se caracteriza por una baja
concentracion de aminoacidos azufrados (metionina y cistina) y una concentracion de lisina
relativamente alta. Analogos resultados fueron encontrados por Ziena ef al. (1991),
trabajando con Faba vulgaris, por Marangoni et al. (1988) en semillas de tamarindo
(Tamarindus indica) y por Heréndez Infante et al. (1979) en frijoles negros y blancos de
la especie Phaseolus vulgaris. Sotelo et al. (1995) en estudios realizados con diez
leguminosas silvestres de diferentes regiones de la Peninsula de Yucatin, México,

determinaron que el contenido de aminoacidos azufrados era bajo en todas ellas y ademas,
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con excepcién de Caesalpinia yucatanensis, eran también bajos en triptofano; siendo el
contenido de lisina alto en todas. De la Vega et al. (1981) realizaron una evaluacién
nutricional de la leguminosa silvestre Stizolobium cinerum conocida comunmente como frijol
terciopelo, cultivada como forraje en regiones del estado de Chiapas, México, encontrando
valores bajos de sus aminoécidos azufrados y de triptofano. Giral et al. (1978) investigaron
la composicion quimica de 15 semillas crudas de leguminosas silvestres, entre las cuales se
encontraba el Pithecellobium flexicaule, reportando que todas eran deficientes en
aminoacidos azufrados y en una de ellas (Acacia pennatula) el triptofano era el primer
aminoacido hmitante. El contenido total de aminoacidos azufrados (metionina + cistina)
encontrado para el Pithecellobium flexicaule fué¢ de 1.07 g/100 g de proteina y el de
triptofano 0.85 g/100 g proteina.

4.1.2.- Digestibilidad:

La digestibilidad se define como el porcentaje del nitrogeno ingerido que es absorbido
por el organismo (Joint FAO/WHO Expert Consultation, 1989).

Aunque el patrén de aminoacidos de una proteina sea probablemente el determinante
mas importante de su calidad, la digestibilidad de la misma y la biodisponibilidad de sus
aminoacidos constituyentes son los siguientes factores a considerar en la evaluacion proteica.
Esto se debe a que no todas las proteinas son digeridas, absorbidas y utilizadas en la misma
extension. Las diferencias en la digestibilidad de las proteinas pueden atribuirse a la
naturaleza de la fuente proteinica, a la presencia de constituyentes no proteicos en el
alimento tales como fibra dietética y compuestos antinutricionales (taninos, fitatos,
inhibidores de proteasas, etc.), que disminuyen la digestibilidad, a factores antifisiologicos
o por condiciones de procesamiento que alteran la relacién de aminoacidos de las proteinas

por cambios enzimaticos (Joint FAO/WHO Expert Consultation, 1989).
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Existen varios métodos para determinar la digestibilidad. Unos utilizan
procedimientos in vivo, basados en bioensayos con ratas o seres humanos, mientras que ofros
son in vitro, fundamentados en analisis quimicos realizados con enzimas. Sin embargo, el
procedimiento clasico usado ha sido el método del indice fecal in vivo, en el cual, el
nitrégeno excretado en las heces por el sujeto en estudio, sometido a una dieta con la
proteina a evaluar, se sustrae de la cantidad de nitrogeno ingerida y el resultado se expresa
como porcentaje (el valor asi obtenido se denomina "digestibilidad aparente"). Para obtener
la digestibilidad verdadera se hace la correccion por pérdidas metabolicas, evaluando el
nitrégeno fecal endégeno en otro sujeto control alimentado con la dieta libre de proteina.
Aunque los estudios con humanos deberian ser el procedimiento mas idoneo para determinar
la digestibilidad de una proteina que vaya a ser consumida por el hombre, razones de tipo
ético, de seguridad, tiempo y costo lo hacen impractico como metodologia de rutina. Por eso
son mas frecuentemente utilizados los bioensayos con ratas, estando el procedimiento bien
establecido y estandarizado. Estudios comparativos de digestibilidad de proteinas en algunos
alimentos realizados con ratas y seres humanos, sugieren que son similares las capacidades
de ambos para digerir las proteinas (Sarwar, 1987). Por otra parte, extensas evaluaciones de
los métodos in vitro € in vivo para determinar digestibilidad de proteinas en alimentos
indican que el meétodo del balance de nitrogeno fecal, en ratas, es el mas adecuado para
predecir la digestibilidad de las proteinas para humanos; por eso, el Report of Joint
FAO/WHO Expert Consultation (1989) lo recomienda cuando no se puedan realizar estudios

con seres humanos.

Nielsen (1991) y Sarwar et al. (1989), determinaron la digestibilidad de 1a proteina
de frijoles comunes (Phaseolus vulgaris), encontrando valores bajos en los frijoles crudos
y un aumento significativo en la digestibilidad de los mismos cuando eran cocinados; lo cual
atribuyen a la presencia de factores antinutricionales (inhibidores de tripsina, hemaglutininas,

taninos) que son destruidos por el calentamiento, mejorando asi su valor nutritivo. Hernandez
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Infante et al. (1979), realizando una valoracién nutricional de dos variedades de frijoles
comunes (blancos y negros), determinaron la digestibilidad aparente de sus proteinas in vitro
e in vivo (con ratas) después de cocinados. Para los frijoles blancos encontraron, en el ensayo
in vivo una digestibilidad del 77.1% y para los negros del 67.3%; en ambas variedades la

digestibilidad aparente in vivo obtenida fué mas alta que la del ensayo in vitro.

En semillas crudas de las leguminosas silvestres de Yucatan, estudiadas por Sotelo
et al. (1995) la digestibilidad in vitro de sus proteinas estan dentro del rango de 42.30% para
A. pennatula'y 74.69% para C. vesicaria. Es de hacer notar la falta de informacion respecto
a la digestibilidad de la proteina del Pithecellobium flexicaule.

4.1.3.- Evaluacion de la Calidad Proteinica:

La calidad nutricional de una proteina puede ser evaluada por varios métodos. Entre
estos, se mencionan los siguientes: a) métodos clinicos, basados en la determinacion del
balance de nitrogeno en seres humanos; b) ensayos biolégicos con animales de
experimentacion, los cuales pueden ser de dos tipos: los fundamentados en la ganancia de
peso corporal como son el indice de eficiencia proteica (PER) y la razon proteinica neta
(NPR) y aquellos que se basan en la retencién de nitrogeno, ejemplo de los cuales son el
valor biolégico (VB) y la utilizacién proteinica neta (NPU), c) ensayos de tipo
microbiolégico donde se mide el indice de crecimiento de microorganismos como, por
ejemplo, Tetrahymena pyriformis cuando son alimentados con la proteina objeto de
evaluacién y d) métodos quimicos como el puntaje o "score" aminoacidico que se cimentan
en la determinacion de aminoacidos esenciales en la proteina de ensayo y su comparacion

con un patrén de aminoacidos de referencia (Pellet y Young, 1980).
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Indudablemente que los métodos clinicos con humanos aseguran con mayor exactitud
la calidad de una proteina que vaya a ser consumida por ellos; sin embargo, el uso de tales
técnicas son inapropiadas como procedimiento de rutina por razones éticas, de costo y
tiempo entre otras; debido a ello su utilizacién se ha limitado a trabajos especificos de

investigacion.

Los ensayos con ratas en crecimiento se han usado ampliamente en la evaluacion de
la calidad proteinica desde hace décadas. Uno de esos métodos, el PER, fué adoptado desde
1975 como procedimiento oficial de la A.O.A.C. (AOAC, 1975) para ese fin. No obstante,
en los ultimos afios el PER ha sido objeto de severas criticas, mencionandose entre ellas las
siguientes (Joint FAO/WHO Expert Consultation, 1989):

- Su incapacidad para discriminar entre la proteina que proporciona crecimiento en el

animal y aquella utilizada solo en su mantenimiento.

- Se considera que sobreestima el valor de algunas proteinas animales, particularmente
en alimentos con alto contenido en grasas, y al contrario subestima el de alimentos

bajos en proteinas como en ciertos vegetales.

- El ensayo requiere de mucho tiempo y no siempre da resultados reproducibles.

- No hay proporcionalidad entre los valores del PER en proteinas de diferentes calidad,
asi por ejemplo no se puede asumir que una proteina con un PER de 2.0 sea dos veces

de mejor calidad que otra de 1.0.

A medida que se ha incrementado la informacién experimental en cuanto a los

requerimientos de aminoacidos esenciales en humanos, se ha determinado que existen
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diferencias entre dichos requerimientos y los de las ratas en crecimiento. Benevenga et al.
(1994), determinaron que el nitrégeno requerido para el mantenimiento del animal cambia
de menos del 5% a un aproximado al 100% a medida que disminuye la velocidad de
crecimiento de las ratas, sefialando que eso influye en ¢l patrén de aminoacidos requeridos
por ellas. Ademas, se encontré que las ratas necesitan mayor cantidad de aminoacidos
azufrados que los humanos. Por otra parte, puesto que el valor nutritivo de una proteina
destinada a la alimentacion humana estd en funcioén de los requerimientos de aminoacidos
esenciales del organismo humano, se concluye que estos requerimientos deben ser el patron
légico para evaluar su calidad. En esto se fundamenta el método del puntaje aminoacidico

0 "score” quimico.

Puntaje Aminoacidico

Este método consiste en determinar la cantidad de cada uno de los aminoacidos
esenciales contenidos en la proteina, o mezcla de proteinas, del alimento y compararlos con
los del patron de referencia de aminoacidos requeridos por humanos, a fin de determinar el
aminoacido mas limitante (o sea ¢l que se encuentra en menor cantidad en la proteina de
prueba en comparacion con la del patron). La razon entre el aminoacido mas limitante en la
proteina bajo prueba y en la del patron de referencia se conoce como "score" quimico o

puntaje aminoacidico (Pellet y Young, 1980).

En 1985 un comité de expertos de la FAO/OMS/UNU recomendo que la evaluacion
rutinaria de la calidad proteinica de los alimentos se hiciera mediante el calculo del puntaje
aminoacidico corregido por la digestibilidad verdadera de la proteina (Joint FAO/WHO
Expert Consultation, 1989). En su informe publicado en 1991 la citada organizacion
concluyé que el patron de aminoécidos esenciales para infantes, menores de un afio, sea

basado en la composicion de la leche materna; y para todas las demas edades recomendo
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utilizar el patron de requerimiento de aminoécidos esenciales de nifios en edad pre-escolar
(Torin, 1994).

Marangoni et al. (1988) reportaron para la proteina de la semilla de tamarindo un
puntaje aminoacidico de 29.50, corregido por la digestibilidad in vitro. De la Vega et al.

{(1981) determinaron en el Stizolobium cinerium un score quimico de 41.87.

4.2.- Efectos de la Maduraciéon y el Cocimiento en el Valor Nutritivo de

Leguminosas:

Maduracién: La mayoria de las investigaciones acerca del valor nutritivo de las
leguminosas se han realizado con las semillas maduras, probablemente debido a que es el
estado mas comin en el cual se consumen. En contraste, muy pocos estudios se tienen acerca
del valor nutricional de la semilla en otros estados fisioldgicos de desarrollo antes de la
completa maduracidn, a pesar de que algunas leguminosas se consumen verdes. Elias ef al.
(1973) evaluaron el valor nutritivo de frijoles comunes (Phaseolus vulgaris) en diferentes
estados de germinacion y maduracion de las semillas, reportando que durante la maduracion
va decreciendo progresivamente el contenido de agua de la semilla e incrementandose el de
otros nutrientes (proteinas, grasas, minerales), por ejemplo, el contenido de proteinas
aumento desde el 7.2% a los 72 dias de formado el fruto hasta 23.1% a los 99 dias, siendo
el incremento mas marcado entre los 91 y 99 dias. Sin embargo, el valor nutritivo decrecid
con la maduracién. Este fué determinado por el ensayo del PER, cuyos valores disminuyeron
desde 0.97 a los 72 dias hasta 0.63 a los 99 dias; lo cual se atribuy6 a un incremento de los

inhibidores de tripsina y de otros factores téxicos durante el proceso de maduracion.

16



Cocimiento: El efecto de cocimiento sobre la composicién quimica y el valor
nutritivo de las leguminosas tradicionalmente comestibles ha sido objeto de extensas
investigaciones, existiendo una amplia informacién al respecto. Aunque la respuesta al
cocimiento en cuanto a la aprovechabilidad de aminoacidos esenciales presenta diferencias
entre las especies y variedades, de manera general se puede sefialar que el cocimiento y el
remojo mejoran la calidad nutricional de las leguminosas ya que eliminan o reducen la
presencia de factores antinutricionales que afectan la digestibilidad de las proteinas y la

absorcion de otros nutrimentos.

Van der Poel (1990) sefiala que la efectividad del tratamiento con calor sobre el valor
nutricional de los frijoles comunes esta relacionado con una combinacién de temperatura,
tiempo de calentamiento, tamaiio de la semilla, humedad inicial de la misma y la cantidad
de agua adicionada durante el proceso. Gomez et al. (1973) mencionan que existe una amplia
variedad de informacion sobre la optimizacién de las condiciones de cocimiento para
eliminar efectos destructivos sobre los nutrientes, y puesto que el tipo de tratamiento varia
significativamente de un autor a otro, se dificulta uniformizar condiciones para propdésitos

e

de comparacion.

Muchos autores recomiendan que previo al cocirmiento, se deben someter a las
leguminosas secas a un proceso de remojo, ya que durante el mismo se eliminan sustancias
toxicas solubles y oligosacaridos, como rafinosa, estaquiosa y verbascosa causantes de
flatulencia; especialmente cuando se desecha el agua del remojo. Adicionalmente, se produce
un cierto ablandamiento de la semilla lo cual disminuye el tiempo de cocimiento, evitandose
asi pérdidas de nutrientes por condiciones drasticas de calentamiento. Kaul y Bajwa (1987);
Sathe et al. (1983); Desphande y Cheryan (1983), puntualizan que el remojo seguido del
cocimiento reduce la presencia de oligosacaridos indeseables y de factores antinutricionales,

mejorando en consecuencia el valor nutricional de las leguminosas. Bressani et al. (1973)
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han recomendado el cocimiento de los frijoles, previamente remojados, en autoclave a 16 Ibs
de presion y 121°C por 10-30 minutos, sefialando que periodos mas largos (o temperaturas
mas elevadas) producen una disminucién del valor nutritivo de la proteina debido al cambio
en el contenido de aminoacidos esenciales, especialmente lisina, la cual decrece
proprocionalmente con el incremento del tiempo de calentamiento. Gémez ef al. (1973)
reportaron una mejora del PER en frijoles comunes remojados después de cocinados a 121°C
por 10 y 20 minutos a 16 lbs de presion, cambiando los valores del PER desde 0 (cero) en
las semillas crudas hasta 1.24 para las cocidas a los 10 minutos. Wu ef al. (1994) sometieron
a frijoles comunes (Phaseolus vulgaris) a diferentes condiciones de calentamiento:
cocimiento en autoclave a 110°C por 20 minutos; 121°C por 10, 20, 40, 60 y 90 minutos;
128°C durante 20 minutos y cocimiento en condiciones similares a ia del hogar (agua en
ebullicion (100°C) a la presion atmosférica por 120 minutos), los frijoles fueron remojados
durante toda la noche anterior al ensayo, reportando que los frijoles cocinados en autoclave
a 121°C por 10 y 20 minutos y los cocidos en las condiciones del hogar mejoraron la calidad
de su proteina, el score aminoacidico corregido por la digestibilidad in vitro aument6 de
41.34 en frijoles crudos a 71.53 para los cocinados en las condiciones del hogar y a 70.64
y 72.26 para los cocinados en autoclave a 121°C por 10 y 20 minutos respectivamente; de
manera semejante se incremento la digestibilidad in vitro de la proteina. Yaiiez et al. (1986)
tostaron semillas de la leguminosa Lupinus albus ¢.v. Multolupa a temperaturas de 80-90°C
durante 10, 20, 30 y 40 minutos y evaluaron la composicion quimica y la calidad de su
proteina. Sus resultados muestran, en lineas generales, un decrecimiento gradual del
contenido de aminoacidos esenciales en relacion al tiempo de tostado, siendo mayores las
pérdidas en lisina (51%) y azufrados (29%). El tostado a los 10 minutos determiné un ligero
incremento en la calidad proteinica, evaluada ésta mediante un PER, usando caseina como
control; los valores del PER aumentaron desde 0.80 en la semilla cruda hasta 0.92 en la
rostizada durante ese tiempo, para luego decrecer progresivamente a medida que se

incrementaba el periodo del tostamiento. Ziena et al. (1991), estudiando el efecto del
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cocimiento en la composicion aminoacidica de Faba vulgaris, reportaron una disminucién
significativa de muchos aminoacidos esenciales después del cocimiento, siendo el efecto mas

pronunciado en tres de ellos: metionina, cistina y tniptofano.

Cabe mencionar que no se dispone de informacién respecto al valor nutricional de las

semillas de Pithecellobium flexicaule después de cocidas o tostadas.

4.3.- Aporte de Otros Nutrientes y de Fibra Dietética:

Las leguminosas también son fuente de carbohidratos, acidos grasos, minerales y
vitaminas, ademas aportan a la dieta fibra dietética. Bressani y Elias, citados por Paredes
Lopez y Harry (1989) sefialan que las semillas de leguminosas contienen apreciables
cantidades de vitaminas del complejo B, especialmente tiamina, aunque también es
significativo su contenido en riboflavina, niacina, icido félico, biotina y acido pantoténico.
Sin embargo, es de mencionar que muchas de estas vitaminas se pierden en las condiciones
del procesamiento. En relacion con los minerales, es importante su contenido en calcio,
magnesio, hierro y fésforo, aunque mucho de éste tltimo esta en la forma de acido fitico, el

cual se enlaza con otros minerales no permitiendo su utilizacion por el organismo.

Cheftel et al., Luc et al.; citados por Barampama y Simard (1994), indican que los
frijoles secos ejercen efectos benéficos en la salud humana debido a su bajo contenido en
sodio, colesterol y acidos grasos saturados, aunque son ricos en acidos grasos insaturados
como el linoleico. Schroeder y Demmel, citados por Hoppner y Lampi (1993) refieren que
entre los vegetales, las leguminosas secas representan una buena fuente de acido pantoténico
y de biotina, ocurniendo pérdidas de estos nutrientes por el procesado. En estudios realizados
por Hoppner y Lampi (1993) con varias leguminosas tradicionalmente comestibles (lentejas,

chicharos, frijoles comunes), determinaron que después del cocimiento en agua a ebullicion
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durante 20 minutos se retuvo un 95% de biotina y un 76% de 4cido pantoténico en
leguminosas no remojadas previamente y un 90% y 44%, respectivamente, para las
sometidas a remojo por toda la noche anterior al ensayo. Giral et al. (1978), reportaron que
el contenido de grasa (extracto etéreo) de la semilla cruda de 15 leguminosas silvestres de
la Republica Mexicana oscila entre 1.71% para el Enterolobium cyclocarpum y 27.60% en
el Cymbopetalum penduliflorum, siendo 14.94% para Pithecellobium flexicaule.

Fibra Dietética:

Con el nombre de fibra se designa a un grupo muy amplio de carbohidratos
(polisacaridos) que son componentes estructurales de las paredes celulares de los vegetales,
entre las cuales destacan la celulosa, hemicelulosa, gomas y pectinas; ademas se incluye a
la lignina, ain cuando no es hidrato de carbono. Estas sustancias no son hidrolizadas (en
cantidades apreciables) en el tracto gastrointestinal del humano, pero juegan un papel
importante en la digestion y absorcion de nutrientes y de otras sustancias. La composicion
de la fibra es muy variada en los distintos alimentos vegetales y depende de muchos factores,

entre los que se incluye la madurez del producto (Badui, 1993).

Theander y Aman, citados por Ravindran y Palmer (1990), refieren que en la reciente
literatura nutricional se agrupa a todos los polisacaridos distintos al almidén como
polisacaridos no almidénicos (NSP), los cuales se designan como fibra dietética, puesto que
ellos constituyen la principal fraccion de los componentes de la dieta que no son digeridos
por las secreciones normales ni absorbidas en el tracto gastrointestinal de los humanos. En
consecuencia, la denominacion de fibra dietética total incluye a los carbohidratos solubles
e insolubles no digendos, debido a lo cual su valor siempre serd mayor que el de la fibra

cruda (Ia que se consigna, generalmente, en las tablas de composicién de alimentos).
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La importancia de la fibra dietética ha sido puesta de manifiesto en las ltimas
décadas, por ello se han efectuado numerosos estudios que relacionan su ausencia con
diversos problemas de salud tales como constipacién, diverticulosis, hemorroides, cancer de
colon, ateroesclerosis, diabetes mellitus, etc. (Badui, 1993). Li y Cardozo (1993), mencionan
a las leguminosas, después de los cereales, como la segunda fuente importante de fibra
dietética, atribuyendo algunos beneficios potenciales para la salud a su consumo, entre ellos:
disminucion de los niveles de colesterol, incremento de la respuesta a la glicemia y posible
reduccion de la incidencia de cancer de colon; haciendo énfasis en la necesidad de
informacién acerca del contenido de fibra dietética de muchas variedades de leguminosas,
ante el creciente interés por el consumo de alimentos ricos en fibra. Las leguminosas también
han sido utilizadas como parte del tratariento dietético de la diabetes (Vidal Valverde et al.,
1992).

El contenido de fibra dietética de las leguminosas varia con la especie, la variedad,
el estado de madurez y el proceso al cual se someten (Badui, 1993; Ravindran y Palmer,
1990). Vidal Valverde et al. (1992) estudiaron el efecto del procesado sobre la composicion
de la fibra dietética en tres especies de leguminosas: garbanzos (Cicer arietum, c.v. "blanco
lechoso"), alubias (Phaseolus vulgaris, c.v. "rifion") y lentejas (Lens culinaris, c.v.
"pardina”), reportando los valores de 12.72%; 12.79% y 22.08% en base seca,
respectivamente, para la fibra neutra detergente en las semillas crudas. Esos valores, al igual
que los de celulosa y lignina aumentaron significativamente en los garbanzos y alubias
remojados por 12 horas y cocinados en agua a ebullicién, a la presion atmosférica, durante
60 minutos. En las mismas condiciones se observé un descenso pronunciado en el contenido
de fibra neutra detergente de las lentejas, con un ligero incremento del % de celulosa y una

disminucion leve en el de lignina.
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Li y Cardozo (1993) emplearon el método gravimétrico-enzimatico de la A.0.A.C,
(AOAC, 1990) para determinar fibra dietética total en garbanzo y siete variedades de frijoles
comunes (Phaseolus vulgaris) cocinadas a ebullicion a la presion atmosférica por 60
minutos, encontrando valores que oscilan entre 31% y 55%, en base seca, para las semillas
estudiadas. No se tiene informacién respecto al contenido de fibra dietética de las semullas

de ebano, ni crudas ni cocidas.

4.4.- Compuestos Antinutricionales:

Las semillas de leguminosas contienen en su estado natural diversos factores
antifisiolégicos como son los taninos, fitatos, inhibidores de tripsina, hemaglutininas, que
disminuyen la aprovechabilidad de nutrientes y en ocasiones pueden causar problemas de
salud para el hombre. Se ha determinado que cuando se alimentan animales de laboratorio
con leguminosas crudas, éstas presentan inhibicion del crecimiento, reduccion de la
digestibilidad de la proteina y de la disponibilidad de aminoacidos, vitaminas y minerales,
ademas de una hipertrofia pancreatica (Badui, 1993). Afortunadamente estos efectos son
eliminados o reducidos con un tratamiento térmico, siendo esto en la actualidad objeto de
intensas investigaciones con el proposito de optimizar condiciones de procesamiento de las

leguminosas para su mejor aprovechamiento en la nutricion humana.

4.4.1.- Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos incoloros o de color amarillo-café, que de
acuerdo a su estructura y reactividad con agentes hidroliticos se han dividido en dos grupos:
los hidrosolubles y los no hidrosolubles o condensados (Badui, 1993). Los primeros se
hidrolizan rapidamente por accion de enzimas o acidos, siendo los productos de la hidrolisis

glucosa y acido galico o acido elagico, de acuerdo a su composicion. Los segundos son
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compuestos flavonoides, generalmente dimeros de la catequina o de antocianidinas; estos
taninos condensados no se destruyen facilmente bajo condiciones fisiologicas y cuando son

tratados drasticamente producen ambos polimeros poco solubles (Singleton y Kratzer, 1973).

Como componente de los alimentos, los taninos reducen el valor biologico de las
proteinas de las dietas, debido a que forman complejos insolubles o inactivos con ellas y con
enzimas digestivas. En investigaciones con pollos se ha observado que inhiben el crecimiento

y reducen el peso del huevo (Aw y Swanson, 1985).

Los datos de la literatura sugieren que los taninos se encuentran principalmente en las
semillas de ciertos cultivares pigmentados de sorgo y de leguminosas, habiéndose observado
en éstas ultimas amplias diferencias en cuanto a su contenido, entre especies y entre el

mismo genotipo (Deshpande y Cheryan, 1985).

Con relacion a la metodologia de analisis de taninos, se han desarrollado muchas
técnicas que van desde ensayos colorimétricos hasta cromatograficos y enzimaticos; sin
embargo, ninguna se ha encontrado completamente satisfactoria, en el sentido de que pueda
aplicarse, con resultados reproducibles, a diferentes tipos de semillas (Deshpande y Cheryan,
1985; Deshpande y Cheryan, 1987). El método mas comunmente usado es el ensayo de la
vainillina propuesto por Bumns y modificado por Price ef al. (1978). Deshpande y Cheryan
(1985), realizaron una evaluacién de éste método, aplicandolo a cuatro variedades de frijoles
comunes (pinto, rojo, negro y rosa); entre los parametros evaluados encontraron un
decrecimiento en el contenido de taninos a medida que disminuye el tamaiio de las particulas
de la harina de los frijoles, ademas reportaron que el tiempo transcurrido desde la molienda
de la muestra hasta su analisis, asi como el almacenamiento en condiciones de alta humedad
influyen marcadamente en los resultados. También mencionan que las diferencias de color

entre las muestras son la principal causa de variacion. El contenido de taninos de las semillas
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crudas estudiadas oscil6 entre 60 mg equivalentes de catequina/100 g de muestra seca para
la variedad de color negro hasta 328 mg catequina/100 g en los pinto, cuando las harinas

fueron pasadas por un tamiz de 820 micrones (20 mesh). Los autores sugieren la necesidad
de estandarizar un ensayo de vainillina para determinar taninos en leguminosas a fin de

obtener resultados reproducibles entre laboratorios.

En relacion al efecto del tratamiento térmico en el contenido de taninos de las
leguminosas, las investigaciones realizadas por Rao y Deosthale; Ologhobo y Fetuga; Tan
et al., citados por Ziena et al. (1991) revelan que el contenido de taninos de las leguminosas
se reduce con el cocimiento (en un 70% para garbanzos, y de 31.0 a 47.3% para chicharos).
Chang et al. (1994) evaluaron el contenido de taninos de tres cultivares de chicharos (Vigna
unguiculata L.) cosechados en tres estados de maduracion distintos, relacionandolo con el
calentamiento y el deshullado. Sus resultados indican que hubo variacion entre los cultivares
y entre los estados de maduracion. El contenido de taninos entre los cultivares se
incrementaba a medida que se hacia mas obscura la semilla. Por otra parte, mientras que la
concentracion de taninos del cotiled6n mostré una tendencia a disminuir con la maduracién,
el de la testa aumentaba. Cerca del 96% de los taninos fueron encontrados en la testa. El
cocimiento en agua a 34.5 KPa por 30 minutos redujo los taninos de la semilla entera en un
38-76%; del cotiledon en 53-59% y de la testa en 66-75%. Rao y Prabhavati (1982) sefialan
que los taninos interfieren también con la biodisponibilidad del hierro, actuando como un

agente quelante natural.
4.4.2.- Fitatos
El acido fitico (myoinositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-hexakis dihidrégeno fosfato), con seis

grupos fosfatos en su molécula, concentra buena parte del fosforo en los tejidos vegetales.

Sin embargo, en esta forma, ese elemento no esta disponible para humanos ni animales
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monogastricos. Aunque son posibles nueve estereoisémeros de inositoles (dos épticamente
activos y siete en forma meso), solamente el myo-inositol hexafosfato ha sido aislado de las
plantas (cereales, nueces y leguminosas contienen grandes cantidades), no encontrandose en
tejyidos amumales (Oberleas, 1973). Investigaciones de Earley y De Turk, citados por Oberleas
(1973), revelan que la sintesis de fitatos en semillas de arroz comienza alrededor de tres
semanas después de la polinizacion y se incrementa con la madurez. En los granos de
cereales maduros representan del 60-80% del fosforo total. Reddy et al. (1988) consideran
que es la principal forma de almacenamiento del fosforo en leguminosas secas donde se
encuentran formando complejos con cationes mono y divalantes, concentrando alrededor del
80% del fosforo total. Segin los mencionados autores, la mayor parte del fitato en las

leguminosas secas se encuentra en los cotiledones y no en la cubierta de la semilla.

La importancia de determinar la presencia de fitatos en leguminosas radica en el
hecho de que disminuyen la biodisponibilidad de minerales esenciales (Ca, Mg, Zn, Fe) y
de las proteinas. A pH fisiologico la molécula de fitato esta cargada negativamente, por lo
cual forma facilmente quelatos con varios elementos minerales, incluyendo calcio, magnesio,
zinc y hierro; estos complejos son insolubles y por eso hace a los minerales no disponibles
para su absorcion en el organismo (Gustafsson y Sandberg, 1995). También interfieren en
la utilizacién bioldgica de las proteinas debido a la formacion de complejos insolubles fitato-
proteina, fitato-mineral-proteina, disminuyendo en consecuencia el valor nutricio de las
leguminosas. Ademas, se ha comprobado que los fitatos pueden inhibir a enzimas como
pepsina, alfa-amilasa y tripsina bajo condiciones in vitro (Reddy e? al., 1988). Weaver et al.
(1993) estudiaron la absortividad del calcio de tres cultivares de frijoles comunes (blanco,
rojo y pinto) en mujeres, utilizando como control el calcio de la leche. El contenido de fitato
de las semillas crudas de los frijoles blancos, rojos y pinto fué 1.8; 1.3 y 1.9%
respectivamente (en base seca). El calcio absorbido de las semillas cocidas fué un 50% mas

bajo que el de la leche, no encontrandose diferencias significativas entre el calcio absorbido
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en las tres fuentes de frijoles. Los reducidos niveles de absorcion del calcio de las
leguminosas ensayadas lo atribuyen en gran parte a la presencia de fitatos, basandose en el

hecho de que el tratamiento de las semillas eliminé el efecto de otros antinutricionales.

Se ha observado que los fitatos pueden ser removidos de las leguminosas por procesos
como ¢l remojo, el cocimiento (convencional o en autoclave), la germinacion y el deshullado
(Reddy et al., 1988). La extensién en que ello ocurre depende de la leguminosa y del proceso
usado. lyer et al., citado por Reddy et a/. (1988) reportaron una disminucion del 76.1% en
¢l contenido de fitatos de frijoles comunes de la variedad Gran Norte por ¢l remojo seguido
del cocimiento convencional (a ebullicion a presion atmosférica). Reddy et al. (1988),
investigaron el efecto del pH sobre la disociacion de fitatos (en su forma natural) y su
consiguiente remocién en harinas, y fracciones de la misma, de frijoles comunes de la
variedad Gran Norte las cuales fueron dializadas. Sus resultados indican que las cantidades
mas elevadas de fitato removidas de las harinas durante la dialisis ocurrieron a pH 7. El
contenido de fitato de la harina no dializada fué de 26.6 mg/g de la cual se removio el 45%
por el dializado.

Gustafsson y Sandberg (1995) estudiaron el efecto del remojo en la reduccion de
fitatos en frijoles marrones (Phaseolus vulgaris L.) cuando fueron sometidos a diferentes
tratamientos. Los frijoles fueron remojados a 21°C, 37°C y 55°C apH 4.0;6.0; 6.4, 7.0 y
8.0. Las condiciones dptimas para la remocion de fitatos fueron 55°C a pH 7. Después de 4,
8 y 17 horas en esas condiciones, el 79%, 87% y el 98% del fitato fué degradado,
respectivamente. Ziena et al. (1991), investigando el efecto del cocimiento sobre factores
antinutricionales de la leguminosa Faba vulgaris observaron que la retencion del acido fitico
fué mas baja en las leguminosas cocidas que en el caldo del cocido, reportando un
tratamiento optimo de calentamiento de 125°C por 1 hora (en autoclave) para la variedad
menos dura al cocimiento. En estas condiciones el contenido de fitato disminuy6 de 403.3
mg/100 g (base seca) en las leguminosas crudas hasta 269.4 mg/100 g en las cocinadas.

26



4.4.3.- Inhibidores de Tripsina

Los inhibidores de proteasas son por lo general proteinas de bajo peso molecular que
se asocian con enzimas proteoliticas y forman un complejo estable sin actividad catalitica
(Badui, 1993). De estos inhibidores uno de los mas conocidos y estudiados es el inhibidor
de tripsina, conocido también como inhibidor de Kunitz, este se localiza en la fraccién 25
y tiene un peso molecular de 21500 daltones. En su mecanismo de accion, una molécula del
inhibidor interactita estequiométricamente con una de tripsina neutralizandola. El inhibidor
de tripsina tiene una gran estabilidad, pero se desnaturaliza al calentarlo a temperaturas
superiores a 80°C. En ocasiones cuando el tratamiento térmico no es suficiente, puede
regenerar su estructura terciaria y recuperar su funcion (Badui, 1993). Posee dos enlaces
disulfuro que son esenciales para su actividad, ya que cuando se les reduce la sustancia se

vuelve completamente inactiva (Linder, 1978).

Los inhibidores de tripsina se han encontrado en gran parte de las plantas
consideradas como hortalizas, particularmente en leguminosas como las especies de
Phaseolus, la soya, Vicia faba, guisantes, habas, etc. También se han encontrado en dichos
vegetales inhibidores de la quimotripsina (Linder, 1978).

Entre los efectos dafiinos que causan estos inhibidores, Badui (1993) menciona los

siguientes:

- Inhiben el crecimiento

- Reducen la digestibilidad de las proteinas

- Incrementan los requerimientos de aminoacidos aznfrados
- Agrandan el pancreas

- Estimulan la secrecion de enzimas pancreaticas

- Inhiben la proteolisis
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Mediante calentamiento apropiado puede destruirse el efecto de los principales
inhibidores de las proteasas o al menos disminuirlos en gran parte. El grado de destruccion
de los inhibidores depende de la temperatura, del tiempo del calentamiento, del volumen del
alimento y de su contenido de humedad. El inhibidor de la tripsina se destruye totalmente
sometiendolo a la accion del vapor durante 15 minutos cuando su humedad es del 20% y en
5 minutos cuando es del 60%. El remojo también influye. Si se ponen en agua las
leguminosas durante la noche y se calientan a ebullicion por 5 minutos, se inactivan casi por
completo los inhibidores. No obstante, algunos son resistentes al calor, a los acidos y a los
alcalis. En el Phaseolus lunatus se han determinado 6 inhibidores de la tripsina que
contienen de 17-20% de cistina y son termoresistentes (Linder, 1978). Los inhibidores de
tripsina en los frijoles secos son altos en cistina y resisten al calentamiento. Durandhar y
Chang (1990), estudiando el efecto del cocimiento sobre los inhibidores de tripsina y las
lectinas, emplearon diferentes combinaciones de tiempo y temperatura para cocinar frijoles
comunes, de las variedades Navy y Red Kidney, después de remojarlos por 16 horas. El
contenido de los inhibidores de tripsina reportado en los frijoles crudos fué 23.07 x 10° UIT/
g frijol (en base seca) para los Navy y 10.86 x 10° UIT/g para los Red Kidney; una vez
remojados (sin cocinarlos) estos valores disminuyeron a 20.12 x 10° UIT/gy 10.70 x 10
UIT/g respectivamente. La actividad de los inhibidores de tripsina, en las dos variedades,
disminuy6 progresivamente con el incremento de temperatura o con el periodo de
cocimiento. Bajo todas las condiciones de temperaturas ensayadas se destruyé mas del 87%
de los inhibidores de tripsina de los frijoles crudos. La actividad de estos, cay6 a niveles no
detectables después del cocimiento por 4 horas a 88°C, 1.5 horas a 94°C y 40 minutos a
100°C en los frijoles Red Kidney, y en los Navy después de este ultimo tratamiento. Proulx
ei al. (1993) en tres variedades de frijoles comunes encontraron un promedio de 15.0 x 10°
UIT/g de inhibidores de tripsina por peso seco de semilla cruda, los cuales fueron
completamente removidos después de cocinarlos a 100°C por 45 minutos, con un periodo

previo de remojo de 16 horas. Para semillas de Faba vulgaris, Ziena et al. (1991) reportan
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que hubo una retencion de alrededor del 50% de los inhibidores de tripsina después de
someterlas a diferentes tratamientos térmicos. Barampama y Simard (1994), ensayando con
frijoles comunes sometidos a diferentes condiciones de calentamiento determinaron que el
contenido promedio de los inhibidores de tripsina (29-30 UIT/g frijol seco) disminuyé en un
97.78% después del cocimiento de las semillas previamente remojadas. Para la semilla cruda
de Pithecellobiz;m flexicaule, Giral et al. (1978) reportaron 240.0 UIT/mg de muestra seca.
No se dispone de datos referentes al contenido de inhibidores de tripsina de las semillas

cocidas de esta leguminosa silvestre.

4.4.4.- Hemaglutininas

Las hemaglutininas o lectinas, son proteinas con un peso molecular aproximado de
100000 daltones; tienen la peculiaridad de aglutinar los globulos rojos de la sangre in vitro,
ain cuando no se ha comprobado su accion in vivo (Badui, 1993). En animales de
experimentaciéon se han observado inflamacién de la mucosa intestinal, con posterior
destruccién de los epitelios y hemorragia, cuando se les suministran lectinas en forma
inyectada (Linder, 1978).

En semillas de leguminosas se han encontrado sustancias peptidicas con efectos
hemoaglutinantes. Algunas especies de judias tienen efectos toxicos cuando se consumen
crudas, entre ellas se encuentran especialmente el Phaseolus coccineus o judia escarlata. El
contenido de lectina y su toxicidad varia grandemente entre especies y cultivares de

leguminosas, e incluso hay algunas que no contienen ninguna hemaglutinina (Linder, 1978).

Las lectinas son, por lo general, termolabiles y se inactivan o destruyen casi
totalmente con el tratamiento térmico adecuado. En las leguminosas ensayadas por
Dhurandhar y Chang (1990) la actividad de las lectinas se redujo en un gran porcentaje con

el cocimiento; siendo inactivadas en su totalidad al cocinarse los frijoles a 100°C por 10
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minutos. Jaffé (1973) encontrd cuatro tipos distintos de hemaglutininas al estudiar diferentes
cultivares de frijoles comunes, reportando que solamente dos de ellas tenian efectos toxicos
significantes. Ademas concluyé que el cocimiento en agua a 90°C durante dos horas no
destoxificaba completamente a los frijoles rojos; recomendando cocinar a las semillas
después de un periodo de remojo de por lo menos 30 minutos para la destruccién completa
de los agentes toxicos. En los estudios realizados por Giral e al. (1978) con leguminosas
silvestres no se encontrd hemaglutininas en el Pithecellobium flexicaule ni en otras trece

especies investigadas.
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HIPOTESIS

La semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - tiene propiedades nutricias

con potenciales aplicaciones como fuente de alimentacion para los humanos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad nutricional de la semilla de Pithecellobium flexicaule (Benth.)

como fuente potencial de alimento o de ingredientes para la industria alimenticia.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-  Determinar la composicion quimica y el valor nutricio de la semilla tiena y
cruda de Pithecellobium flexicaule (Benth.)

2.-  Conocer la composicion quimica y el valor nutricio de la semilla tierna de
ebano después de someterla a cocimiento por una combinacion de temperatura
y tiempo determinada.

3.-  Determnar la composicion quimica y el valor nutricio de la semilla madura y
seca de Pithecellobium flexicaule en estado crudo.

4.-  Conocer la composicién quimica y el valor nutricio de la semilla de ebano
madura y seca, después de tostada y molida.

5.-  Obtener el puntaje quimico aminoacidico, corregido por la digestibilidad
verdadera in vivo, de la proteina de la semilla de Pithecellobium flexicaule

(Benth.).
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MATERIALES Y METODOS

1.- FUENTE Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para este estudio se colectaron semillas tiernas y maduras (secas) de arboles de
Pithecellobium flexicaule (Benth.), muestreados al azar, en los municipios de General
Escobedo, General Teran y Marin del estado de Nuevo Leén, México. Las vainas tiernas

fueron transportadas y mantenidas en refrigeracion hasta su uso.

Como parametros de seleccién del fruto, en los dos estadios de desarrollo estudiados,
se tomaron ¢l color y el tamaiio de las vainas. Estas fueron seleccionadas con diferencia no
mayores de 2.0 y 0.5 cms en longitud y anchura respectivamente, y de coloracion y grosor
similares. Las vainas verdes fueron cosechadas con un grado de desarrollo préximo a la
completa maduracion (en condiciones similares son cocidas, para el consumo de la semilla,

por habitantes de comunidades de [a region noreste de la Repiblica Mexicana).

Las muestras obtenidas en cada municipio seleccionado fueron procesadas y

analizadas, por separado, en las mismas condiciones.

Las semillas tiemas se sometieron a tres tipos de tratamientos. A un lote de ellas, en
cantidad suficiente para obtener 500 gramos de muestra en peso seco, se les removi6 la vaina
y la testa, manualmente, siendo procesadas crudas. Las semillas de otro lote de igual tamafio
fueron cocinadas en su vaina, a ebullicion a la presién atmosférica, por 30 minutos. Y las de

un tercero fueron desprovistas tanto de la vaina como de la testa y cocinadas en condiciones
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sumilares a las anteriores. Los cotiledones de las semillas de las tres muestras asi procesadas
fueron secados a 60°C durante 12 horas en una estufa marca Narca, modelo 630, con
circulacion de aire. Posteriormente fueron molidos en un aparato Cofret, modelo 518, hasta
ser convertidos en harinas finas las cuales fueron tamizadas en mallas de 1 mm de abertura.
Estas harinas se almacenaron en recipientes de vidrio, sobre material desecante, y se

mantuvieron refrigeradas a 4°C hasta su uso.

A las semillas maduras y secas se les aplicaron dos tipos de tratamientos, para cada
uno de ellos se tomaron lotes de semillas en las cantidades necesarias para producir 500 g
de muestra procesada, en peso seco. Las semillas de un lote fueron tostadas sobre un bafio
de arena a temperaturas entre 80-90°C por un periodo de 10 minutos, posteriormente las
semillas rostizadas fueron quebradas y descascarilladas a mano, para eliminarles la testa. En
el otro lote las semillas fueron quebradas y descascarilladas en estado crudo. Los cotiledones

de ambas muestras fueron molidos, tamizados y almacenados en las condiciones ya descritas

para las semillas tiernas.

2.- PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

A las harinas preparadas con las semillas de ebano sin cascaras, en los diferentes

tratamientos, se les practicaron los siguientes analisis:
2.1.- ANALISIS QUIMICOS

Los analisis quimicos, excepto la determinacion del perfil de aminoacidos, fueron
realizados en el Laboratorio de Ciencia de los Alimentos de la Facultad de Ciencias

Biologicas de 1a U.A.N.L. En los analisis se utilizaron reactivos grado analitico adquiridos
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de la Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo. USA) y de Casas Comerciales de la Ciudad de
Monterrey, N.L.

Se hicieron las siguientes determinaciones:

2.1.1.- COMPOSICION PROXIMAL

La composicion proximal de las muestras: contenido de proteina, grasa, fibra cruda,
humedad y cenizas fué determinada por los procedimientos de la AOAC (AOAC, 1990). El

contenido de carbohidratos (extracto libre de nitrégeno) fué determinado por diferencia.

2.1.2.- COMPUESTOS ANTINUTRICIONALES

Se cuantificaron los siguientes compuestos antinutricionales:

2.1.2.1.- TANINOS

Fueron determinados por el método de HCl-Vainillina, modificado por Priece et al.
(1978) y Desphande y Cheryan (1985).

Los taninos en alrededor de 2 gramos de muestra (exactamente pesada), molida y
tamizada (a 20 mesh.) el mismo dia del analisis, fueron extraidos con 10 ml de HCl al 1%
en metanol, mediante agitacion mecanica a 30°C durante 60 minutos, utilizando un agitador
Precision, modelo 25 (Scientific. Inc. Chicago, Ill.), con baiio térmico; ajustado a una
amplitud de 8 cms y una frecuencia de oscilacion de 70 ciclos/min. Los extractos fueron

centrifugados a 170.7 RCF durante 10 minutos en una centrifuga SOLBAT, modelo C-300.
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Alicuotas de 1 ml del sobrenadante se hicieron reaccionar a 30°C durante 20 minutos
con 5 ml de una mezcla de volumenes iguales de vainillina al 1% en metanol y HCI al 8%
en metanol. En las mismas condiciones se corrio un blanco, adicionando a una segunda
alicuota 5 ml de HCI al 4% en metanol. Se construyé una curva estandar de catequina en
concentraciones de 0.00, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 y 0.30 mg/ml. Las absorbancias fueron
leidas a 500 nm, en un espectrofotémetro Coleman, modelo 6/35. Los analisis fueron hechos
por triplicado, con un ftriplicado de lectura para cada determinacion. A las lecturas de las

absorbancias con la vainillina se les sustrajeron las del blanco correspondiente.

2.1.2.2.- FITATOS

El contenido de acido fitico fué determinado mediante una modificacion del
procedimiento de extraccion de Wheeler y Ferrel, propuesta por Davis (1981). Tres gramos
de muestra fueron extraidos con 30 ml de acido tricloroacético (TCA) al 3%, en agitacion
mecdnica a temperatura ambiente por 45 minutos, utilizando un agitador Burrel, modelo 75
(Pittsburgh, USA), ajustado a una frecuencia de agitacion de 300 ciclos/min. Las muestras
fueron luego centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 17640 RCF en una centrifuga Beckman,
modelo J-21. El fitato fué precipitado de 10 ml del sobrenadante con FeCl, al 1% en TCA
al 3%, digerido con Na,SO, al 2% en TCA al 3% por 35 minutos, lavado con TCA y agua
destilada y wuelto a digerir con NaOH 1.5N durante 30 minutos; removiéndose
posteriormente el precipitado de Fe(OH), por centrifugacion. La materia organica en el
sobrenadante fué digerida con una mezcla 6:1 de HNO,y H, SO, concentrado y los
pirofosfatos hidrolizados con agua destilada en bafio de agua hirviente por 90 minutos,
Alicuotas de la solucion resultante (después de aforada a 100 ml) fueron tratadas com
molibdato de amonio al 6.6%, acido sulfirico 7.5N y sulfato ferroso heptahidratado al 5%,
agitando después de cada adicion en un Vortex, modelo 58223 (McGraw, Park, I11). Después

de 20 minutos de la adicion del sulfato ferroso fueron leidas las absorbancias a 660 nm en
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un espectrofotometro Coleman, modelo 6/35 para la determinacién del fosforo fitico. Se
corrid una curva estandar con concentraciones de 0, 25, 50, 75 y 100 ppm del fitato de
sodio, digerida en las mismas condiciones que las muestras. Los analisis se hicieron por
triplicado, con un triplicado de lectura contra un blanco de reactivo para cada determinacidn.

El acido fitico fué cuantificado asumiendo que contiene 28.2% de fésforo en peso.

2.1.2.3.- INHIBIDORES DE TRIPSINA

La actividad de los inhibidores de tripsina fué determinada dec acuerdo a la

metodologia propuesta por Kakade et al. (1974).

Alrededor de 1 gramo de muestra, exactamente pesada, fué extraida con 50 ml de
NaOH 0.01N a temperatura ambiente durante tres horas. El pH de las diferentes muestras
analizadas vand entre 8.4 y 9.8. Después de la dilucién apropiada, en cada caso, porciones
de0, 0.6, 1.0, 1.4, 1.8 y 2.0 ml del extracto fucron incubadas con tripsina (en HC1 0.001M)
y clorhidrato de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPA) en un bafio a 37°C durante 10
munutos. Al cabo de ese tiempo se detuvo la reaccion por la adicién de acido acético al 30%.
Las absorbancias fueron leidas a 410 nm contra un blanco de reactivo, en un
espectrofotometro Coleman, modelo 6/35 y corregidas por un blanco de muestra. Los analisis
fueron hechos por cuadruplicado. La actividad del inhibidor de tripsina fué expresada en UIT
(Unidad Inhibidora de Tripsina), definiendose una UIT como el incremento de 0.01 unidades

de absorbancia en una mezcla de reaccion de 10 ml medida a 410 nm en las condiciones

anteriormente descritas.
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2.1.3.- FIBRA DIETETICA TOTAL

La fibra dietética total fué determinada por el método enzimatico-gravimétrico de la
AOAC No. 991.43 (Lee et al., 1992; Modificacion del método AOAC No. 985-29). Un
gramo de muestra desgrasada fué ajustada a pH 6.0 con buffer de fosfato e incubada con
amilasa, para solubilizar almidones a 95° durante 15 minutos. Posteriormente fué ajustada
apH 7.5 e incubada a 60°C por 30 minutos, primero con proteasa para remover proteinas y
luego con amiloglucosidasa (a pH 4.0-4.6) para hidrolizar almidones. La fibra soluble fué
precipitada de la solucion con etanol al 95% (durante toda la noche). El precipitado fué
transferido a un crisol con celite, previamente tarado, lavado con acetona y etanol al 95%y
luego secado en una estufa marca Narca, modelo 620, con circulacion de aire a 105°C por
24 horas. Dos blancos por muestra fueron corridos durante todo el procedimiento,
obteniéndose cuatro residuos, dos de muestras y dos de blancos. Dos de ellos fueron
analizados para proteinas por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990) y los otros dos
incinerados a 525° C por 5 horas en una mufla Sybrow/thermoline, Modelo F-A1730 (Iowa,
USA) para determinar las cenizas. Gravimétricamente se determino el contenido de fibra

dietética total. Los anélisis fueron realizados por triplicado.
2.1.4.- ANALISIS DE AMINOACIDOS
2.1.4.1.- PERFIL DE AMINOACIDOS
Los perfiles de aminoacidos de las muestras, excepto Triptofano y Cistina, fueron

determinados en el Laboratorio de Quimica y Analisis 323 del Departamento de Alimentos
y Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la U.N.A.M., México DF.

37



a)  HIDROLISIS

Las muestras fueron hidrolizadas de acuerdo a la metodologia establecida por Moore
y Stein (1963). 1 mg. de muestra desgrasada fué ldrolizada con 200 pl de HC1 6N, de punto
de ebullicién constante (Pierce), en una unidad de hidrolisis Pico-Tag a la temperatura de
110°C durante 24 horas en atmoésfera inerte (vacio/nitrogeno de alta pureza). El HCI
remanente fué evaporado bajo vacio y los hidrolizados secos, disueltos en agua (dilucion
1:10) y filtrados a través de membranas de 0.22 micras. Se tomaron alicuotas de 50 pl del

hidrolizado diluido para las corridas cromatograficas.
b) ~ CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

La determinacion de los aminoacidos en hidrolizados y estindares se realizé en un
autoanalizador de aminoéacidos Beckman, modelo 6300, provisto de columnas de intercambio
iénico. Como sistema de elucién se utilizé un buffer de citrato de pH 3, 4 y 6, con un
programa de temperatura de 53-77°C. La deteccion se realizé por reaccion post-columna con
ninhidrina a 570 nm y 440 nm. La cuantificacién se hizo por el método del estandar externo.

2.1.4.2.- TRIPTOFANO

El analisis de triptofano y de cistina se efectué en la Unidad de Andlisis de
Aminoacidos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, México DF.

a)  HIDROLISIS

Alrededor de 1 mg de muestra fué hidrolizada con 200 ul de dcido metanosulfénico
4N, conteniendo 0.2% de 3-(2-Cloruro de Aminoetil-indol), segin la metodologia de Chiou
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y Wang (1988). La hidrlisis se realizé a 110°C durante 22 horas en tubos de vidrio sellados,
a los cuales previamente se les aplicé vacio (<10 militorr.) para crear una atmosfera inerte
en su interior. El hidrolizado fué diluido en agua en relacién 1:10 y filtrado a través de

membrana porosa de 0.22 pm.
b) CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

50 ul del hidrolizado diluido y de una solucion estandar de triptofano (1mg/ml) se
derivatizaron con OPA (O-ftaldehido al 0.1%) y después de 120 segundos se inyectaron
alicuotas de 5 pl, de muestra y estandar, a un equipo modular HPLC, Sistema Gold de
Beckman conformado por un médulo de solventes, modelo 126, un modulo de control NEC
y un integrador, modelo 427.

El derivado OPA-aminoacido fué eludido de una columna Ultrasphere XL-ODS dp
3 uM (70 mm x 4.5 mm de diametro interno), y de una pre-columna del mismo material (14
mm x 4.5 mm de diametro intemo), por un gradiente de elucion realizado durante 40 minutos
en cuatro pasos lineales; mediante los cuales se equilibré el eluyente B (mezcla de metanol-
acetonitrilo 90:10) del 15% al 100% a una velocidad de flujo de 1.5 ml/min a temperatura
ambiente. El eluyente A utilizado fué un buffer de acetato de sodio 50 mM, de pH 6-8.

La intensidad de la fluorescencia de los derivados OPA-aminoacidos fué detectada
a un rango de 360 nm de excitacion y 450 nm de emision, en un detector de fluorescencia

Gilson, modelo 126, de 0.05 unidades RFU.

Un blanco de OPA fué comrido antes de cada aminoacido. El procedimiento del

estandar externo fué utilizado para cuantificar al triptofano.
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2.1.4.3.CISTINA-CISTEINA

a) PRE-OXIDACION

Para la determinacion de cistina las muestras fueron previamente oxidadas con acido
performico de acuerdo a la metodologia descrita por Pellet y Young (1980). A 1 mg de
muestra desgrasada se le afiadié dcido performico recien preparado y se mantuvo la mezcla
a temperatura de 0-4°C durante 8 horas. Luego el exceso de acido perférmico fué removido

con HBr al 40% y la muestra secada al vacio.

b)  HIDROLISIS

La muestra pre-oxidada fué hidrolizada con HCl 6N en las mismas condiciones

descritas para la hidrdlisis de la determinacion del perfil de aminoacidos.

¢) CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

La Cistina-Cisteina en el hidrolizado se determin6 como dcido cisteico. utilizando
el equipo modular de HPLC en condiciones cromatograficas similares a las empleadas para
la determinacién de triptofano, pero corriéndose un estandar de 4cido cisteico en lugar del

triptofano.
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2.2. ENSAYO BIOLOGICO

DIGESTIBILIDAD in vivo

Se determind la digestibilidad verdadera in vivo de la proteina de las semillas de
ebano tiernas y maduras, sometidas a diferentes tratamientos, mediante un bioensayo con
ratas de la raza Sprague-Dawley, de acuerdo a la metodologia establecida por la
FAO/OMS/UNU (Joint FAO/WHO Expert Consultation, 1989). El ensayo fué realizado en
el bioterio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL y durante ¢l mismo, se
utilizaron 48 ratas machos de 21 dias de nacidos con pesos que oscilaban entre 50-70
gramos. Estas se dividieron en 6 grupos (8 animales por grupo) a fin de ensayar igual mimero
de dietas.

2.2.1. FORMULACION DE LAS DIETAS

Se prepararon 5 dietas de prueba, correspondientes a los 5 tratamientos a que fueron
sometidas las semillas de ebano;: Maduras crudas, maduras tostadas, tiernas crudas, tiernas
cocidas con vainas y tiernas cocidas sin vainas y sin testas. Ademas se prepar6 una dieta

control (libre de Nitrogeno) para determinar el nitrégeno fecal endégeno.

La composicion porcentual de las dietas, en base seca, fué la siguiente:

a) DIETA DE PRUEBA: 10% de proteina de las harinas ensayadas, 10% de grasa
total (ajustada con aceite de maiz), 5% de fibra total (ajustada con fibra de avena; pfizer,
México, D.F.), 1% de mezcla de vitaminas y minerales (Ciba-Geigy, México, D.F.). La

mezcla de todos los ingredientes se ajusté a un 100% con almidon de maiz.
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b) DIETA CONTROL (LIBRE DE NITROGENO): Se preparé con la misma

composicion base de las anteriores, pero sin proteina.
2.2.2.- CONDICIONES DEL BIOENSAYO

Las ratas fueron colocadas en jaulas individuales en condiciones ambientales de 18-
26°C y 40-70% de humedad relativa. Cada grupo de ratas fué distribuido en dos bloques de
4 animales, en base al peso, de tal manera que la diferencia entre ellos no fuera mayor de 5

gramos.

Después de un periodo de aclimatacién de 4 dias, cada grupo fué alimentado con su
dieta correspondiente. Durante un lapso de 5 dias se colectaron las heces de cada rata y se
registro el peso del alimento ingerido. Las heces fueron secadas y pesadas, contabilizandose

su peso por cada animal.

Se determin6 la humedad y el % de nitrogeno, por el método de Kjeldahl (AOAC,
1990), del alimento y de las heces excretadas por cada rata.

3.- EVALUACION DE LA CALIDAD DE LA PROTEINA

La calidad de la proteina de las semillas de ebano fué evaluada mediante el puntaje
aminoacidico corregido por la digestibilidad verdadera in vivo. Este puntaje fué calculado
de acuerdo al procedimiento recomendado por la Joint FAO/WHO Expert Consultation
(1989), utilizando como referencia el patron de requerimientos de aminoacidos esenciales
para nifios en edad pre-escolar, establecido por la FAO/OMS/UNU en 1991, el cual se

muestra en la tabla 2B.
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4.- CONTENIDO ENERGETICO DE LA SEMILLA

El contenido energético de las semillas de ebano se obtuvo por la multiplicacién de
el % de proteina cruda, el % de grasa cruda y el % de carbohidratos (extracto libre de
Nitrogeno) por los factores 4,9 y 4 respectivamente (Osborne y Voogt, 1978).

5.- ANALISIS ESTADISTICO

Se aplicé un analisis de vananza de dos factores (localidad y tratamiento) para evaluar
los resultados obtenidos al ensayar las diferentes variables estudiadas en 1a composicién
proximal, compuestos antinutricionales y para la fibra dietética total en las semillas maduras
y tiernas de ebano. Un analisis similar fué realizado a los porcentajes de reduccion de fitatos
e inhibidores de tripsina. Las diferencias por tratamiento y por localidad fueron evaluadas
independientemente por un ANOVA de una sola via, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey donde fué posible.

El cambio en el contenido de taninos fué evaluado mediante un ANOVA no
paramétrico (método de Kruskal-Wallis). Este mismo analisis se aplico a la determinacion
de la digestibilidad verdadera in vivo de la proteina. Las diferencias entre pares de
tratamentos en éste ultimo parametro nutricional fueron analizadas por 1a prueba de Mann-
Whitney-Wilcoxon.

Los calculos estadisticos fueron realizados utilizando el programa computacional

SPSS. Un valor de P<0.05 fué considerado significativo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.- COMPOSICION DE LA SEMILLA

La composicion proximal de las semillas de ebano maduras y tiernas, en los diferentes
tratamientos a los cuales fueron sometidas, se muestran en la tabla 1. Los resultados de
taninos y fitatos en las tablas 4 y 7, respectivamente y la actividad de los inhibidores de

tripsina en la tabla 10.

Los valores F, calculados mediante el analisis de Varianza de dos factores (localidad
y tratamientos) aplicado a los resultados anteriormente sefialados, se presentan para las
semillas maduras en las tablas 1A y SA, y para las tiernas en la tablas 2A y 6A. Con la
excepcion de la ceniza en las semillas maduras y de la actividad de los inhibidores de tripsina
en las tiernas, las diferencias observadas entre localidades, por efecto de los tratamientos, son
significativas (P«0.05) o altamente significativas (P«0.01) para las demas variables
estudiadas. Al considerar ¢l factor tratamiento en conjunto con el factor localidad, las
diferencias fueron significativas en todas las variables. No obstante, la interaccion de los dos
factores no fué significativa (al nivel 0.05) para la actividad de los inhibidores de tripsina en

las semillas tiernas ni para proteina, grasa, humedad y ceniza en las maduras.

Cuando se evaluaron los dos factores por separado (independientes uno del otro),
mediante analisis de varianza de una sola via, tanto en las semillas maduras como en las
tiernas no se encontraron diferencias significativas (al nivel 0.05) entre las localidades
muestreadas para ninguna de las vaniables determinadas en la composicion proximal, ni para

los compuestos antinutricionales (tablas 16A y 17A). Sin embargo, para el factor tratamiento



en todas las variables las diferencias fueron altamente significativas (P<0.01) en las semillas
tiernas (tablas 4A y 8A) y en las maduras (tablas 3A y 7A), excepto para proteina, humedad
y carbohidratos en estas ultimas, donde no fueron significativas al nivel de probabilidad 0.05.

De lo anterior se puede inferir que la composicién proximal y el contenido de
compuestos antinutricionales en las semillas de ebano, colectadas en las tres localidades, son
similares y que las diferencias observadas en estos parametros, excepto para proteina,

humedad y carbohidratos en las semillas maduras, se deben a efectos de los tratamientos.

1.1.- COMPOSICION PROXIMAL

El contenido de proteina de las semillas de ebano maduras crudas, en promedio de las
tres localidades, es de 35.56% sobre base humeda. El de grasa, medida como extracto etéreo.
es de 24.57% y el de fibra cruda de 3.52%. Los dos primeros valores son mas altos que los

obtenidos por Giral et al.(1978) en las semillas de ebano completas.

De especial relevancia es la alta concentracion de proteina cruda y de grasa en las
semillas maduras de ebano, las cuales son superiores a las de los frijoles comunes (Phaseolus
vulgaris) reportados por Hemandez-Infante er al. (1979), Paredes-Lopez y Harry (1989), Wu
et al. (1994) y comparables a los de algunas variedades de soya, estudiadas por Krivoruchco
et al. (1979).

Las diferencias observadas en la tabla 1 para los contenidos de proteinas, humedad
y carbehidratos (extracto libre de mitrogeno) entre las semillas maduras y las tostadas no son
significativas (al nivel 0.05). El ligero incremento en el porcentaje de grasa en la semilla
madura tostada, respecto a la cruda, puede atribuirse 2 la pérdida de humedad de la semilla

cruda por efecto del tostado. El decrecimiento en el contenido de fibra cruda de la semilla
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tostada es concordante con los resultados obtenidos por Yafiez ef al. (1986) al tostar semillas
de la leguminosa Lupinus albus y podria deberse a la destruccion de algunas fracciones de

fibra, como por ejemplo hemicelulosa, durante el proceso de tostado.

Los cotiledones de las semillas de ebano tiemas crudas, en las tres localidades
muestreadas, contienen en promedio 11.49% de proteina, 6.08% de grasa y 0.93% de fibra.
Como puede apreciarse en la tabla 1, los porcentajes de proteina y grasa se incrementaron
ligeramente en las semillas tiernas cocidas en su vaina y en las cocidas sin vainas, en relacién
con las crudas; mientras que los de fibra y ceniza tuvieron un pequeiio aumento en las
semillas cocidas con vainas y un decrecimiento en las cocidas sin vainas y sin testas. La
prueba de comparaciones multiples de Tukey aplicada a los resultados del ANOVA de la
tabla 4A indica que, con la excepcion de fibra y cenizas, son homogéneos los valores
obtenidos para la composicion proximal de las semillas cocidas con vainas y cocidas sin
vainas, siendo las diferencias provenientes de las semillas tiernas crudas. Los incrementos
en los porcentajes de grasa y proteina en los dos tipos de semillas cocidas pueden atribuirse
a la pérdida de humedad en la semilla tierna cruda por el proceso de cocimiento. Para la fibra
los resultados de las comparaciones multiples indican que las diferencias provienen de las
semillas cocidas con vainas. El contenido de fibra de los cotiledones de estas semillas
podrian haberse incrementado por la solubilizacion de algunas fracciones de fibra
provenientes de la vaina y de la testa de las semillas, durante el cocimiento y por la
contaminacion por manipulacion al retirar la testa de las semillas después de cocidas. En
relacion a las cenizas, los contenidos de éstas son diferentes en las semillas tiernas sometidas
a los tres tratamientos. El aumento observado en las semillas cocidas con vainas, respecto
a las crudas, podria atribuirse a la solubilizacion de compuestos minerales de la vaina y de
la testa que hayan penetrado en los cotiledones y al contrario, la disminucién en las cocidas
sin vainas y sin testas pueden deberse a la solubilizacién de minerales que se hayan disueltos

en ¢l agua del cocimiento.
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En la tabla 2 se puede observar la composicion proximal de la testa de la semilla de

ebano, en la cual destaca el alto contenido de fibra cruda de esta porcion de la semilla.

El contenido energético de la semilla se muestra en la tabla 3.
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Tabla 1. Composicién proximal de los cotiledones de la semilla de ebano" - Pithecellobium
flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de Nuevo Leon, México; después de

sometida a diferentes tratamientos.

PROTEINA EXTRACTO
LOCALIDAD ~ TRATAMENTD 4 6,29) GRASA FIBRA HUMEDAD  CENIZAS  LIBREDEN,
(%) (%) %) (%) (%) %)

ESCOBEDO S 3526+0.15" 2499+ 046"  358:009°  324:0.11°  382+005  29.10+033*
R 3589+0.13° 2706039  3.18:0.08 2.58:0.07 366+0.10° 27.63 + 0.45

4 11.624029° 664:004  099:001° 6676+048° 099:007  13.00+036"

z 13.21 £0.04°  1022+003* 1342006 63272076 126003  10.70 £ 0.46°

w 1376 £0.13° 10802019  072:003° 62332052  075£0.09  11.64+£032

TERAN s 3506022 24960352  387:031° 1494006 3821008  30.79+0.66
R 35.84£031°  2655:0.1%5  1.26%0.14* 1052009  372:+0068°  31.58:037

P 1015£0,12°  552:008°  078+0.100 6968+0.52°> 084£002  13.03:0.17

z 1214£0.13°  892:0.08'  0.75:001° 6564+0.44°  1.112002°  11.43 008

W 1302£0.13°  955:0.14° 095005  6487+036° 071003  10.90£0.28

MARIN S 3636+0.13° 2376£003°  3.11:003'  544:009° 380005  27.52+0.08
R 37.15:0.07  24.80 +0.26 2.96 £0.09* 4.87+0.03 3.65+0,10° 26,59 £0.0T"

P 1269 £0.01° 6,08 002 1.01£001°  6567+079*  108+002° 13472012

2 14.522006°  924+0.16°  1.41+004*  6132:072°  141£0.12° 1215£035

w 14.40+0.01°  9.17+£0.10°  077:004° 6261057  085+004°  1219:0.11°

1

Valores promedios de tres repeticiones * desviacion estandar, en base himeda.

S = Semilla madura (seca) cruda.

R = Semilla madura tostada a 80-90°C por 10 minutos.

P = Semilla tierna cruda.

Z = Semilla tierna cocida con vaina, a ebullicion a la presion atmosférica, por 30 minutos.

W = Semilla tierna cocida sin vaina y sin testa, a ebullicién a la presion atmosférica, durante 30
minutos.

Las medias en cada fila sefialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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Tabla 2. Composicion proximal” de la testa de la semilla madura de ebano, en base himeda.

FRACCION %
PROTEINA (N x 6.25) 6.71 £0.20
GRASA 0.61 £ 0.05
FIBRA 2730+ 0.41
CENIZAS 3.68 +0.12
HUMEDAD 453+0.10
EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO 57.17+0.32

Y Los valores son promedio de tres determinaciones + desviacion estandar.
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Tabla 3. Contenido energético de la semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - en los
diferentes tratamientos a los que fué sometida.

TRATAMIENTO CONTENIDO ENERGETICO
(Kcal/100 g)

Madura Cruda 4799

Madura Tostada® 494 8

Tiema Cruda 153.3

Tierna Cocida con Vaina® 184.0

Tierna Cocida sin Vaina y sin Testa® 189.8

Tostada a 80-90°C durante 10 minutos.
Cocida a ebullicion a la presion atmosférica por 30 minutos.

e
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1.2.,- COMPUESTOS ANTINUTRICIONALES

1.2.1.- TANINOS

El contenido de taninos en los cotiledones de la semilla de ebano, en base hiimeda,
vari0 desde 1.28 en las semillas tiemas cocidas sin vainas y sin testas hasta 247.75 mg equiv.

de catequina/100 g muestra en las cocidas con vainas (tabla 4).

Para las tres localidades muestreadas la concentracion promedio de taninos en las
semillas crudas es de 13.76 y 5.18 mg equiv. de catequina/100 g muestra en las maduras y
tiernas, respectivamente. Estos valores son mas bajos que los encontrados por Chang et al.
(1994) en los cotiledones de dos cultivares de chicharos estudiados (Vigna unguiculata). Al
convertirlos a base seca sus contenidos son 15.87 (semilla tierna cruda) y 14.25 mg equiv.
catequina/100 g muestra (semilla madura cruda); lo cual concuerda con la tendencia
reportada por los autores antes nombrados, en el sentido de que los taninos en los cotiledones

de las semillas de chicharos disminuyeron con la maduracién.

Como se puede apreciar en la figura 1 y tabla 4, las cantidades de taninos, en todas
las localidades, aumentaron en las semillas maduras tostadas y en las tiernas cocidas con
vainas, respecto a las crudas; disminuyendo por el contrario en las cocidas sin vainas y sin
testas. Estos incrementos por efectos del tratamiento térmico son contrarios a los observados
por Rao y Deosthale, Ologhobo y Fetuga, citados por Ziena ef ai. (1991); Barampama y
Simard, (1994) y otros investigadores al cocinar semillas completas de distintas leguminosas
desprovistas de sus vainas. En los estudios realizados por Chang et al. (1994) con chicharos
y por Desphande y Cheryan (1985) con cuatro variedades de frijoles comunes (Phaseolus
vulgaris) se concluye que alrededor del 96% de los taninos se encontraron en las cubiertas
de las semillas de esas leguminosas; oscilando los valores en los frijoles desde 510 hasta
6850 mg equiv. catequina/100 g testa. Para las semillas maduras crudas de ébano
investigadas, el contenido de taninos de la testa varié dentro del rango de 4666.05 a 6004.97
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mg equiv. catequina/100 g testa (tabla 5). De lo anterior se deduce la evidencia de
contaminacién de los cotiledones de las semillas maduras con taninos provenientes de la testa
durante el tostado (aunque el proceso se hizo mediante la aplicacién de calor seco, se
observé durante el mismo que se humedecian las cubiertas de las semillas. Indicio de una
probable fusion y solubilizacion de componentes de la testa). A esto puede atribuirse la
diferencia altamente significativa (P<0.01) encontrada entre los dos tratamientos a que
fueron sometidas las semillas maduras de ebano (tabla 7A),

En las semillas tiemas cocidas con vainas el incremento en la concentracion de
taninos de los cotiledones fué ain mayor que en las maduras tostadas (fig. 1, tabla 4). En este
caso, ademas de taninos de la testa, también se pueden haber contaminado los cotiledones
con taninos solubilizados de la vaina por efecto del cocimiento en agua; lo cual podria
explicar las diferencias altamente significativas (P<0.01) entre los tres tratamientos a que se
sometieron las semillas tienas (tabla 8A).

Es oportuno sefialar que en principio se contemplaron solo dos tratamientos para las
semillas tiernas: crudas y cocidas con vainas, por ser estos los procedimientos
tradicionalmente usados por los habitantes de las poblaciones del estado de Nuevo Leon que
las consumen, pero debido a los resultados antes anotados (contrarios a los antecedentes de
investigaciones, donde se observé un decrecimiento en el contenido de taninos de distintas
leguminosas por aplicacion de calor) se incorpord un tercer tratamiento: semillas cocidas sin
vainas y sin testas, en las mismas condiciones que las otras. En este ultimo tratamiento se
observo una reduccion significativa (P<0.05) del contenido de taninos, en relacién a las
semillas tiernas crudas, en rangos de 46.79 al 74.29% en las semillas colectadas en las tres
localidades muestreadas (tabla 6). Esta disminucion esta en concordancia con la reportada
por Chang et al. (1994) para los taninos de los cotiledones de los chicharos (53-59%)
cocinados en agua a 34.5 Kpa durante 30 minutos y, en promedio, es mayor que la obtenida
por Barampama y Simard (1994), 59-81%, al cocinar semillas completas de frijoles comunes
en agua durante 90 minutos a 100°C.
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Tabla 4. Contenido de taninos" (mg. equiv. catequina/100 g muestra) de los cotiledones de
la semilla de ebano? - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de

Nuevo Ledon, México; después de sometida a diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO
LOCALIDAD Madura Madura® Ticrna Tiema cocida®  Tiemna cocida®
cruda tostada cruda con vaina sin vaina y sin

testa

ESCOBEDO  1245+0.09" 235.61+237° 4.63+004° 247.75+044% 246+0.02°
TERAN 1468+184" 12005+2.78° 4970165 22615+133¢% 1.28+0.18°

MARIN 1417+164° 14734058 593+£001° 24465+£223¢ 200005

" Valores promedios de tres anlisis + desviacién estandar, en base humeda.
¥ Los taninos fueron extraidos con 1% de HCI en metanol absoluto por 60 minutos. Las

determinaciones fueron realizadas a 30°C.

Tostada a temperaturas de 80-90°C durante 10 minutos.
¢ Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.

Las medias sefialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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Figura 1. Contenido de taninos (medias de tres anilisis) de los cotiledones de la semilla de
ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de Nuevo Leén,
México; después de sometida a diferentes tratamientos.
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Tabla 5. Contenido de taninos de la testa’ de las semillas de ebano - Pithecellobium

Jlexicaule (Benth.) - maduras secas de tres localidades del estado de Nuevo Leon, México.

LOCALIDAD . TANINOS
(mg equiv. Catequina/100g testa)

ESCOBEDO 6,004.97 + 6.42
TERAN 4,666.05 + 7.59
MARIN 5335.51+932

" Valores promedios de tres determinaciones + desviacion estandar, en base hiimeda.
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Tabla 6. Cambios en el contenido de taninos" (%) de los cotiledones de las semillas de
ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de Nuevo Leén,

Meéxico; después de sometida a diferentes tratamientos térmicos.

LOCALIDAD SEMILLA MADURA* SEMILLA TIERNA®  SEMILLA TIERNA %
TOSTADA COCIDA CON VAINA  COCIDA SIN VAINA
Y SIN TESTA
ESCOBEDO +(1793.75 4 125.80)  + (5251.29 + 45.50) - (46.79 £ 0.59)
TERAN +(72739+£96.26)  +(4479.94+19498) - (74.29 +2.26)
MARIN +(949.15+99.03) =+ (4025.63 + 38.36) -(66.33 £0.73)

¥ Valores promedios de tres repeticiones + desviacidn estandar, en base himeda.

2  Tostada a 80-90°C por 10 minutos.

2 Cocida a ebullicion a la presion atmosférica por 30 minutos.
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En la tabla 6, se indican los porcentajes de cambios del contenido de taninos de los
cotiledones de las semillas de ebano estudiadas, y en la tabla 9A los resultados del ANOVA
aplicado a esos porcentajes. En esta ultima se puede apreciar que son significativas (P<0.01)
las diferencias, tanto en el aumento del contenido de taninos en las semillas maduras tostadas
y tiernas cocidas con vainas como en la reduccién en las cocidas sin vainas y sin testas, en
las tres localidades. Las diferencias en el incremento de la cantidad de taninos podrian ser
atribuidas al contenido de taninos en la testa. Asi, el aumento fué mayor para las colectadas
en la localidad de Escobedo, por ser esas semillas las que tienen mas taninos en su testa y
menor en las de Teran por ser las testas de estas semillas las de menor contenido. En cuanto
a la reduccion del contenido de taninos observado en las semillas tiernas cocidas sin vainas,
las diferencias podrian explicarse por el tamaiio de las semillas. Se obtuvo una reduccion
menor en las semillas colectadas en Escobedo por ser las de mayor tamatio y al contrario, la
disminucién fué mayor para las de Teran por ser las mas pequeiias de las tres. Ya que al
incrementarse el tamafio de la semilla la penetracion del calor en los puntos internos se hace
menos efectiva y por otra parte, se dificulta en mayor grado la salida de taninos solubilizados
en el agua.

1.2.2.- FITATOS

En la figura 2 y en la tabla 7 se pueden observar que el contenido promedio de fitatos,
de los cotiledones de las semillas de ebano, decrece gradualmente desde las semillas maduras
crudas (27.23 mg/g) hasta las cocidas sin vainas y sin testas (0.75 mg/g) en las tres

localidades seleccionadas para este estudio.

En los cotiledones de las semillas maduras crudas de ebano la concentracion de acido
fitico obtenida, en base seca, fué de 26.69 mg/g muestra (promedio de las tres localidades).
Esta cantidad es mayor que la encontrada por Reddy y Salunkhe (1981) en semillas

completas de frijoles negros (17.04 mg/g) y aproximadamente igual a la determinada por
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Tabla 7. Contenido de acido fitico" (mg acido fitico/ g muestra) de los cotiledones de la
semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de

Nuevo Leon, México; después de sometida a diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO
LOCALIDAD  Madura cruda Madura * Tiemacruda Tiemacocida® Tiema cocida®
tostada con vaina sin vaina y sin

testa
ESCOBEDO 25574195 2299x191° 7.04+0.16° 213+008" 0.75+0.13°

TERAN 2446+221" 1797+1.19° 634+008 1.72+020° 1.17+0.13¢

MARIN 27.23+£031° 17.69£0.58° 7.93+£010° 251+014° 0.98x0.12°

" Valores promedios de tres analisis + desviacion estandar, en base himeda.

Tostada a 80-90°C por 10 minutos.

Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.

-4

Las medias seiialadas con 1a misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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Figura 2. Contenido de acido fitico (mg/g muestra) de los cotiledones de la semilla de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de Nuevo Leén, México;
después de sometida a diferentes tratamientos. Los valores son medias de tres analisis.
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Reddy y Pierson (1987) en frijoles comunes de la variedad Gran Nortefio (27.0 mg/g). Para
las semillas tiemas crudas de ebano el promedio obtenido fué de 21.73 mg/g muestra. Si se
compara este valor con ¢l de las semillas maduras crudas, se puede notar un incremento del
contenido de acido fitico con la maduracion de la semilla. Una tendencia similar fué

observada por Earley y De Turk, citados por Oberleas (1973) en semillas de cereales,

En la tabla 8 se muestra el contenido de acido fitico de la testa de las semillas de
ebano maduras secas. Las cantidades tan pequefias determinadas (0.29 mg/g testa en
promedio) indican que, al contrario de los taninos, la mayor parte del acido fitico se
concentra en los cotiledones de esas semillas. Esto es concordante con lo reportado por
varios investigadores en diferentes tipos de leguminosas. Ferguson y Bollard, citados por
Reddy y Pierson (1987) encontraron que alrededor del 99% del acido fitico en los guisantes

esta en sus cotiledones.

En la figura 3 y tabla 9 se representan los porcentajes de reduccion del acido fitico
en los cotiledones de las semillas de ebano por efectos del calor. Se puede apreciar que en
las tres localidades muestreadas la reduccion fué mayor en las semiilas cocidas sin vainas y
sin testas y menor en las semillas tostadas. Esto indica que el calor himedo fué mas efectivo
en la eliminacién de fitatos que el calor seco; lo cual podria deberse a su mayor poder de
penetracion en el interior de la semilla y a su capacidad de solubilizacion mas alta. Con
relacidn a esto ultimo es de mencionar la investigacion realizada por Reddy y Salunkhe
(1981) en frijoles negros, donde se encontrd que mas del 88% de los fitatos de los

cotiledones de esas semillas existen en formas solubles en agua.

A la reduccion de fitatos por la accion del calor podrian atribuirse las diferencias
altamente significativas (P<0.01) encontradas entre los contenidos de acido fitico de las

semillas maduras crudas y tostadas de ebano (tabla 7A). EI ANOVA aplicado a los
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porcentajes de reduccion de acido fitico, cuyos resultados se muestran en la tabla 10A, revela
que son altamente significativas (P<0.01) las diferencias en la reduccion de este compuesto,
entre las semillas tostadas de las tres localidades. Las comparaciones miltiples indican que
las diferencias provienen de la localidad de Escobedo, donde la reduccién fué menor. Esto
podria ser explicado por el mayor tamaiio de las semillas de ebano de esta localidad, en

comparacion con las otras.

En relacion a las semuillas tiernas de ebano, aunque no hay diferencias significativas
(al nivel de probabilidad 0.05) en el contenido de fitatos de estas semillas entre las
localidades de colecta; si las hay (P<0.01) entre los tres tratamientos a las que fueron
sometidas. Esto evidencia el efecto del cocimiento en agua hirviendo, ¢l cual redujo mas
fitatos en las semillas tiernas cocidas sin vainas y sin testas que en las cocidas con vainas.
El ANOVA de dos factores (localidad y tratamiento), aplicado a los porcentajes de reduccion
del contenido de fitatos en las semillas tiernas (tabla 11A), determiné que no hay diferencias
significativas (al nivel 0.05) en dichos porcentajes entre localidades por efectos de los
tratamientos, aunque si las hay (P<0.01) para estos y para la interaccion de los dos factores.
Considerando por separado al factor localidad, independiente de los tratamientos, las
diferencias en los porcentajes de reduccion no resultaron significativos al nivel 0.05 (tabla
12A). De estos resultados se puede inferir que el cocimiento en agua a ebullicién redujo, en
proprociones similares, los contenidos de fitatos de las semillas tiernas de las tres
localidades, cuando se comparan entre si los tratamientos; y que, efectivamente, para las
semillas cocidas sin vainas y sin testas la reduccion de fitatos fué mayor que para las cocidas
con vainas, deduciéndose por ello que la vaina y la testa en estas ultimas sirvid de barrera

a la penetracion del calor.
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Tabla 8. Contenido de acido fitico” (mg acido fitico/g muestra) de la testa de la semilla de
ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de Nuevo Leon,

Meéxico.

LOCALIDAD ACIDO FiTICO
(mg/g)
ESCOBEDO 0.29 + 0.01
TERAN 024 +0.02
MARIN 0.35 £0.01

V" Valores promedios de tres determinaciones + desviacion estindar, en base humeda.
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Tabla 9. Porcentajes de reduccion” del contenido de acido fitico de los cotiledones de la
semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de

Nuevo Leén, México; después de sometida a diferentes tratamientos térmicos.

LOCALIDAD SEMILLA MADURA®* SEMILLA TIERNA ® SEMILLA TIERNA®
TOSTADA COCIDA CON VAINA COCIDA SIN VAINA
Y SIN TESTA
ESCOBEDO 10.02 + 1.47* 69.72 + 0.39° 89.36 + 1.78¢
TERAN 25.56 + 1.63° 72.87 + 2.78° 81.55 + 1.50¢
MARIN 35.03 + 1.39° 68.35+1.7]° 87.64 + 1.35¢

¥ Valores promedios de tres repeticiones + desviacion estandar.

¢ Tostada a 80-90°C por 10 minutos.
®  Cocida a ebullicion a la presién atmosférica por 30 minutos.

Las medias sefialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05)
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Tabla 9A. Resultados del ANOVA no paramétrico, realizado por el método de Kruskal-
Wallis, en los porcentajes de cambio del contenido de taninos de los cotiledones de la semilla

de ebano de tres localidades del estado de Nuevo Ledn, México; después de sometida a

varios tratamientos.

MEDIA DEL RANGO POR LOCALIDAD

TRATAMIENTO X ESCOBEDO TERAN MARIN
Madura Tostada* 6.4889* 8.00 2.33 4.67
Tiema cocida con® 7.2000* 8.00 5.00 2.00
vaina

Tierna cocida sin® 7.200* 2.00 8.00 5.00
vaina

* Significativo al nivel de probabilidad 0.05.
® Tostada a 80-90°C por 10 minutos.

® Cocida a ebullicién a la presién atmosférica durante 30 minutos.
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1.2.3.- INHIBIDORES DE TRIPSINA

La actividad de los inhibidores de tripsina de los cotilenones de las semillas de ebano
se muestran en la figura 4 y tabla 10. En las semillas maduras crudas las cantidades
encontradas oscilan entre 215.8 y 235.3 UIT/mg muestra, en base seca. Valores préximos
a estos (240 UTI/mg muestra) fueron reportados por Giral et al. (1978) para semillas de la
misma leguminosa silvestre. Cabe mencionar que estos valores son altos si se comparan con
los obtenidos por Ziena et al. (1991) en semillas de haba - Faba vulgaris - (45.2 UIT/mg)
y por Barampama y Simard (1994) en frijoles comunes (29.3 UIT/mg). No obstante, debido
a la naturaleza termolabil del inhibidor, la actividad de los mismos disminuy6 a un promedio
de 12.58 UIT/mg en las semillas maduras tostadas de ebano. A los efectos del calor durante
el tostado se pueden atribuir, en consecuencia, las diferencias altamente significativas
(P<0.01) encontradas entre las actividades del inhibidor en las semillas maduras crudas y

tostadas de ebano (tabla 7A).

El cocimiento en agua a ebullicion redujo significativamente (P<0.01) la actividad de
los inhibidores de tripsina desde 35.28 UIT/mg (promedio de las tres localidades) en las
semillas tiernas crudas hasta 0.69 UIT/mg, promedio, en las tiernas cocidas con vainas y a
0.81 UIT/mg en las cocidas sin vainas y sin testas. De acuerdo a los resultados del ANOVA
y de la prueba de comparaciones miltiples (tabla 8A), 1a actividad del inhibidor en los dos
tipos de semillas cocidas son homogéneas y las diferencias altamente significativas (P<0.01)

entre los tratamientos provienen de la actividad del inhibidor en las semillas tiernas crudas.

Los porcentajes de reduccion de la actividad de los inhibidores de tripsina en las
semillas de ebano se representan en la figura 5 y tabla 11. La actividad del inhibidor se
redujo, en promedio de las tres localidades, en 94.47% en las semillas tostadas, 98.05% en

las tiemas cocidas con vainas y en 97.65% paralas cocidas sin vainas y sin testas. Estas
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Tabla 10. Actividad de inhibidores de tripsina" (UIT/mg muestra) de los cotiledones de la
semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de

Nuevo Leén, México; después de sometida a diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO
LOCALIDAD  Madura cruda Madura® Tiemacruda  Tiemacocida® Tierna cocida®
tostada con vaina sin vaina y sin
testa
ESCOBEDQ 22245+395 11.50x156> 3580+0.67° 0.71 + 0.02¢ 0.73 +£0.03¢
TERAN 231.81+£2.59° 1689+ 1.22° 34,03 £0.94° 0.77 £ 0.05¢ 0.93+£0.10¢
MARIN 204.11+£201* 843+£083° 3600+1.12° 058+001°  0.78+0.04

V" Valores promedios de cuatro analisis + desviacion estandar, en base himeda.

! Tostada a 80-90°C por 10 minutos.

b Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.

Las medias seiialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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Figura 4. Actividad de inhibidores de tripsina (UIT/mg muestra) de los cotiledones de la
semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado de Nuevo
Ledn, México; después de sometida a diferentes tratamientos. Los valores son medias de cuatro

analisis + desviacion estandar.
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reducciones estan en concordancia con las obtenidas por Durandhar y Chang (1990) y
Barampama y Simard (1994) al cocinar frijoles comunes. Los resultados de] ANOVA y de
las comparaciones miltiples (tabla 10A), aplicadas a los porcentajes de reduccion en las
semillas maduras tostadas, revelan que hay diferencias altamente significativas (P<0.01)
entre los porcentajes mencionados en las tres localidades muestreadas; siendo el origen de
estas diferencias las provenientes de las semillas colectadas en la localidad de Terédn donde
fué menor la reduccion del inhibidor. Esto podria explicarse en base al contenido de
humedad de las semillas maduras crudas (tabla 1). Segiin Linder (1978) el contenido de
humedad del alimento influye en el grado de destruccion de los inhibidores de tripsina;
mientras mayor sea dicho contenido mas efectiva sera la eliminacién del inhibidor. De
acuerdo a esto la reduccion fué menor en las semillas de Teran por ser éstas las de menor
humedad.

Para las semillas tiernas los resultados del ANOVA aplicado a los porcentajes de
reduccidon de la actividad del inhibidor de tripsina (tabla 12A) Indican que no son
significativas (al nivel 0.05) las diferencias en los porcentajes de reduccion entre las tres
localidades, tanto para las semillas cocidas con vaina como para las cocidas sin vainas;
aunque si lo son (P<0.01) entre los tratamientos. La reduccién mayor observada en las
semillas cocidas con vainas en relacion a las cocidas sin vainas podria atribuirse al contenido
de taninos de las cocidas con vainas (mucho mayor que en las otras). En investigaciones
realizadas por Kaur y Kappour y Salunkhe y Kadam, citados por Barampama y Simard
(1994), con frijoles cocinados, se reporta la retencion de inhibidores de tripsina en complejos
taninos-proteina. La retencion de porciones del inhibidor en estos complejos en las semillas
cocidas con vainas podria dar la apariencia de una probable destruccion del mismo durante
el cocimiento, a pesar de que en estas semillas, por la barrera de la vaina y de la testa la

penetracion del calor es menos efectiva que en las cocidas sin vainas y sin testas.
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Tabla 11, Porcentajes de reduccién” de la actividad de inhibidores de tripsina de los
cotiledones de la semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades

del estado de Nuevo Ledn, México; después de sometida a diversos tratamientos térmicos.

LOCALIDAD SEMILLA MADURA * SEMILLA TIERNA ¢ SEMILLA TIERNA
TOSTADA COCIDA CON VAINA COCIDA SIN VAINA
Y SIN TESTA
ESCOBEDQ 94.83 + 0.50" 98.02 + 0.07° 97.96 + 0.09¢
TERAN 92.71 + 0.44° 97.74 + 0.15° 97.15 + 0.19¢
MARIN 95.87 + 0.38" 98.39 + 0.10° 97.83 +0.21¢

" Valores promedios de tres repeticiones + desviacion estandar, en base hiimeda.

* Tostada a 80-90°C por 10 minutos.
®  Cocida a ebullicion a la presién atmosférica durante 30 minutos.

Las medias sefialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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1.3.- FIBRA DIETETICA TOTAL

Los contenidos de fibra dietética total de los cotiledones de las semillas maduras y
tiernas de ebano, en estado crudo, se representan en la tabla 12 y en la figura 6. Los
resultados del ANOVA (tabla 13A) aplicado a esos datos indican que no son significativas
(al nivel 0.05) las diferencias en el contenido de fibra dietética entre localidades, para ambas
semillas. Las cantidades encontradas, en las tres areas muestreadas, promedian 12.74 y
4.57%, en base hiimeda, en las semillas maduras y tiernas, respectivamente. El primero de
estos valores es ligeramente mayor que el reportado por Vidal Valverde y Frias (1991) en
semillas completas de garbanzo (12.36%) y de alubias (11.97%) e inferior al de lentejas
(21.32).

Los resultados obtenidos para la fibra dietética total en las semillas de ebano
procesadas (de la localidad de Teran) se muestran en la tabla 13 y se representan en la figura
7. Las semillas maduras crudas no sufrieron variacion significativa (P<0.05) en su contenido
de fibra dietética total por efectos del tostado; al contrario de las tiernas en las cuales la
variacion en dicho contenido fué altamente significativa (P<0.01) en los tres tratamientos a

las que fueron sometidas (tabla 14A).

La cantidad de fibra dictética total de las semillas tiernas crudas, en base seca,
aumento significativamente de 11.63 a 17.35% en las cocidas con vainas y a 13.94% en las
cocidas sin vainas y sin testas. Las comparaciones multiples entre los tres tratamientos
revelan que los valores obtenidos son realmente diferentes entre si (tabla 14A). En los dos
tipos de semillas cocidas se observo la tendencia a incrementar su contenido de fibra
dietética por efectos del cocimiento en agua a ebullicién. Resultados similares fueron

reportados por Valverde y Frias (1991) al cocinar garbanzos y alubias en agua, en los cuales
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Tabla 12. Contenido de fibra dietética total” de los cotiledones de las semillas de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - maduras (seca) y tiemas, crudas, de tres localidades del

estado de Nuevo Leon, México.

LOCALIDAD SEMILLA MADURA SEMILLA TIERNA
(%6) (%)
ESCOBEDO 13.99 + 0.91* 5.06 +0.22"
TERAN 13.17 £ 0.81° 3.53 +0.29°
MARIN 11.07 +0.90° 5.12 +0.05°

" Valores promedios de tres repeticiones + desviacién estandar, en base himeda.

Las medias seiialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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13.99 + 091

13.17 £ 0.81
11.07 £ 0.90
5.06 + 0.22 (4512+005
3.53+0.29
pd . . .
Escobedo Teran Marin
LOCALIDADES
TRATAMIENTOS
E3Semilla madura cruda

[MSemilla tiema cruda

Figura 6. Contenido de fibra dietética total (%) de los cotiledones de las semillas de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - maduras y tiemas de tres localidades del estado de Nuevo
Ledn, México. - Los valores son medias de tres determinaciones + desviacion estandar.

73



Tabla 13. Contenido de fibra dietética total" de los cotiledones de las semillas de ebano -

Pithecellobium flexicaule (Benth.) - sometida a diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO FIBRA DIETETICA TOTAL (%)
Madura cruda 13.17 £ 0.81*

Madura tostada * 12.21 £ 0.59*

Tierna cruda 3.53 £0.29°

Tiemna cocida con vaina ® 596+ 0.07°

Tierna cocida sin vaina ® 4.89 + 0.06

y sin testa

" Valores promedios de tres repeticiones + desviacién estandar, en base humeda.

?  Tostada a temperaturas entre 80-90°C por 10 minutos.
®  Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.

Las medias sefialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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13.17 £ 0.81

1221+ 059
596+007
489+ 006
353+0.2
TRATAMIENTQS

ESemilla madura cruda M Semilla madura tostada
EiSemilla tiena cruda EdSemilla tierna cocida con vaina
5 Semilla tierna cocida sin vaina y sin testa

Figura 7. Contenido de fibra dietética total (%) de los cotiledones de la semilla de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - después de sometida a diferentes tratamientos.- Los
valores son medias de tres determinaciones + desviacion estandar.
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determinaron también un aumento en las fracciones de celulosa y lignina (en base seca) y un
descenso en la de hemicelulosa, para las alubias. Sin embargo, en lentejas tratadas en las
mismas condiciones observaron una disminucion del contenido de fibra dietética, también
acompaiiada por un aumento en las fracciones de celulosa y lignina y una disminucion en la
de hemicelulosa. Los mencionados autores comentan que el efecto del cocimiento sobre la
fibra dietética y sus componentes depende tanto del proceso como del tipo de leguminosa.
Incrementos en la cantidad de fibra dietética con el cocimiento han sido reportados por varios
investigadores en otros tipos de alimentos, Johnston y Oliver (1982) en patatas, Matthee y
Appledorf (1978) en zanahoria y brocoli, Herranz et al. (1983) en varios vegetales, etc.
Varios autores (Hughes et al.; Keijbets et al.) citados por Valverde y Frias (1991) indican
que la ebullicién incrementa la solubilidad de sustancias pécticas. A los aumentos en las
fracciones de fibra (celulosa, lignina, protopectinas) por el cocimiento podria deberse el
mayor contenido de fibra dietética de las semillas de ebano cocidas sin vainas y sin testas
respecto a las crudas. Por otra parte, una destruccion mayor de la fracciéon de hemicelulosa,
junto con una solubilizacién mas alta de sustancias pécticas en las semillas cocidas sin vainas
en relacion con las cocidas con vainas y, en mayor grado, la contaminacion de estas ltimas
semillas con fracciones de fibra solubles, provenientes de la vaina y de la testa podrian ser

el origen de las diferencias entre los dos tipos de semillas tiernas cocidas.

1.4.- COMPOSICION AMINOACIDICA

La composicion aminoacidica de las semillas de ebano se muesira en la tabla 14. En
las semillas maduras crudas, excepto para triptofano, se obtuvieron valores ligeramentes mas
altos en los aminoacidos esenciales que los reportados por Giral et al. (1978) para la misma

leguminosa.
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Los resultados indican que los aminoacidos esenciales lisina, leucina y valina estan
presentes en cantidades relativamente altas en las semillas de ebano; mientras que los
azufrados (metionina + cistina) y triptofano se encuentran en niveles bajos de contenidos.
Una tendencia analoga a la descrita fué encontrada por diversos autores en leguminosas
tradicionalmente comestibles (Wu et al., 1994; Sgarbieri, 1989; Ziena et al., 1991; Van der
Poel, 1990), asi como también en varias especies de leguminosas silvestres (Giral ef al. 1978;
Sotelo et al., 1995 De la Vega et al., 1981).

Los niveles de aminoécidos azufrados en las semillas de ebano maduras crudas (1.41
£/100 g proteina) son proximos a los reportados por Ziena ef al. (1991) en semillas de habas
(1.47 g/100 g proteina), a los tabulados por Jansen y Harper (1987) para lentejas, chicharos
variedad paloma y frijoles anchos, cuyos valores son 1.71, 1.48, 1.53 g/100 g proteina,
respectivamente y mayores que los determinados por Marangoni ef a/. (1988) en semillas de

tamarindo (1.04 g/100 g de proteina),

El perfil de aminoacidos esenciales obtenido en las semillas de ebano es muy
comparable y similar al de las habas (Ziena et al., 1991) y al de frijoles negros estudiados
por Hernandez Infante et al. (1979), salvo para los aminoacidos triptofano y treonina donde

resultaron un poco mas bajos que en las dos leguminosas mencionadas.

Al comparar los perfiles de aminoéacidos de las semillas maduras de ebano, crudas y
tostadas, se puede apreciar que el proceso del tostado produjo una reduccion en los niveles
de todos los aminoacidos, tanto esenciales como no esenciales, siendo mayores las pérdidas
en cistina (44.62%) y en triptofano (42.41%). Mientras que, entre los esenciales, los menos
afectados por el tratamiento con calor fueron la leucina (2.81%) y la tirosina (13.98%). En
los azufrados el que sufrid menos dafios fué la metionina (22-37%). Estos resultados son

concordantes con los reportados por Yaiiez ef al. (1986) al tostar semillas de la leguminosa

77



Tabla 14. Composicion aminoacida de los cotiledones de la semilla de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - sometida a diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO

AMINOACIDD Madura Madura * Ticrna Tierna ®

(&/100 g proteing) cruda tostada cruda cocida con vaina
ESENCIAL
ISOLEUCINA 3.43 294 2.81 343
LEUCINA 6.78 6.59 5,13 6.66
LISINA 6.22 5.15 4.77 6.01
METIONINA 0.76 0.59 0.64 0.77
CISTINA 0.65 0.36 0.75 0.71
FENILALANINA 1.32 0.93 1.19 1.27
TIROSINA 415 3.57 3.40 412
TREONINA 281 2.12 2.69 2.82
TRIPTOFANO 0.71 0.41 0.57 -
VALINA 5.15 434 4.34 521
HISTIDINA 1.67 1.33 1.28 1.64
NO ESENCIAL
AC. ASPARTICO 8.19 6.84 738 8.14
SERINA 3.53 3.52 3.40 3.64
AC. GLUTAMICO 14.79 11.59 12.70 13.10
PROLINA 4.06 3.59 3.29 421
GLICINA 3.93 3.30 3.06 362
ALANINA 3.84 3.25 3.08 3.78
ARGININA 4.28 3.73 3.24 3.93

Tostada a 80-90°C por 10 minutos.
Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.
* No se pudo cuantificar.
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Lupinus albus (a 80-90°C por 10 minutos), excepto para lisina, donde las pérdidas en esta

ultima semilla fueron mayores que para las de ebano.

En relacion con las semillas tiernas de ebano cocidas con vainas se encontré que el
cocimiento en agua a ebullicion aumento el contenido de los aminoacidos, respecto a las
tienas crudas, excepto para cistina, donde se observé una leve pérdida (5.3%). Entre los
esenciales los que experimentaron un mayor aumento fueron lisina (25.9%) ¢ histidina
(28.1%). La metionina se incrementd en 20.3% y la isoleucina y tirosina en

aproximadamente el 22%, el resto sufiié ligeros aumentos.

Es de hacer notar lo revisado en la literatura, donde se encuentran resultados
contradictonios respecto al efecto del cocimiento en agua sobre la composicién aminoacidica
de semillas de leguminosas. Asi, Wu e al. (1994) sometieron frijoles comunes de la variedad
Red Kidney a cocimiento en agua en diferentes condiciones: cocinados en autoclave a
distintas combinaciones de tiempo y temperatura y en agua a ebullicién a la presion
atmosférica durante 2 hrs (simulando el tratamiento en el hogar). Observando que, con la
excepceion de los azufrados, el resto de los aminoacidos esenciales incrementaron sus niveles
en todos los tratamientos. Este incremento fué significativo (P<0.05) para algunos
aminoacidos en ciertos tratamientos, aunque no en otros. Ellos concluyeron que el calor (por
el cocimiento en agua) no afect6 el perfil de esos frijoles. Por otra parte, Ziena et al. (1991)
al cocinar semillas de habas en agua, a diferentes temperaturas y tiempos de cocimiento,
encontraron que con la excepcion de lisina y leucina, donde ocurri6é un incremento, el resto
de los aminoacidos esenciales disminuy6 sus contenidos por efecto del calor. No sucedié lo

mismo con los no esenciales, los cuales en su mayoria incrementaron sus niveles.

Se considera importante sefialar que con la finalidad de corroborar el perfil de

aminoacidos de las semillas tienas cocidas con vainas, obtenido por cromatografia de
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intercambio i0nico mediante un autoanalizador de aminoédcidos, se hizo también la
determinacion de dicho perfil por cromatografia de HPLC. Los resultados, tanto para ese

perfil como para los de las semillas maduras y tiernas crudas, se presentan en la tabla 1B.

Al comparar esos valores con los obtenidos mediante el autoanalizador (tabla 14), se
puede ver que los perfiles de aminoacidos determinados por las dos técnicas cromatograficas
son similares. Se confirma de esta manera que si hubo un incremento real en el contenido de
aminoacidos de las semillas tierna de ebano cocidas con vainas, respecto a las crudas. Cabe
mencionar que no fué posible cuantificar al triptofano en las semillas tiernas cocidas con
vainas. Los hidrolizados tomaron una coloracion amarillo intensa y durante el proceso

cromatografico no fué posible separalo de otros compuestos que coeluyeron con él.

El incremento en las cantidades de aminoacidos en las semillas tiemas de ebano
cocidas con vainas podria venir de dos fuentes: de las proteinas de los propios cotiledones,
las cuales al sufrir desnaturalizacién e hidrélisis parcial por el calor durante el cocimiento
quedarian mas accesibles a la hidrélisis acida realizada previa a la determinacion
cromatografica de los aminodcidos, haciendo que ésta fuera mas completa en relacioén con
la sufrida por la proteina de las semillas tiemas crudas y, por otra parte, aminoacidos
hidrolizados de proteinas de la vaina y de la testa durante el cocimiento podrian contribuir

al aumento observado.

2.- DIGESTIBILIDAD DE LA PROTEINA

La digestibilidad verdadera in vivo de la proteina de la semilla de ebano, en los
diferentes tratamientos a los que fué sometida, puede observarse en la tabla 15 y figura 8.

Para la medicién de este parametro nutricional se seleccionaron las semillas de ebano
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colectadas en la localidad de Teran, por ser la region donde el consumo de dichas semillas
es mas generalizado. Los valores obtenidos son promedio de ocho determinaciones, en ratas
de la raza Sprague-Dawley, y los mismos varian desde 79.31% en las semillas maduras
crudas hasta 94.50% en las tiemas cocidas sin vainas y sin testas. Los resultados del
ANOVA no paramétrico (método de Kruskal-Wallis) aplicado a esas cantidades (valor >
corregido 31.6914, P<0.01) indican que son significativas las diferencias encontradas entre
las digestibilidades. A fin de detectar el origen de las mismas, se utilizé la prueba de Mann-
Whitney-Wilcoxon para la comparacion entre todos los pares posibles de tratamientos
ensayados. Este tltimo analisis revelo (tabla 15A) que no hay diferencias significativas (al
nivel de probabilidad 0.05) entre las digestibilidades de las semillas maduras crudas y tiemnas
crudas, ni tampoco entre las tiemas crudas y las tiemas cocidas con vainas. Salvo estos dos
casos, las diferencias entre las digestibilidades en todos los demas pares de tratamientos son

altamente significativos (P<0.01).

La digestibilidad verdadera de la proteina de las semillas de ebano maduras crudas es de

79.3%. Este valor es mas alto que los reportados para frijoles comunes (Barampama y
Simard, 1994), garbanzos (Wu et al., 1994) y en varias leguminosas silvestres de la
Peninsula de Yucatan, México (Sotelo ef al., 1995). Por efecto del tostado la digestibilidad
de las semillas crudas se incremento significativamente hasta 91.8%. Este aumento puede
atribuirse a la destruccion casi completa (mas del 90%) de los inhibidores de tripsina de los
cotiledones de la semilla madura cruda y a la reduccion parcial del contenido de fitatos de
la misma (alrededor del 25%), aunado a la desnaturalizacion de su proteina por la accion del
calor aplicado; todo lo cual la haria mas accesible a los ataques de las enzimas digestivas y
en consecuencia mas digeribles. Varios investigadores (Nielsen, 1991; Sarwar et al., 1989;
Van der Poel, 1990; Sgarbieri, 1989) coinciden al afirmar que el tratamiento térmico
generalmente destruye o reduce factores antinutricionales labiles al calor, mejorando la

digestibilidad de la proteina de las leguminosas. Es de observar que no obstante el



Tabla 15. Digestibilidad verdadera promedio” de la proteina de la semilla de ebano -

Pithecellobium flexicaule (Benth.) - sometida a diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO DIGESTIBILIDAD VERDADERA?
(Y6)

Madura Cruda 79.31 £ 3.63c

Madura Tostada 91.85+2.16d

Tierna Cruda 83.21 + 1.69¢

Tierna Cocida ® 85.80 + 1.96¢

con Vaina

Tierna Cocida ® 94.50 + 0.47¢

sin Vaina y sin Testa

Valores promedios de ocho determinaciones + desviacion estandar.

Determinada in vivo en ratas de la raza Sprague-Dawley.

Tostada a 80-90°C por 10 minutos.
. Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.

Las medias sefialadas con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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91.85+216 Ha e

TRATAMIENTOS

ESemilla madura cruda [ Semilla madura tostada
E3Semilla tierna cruda EdSemilla tierna cocida con vaina

= Semilla tierna cocida sin vaina y sin testa

Figura 8. Digestibilidad verdadera (%) de la proteina de los cotiledones de 1a semilla de ebano
- Pithecellobium flexicaule (Benth.) - después de sometida a diferentes tratamientos.- Los
valores son medias de ocho determinaciones + desviacién estindar.
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incremento del contenido de taninos de los cotiledones de las semillas de ebano maduras
durante el tostado, la digestibilidad de su proteina aumenté. Podria inferirse, en
consecuencia, que el alto contenido de inhibidores de tripsina en la semilla madura cruda es
el factor determinante en mayor grado de la baja digestibilidad de la proteina de dicha

semilla.

En las semillas tiernas el cocimiento en agua a cbullicion incrementé
significativamente la digestibilidad de l1a proteina desde 83.21% en las crudas hasta 94.50%
en las cocidas sin vainas y sin testas. Una tendencia similar ha sido reportada por varios
autores al cocinar distintas especies y vanedades de leguminosas (Barampama y Simard,
1994; Wu et al., 1994; Bressani et al., 1973; Gomez et al., 1973). La razén de este aumento
podria ser explicada por la alta reduccion de todos los compuestos antinutricionales de los
cotiledones de las semillas tiernas, originada por el cocimiento. Asi, los fitatos se redujeron
en mas del 80%, los taninos en un 74% y los inhibidores de tripsina casi se destruyeron por
completo (en mas del 97%), acompaiiado todos estos cambios de la consecuente
desnaturalizacion e hidrdlisis parcial de su proteina. Por el contrario, el cambio de la
digestibilidad de la proteina de la semilla tierna cocida con vaina respecto a la cruda, no
resulté significativo (P>0.05). Si bien, en las semillas cocidas con vainas ocurrieron
importantes decrecimientos en sus contenidos de fitatos y de inhibidores de tripsina por el
calentamiento, también es cierto que sus cotiledones experimentaron un aumento
exageradamente elevado en la concentracion de taninos, por probable contaminacion
proveniente de la vaina y de la testa de la semilla durante el mismo. Esto podria explicar la
diferencia altamente significativa (P<0.01) entre la digestibilidad de la proteina de esta

semilla en relacién a la cocida sin vaina y sin testa y la no significancia respecto a la cruda.

En la tabla 21 se han recopilado los valores de la digestibilidad verdadera de la

proteina de algunas leguminosas tradicionalmente comestibles, las cuales han sido
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procesadas térmicamente. En comparacién con ellas, la proteina de las semillas de ebano

cocidas sin vainas y sin testas presentan una mayor digestibilidad.

3.- PUNTAJE AMINOACIDICO

La razon entre los aminoacidos esenciales de la proteina de la semilla de ebano y los
del patron de referencia de la FAO/OMS/UNU (tabla 2B), para los diferentes tratamientos,
se muestran en las tablas del 16 a la 19. El aminoacido con la razon mas baja es considerado
el primer limitante y la razén del mismo representa el puntaje aminoacidico de ese
tratamiento. En la tabla 20 se indican los valores de dichos puntajes, la digestibilidad
verdadera in vivo de la proteina y el puntaje aminoacidico corregido por la digestibilidad.

Este altimo es indicativo de la calidad de la proteina evaluada.

Puede notarse que en todos los tratamientos a los que fueron sometidas las semillas
de ebano, tanto maduras como tiernas, el primer aminoacido limitante son los azufrados
(metionina + cistina). Esto concuerda con lo reportado en la literatura para las diferentes
especies de leguminosas (Sgarbieri, 1989; Van der Poel, 1990; Ziena et al., 1991; Wu et al,,
1994; Giral et al., 1978).

En las semillas maduras crudas y en las tiemas cocidas con vainas los niveles de
lising, leucina, isoleucina y valina sobrepasan a los del patron de referencia de la
FAO/OMS/UNU.

El puntaje aminoacidico corregido por la digestibilidad verdadera de la proteina
de las semillas maduras crudas de ebano es 0.44. Este valor es mayor que los obtenidos por
Wu er al. (1994) en garbanzos crudos, Hernandez Infante ez al. (1979) en frijoles negros y

Marangoni et al. (1988) en semillas de tamarindo.
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Tabla 16. Razon entre los aminoacidos esenciales de los cotiledones de la semila de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - madura cruda y los del patron de referencia de
requerimientos de aminoacidos, para nifios de edad pre-escolar de la FAO/OMS/UNU de
1991V,

AMINOACIDO Semilla madura Patrén Razén
ESENCIAL cruda FAO/OMS/UNU

(mg/g proteina)
ISOLEUCINA 34.3 28 1.22
LEUCINA 67.8 66 1.03
LISINA 62.2 58 1.07
METIONINA + 14.1 25 0.56
CISTINA
FENILALANINA + 54.7 63 0.87
TIROSINA
TREONINA 28.1 34 0.83
TRIPTOFANO 7.1 10 0.71
VALINA 51.5 35 1.47
HISTIDINA 16.7 19 0.88

¥ Citado por Alanis Guzman (1995).
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Tabla 17. Razon entre los aminoacidos esenciales de los cotiledones de la semilla de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - madura tostada" y los del patron de referencia de

requerimientos de aminoacidos, para niiios de edad pre-escolar, de la FAO/OMS/UNU de

19912
AMINOACIDO Semilla madura Patrén Razén
ESENCIAL tostada FAO/OMS/UNU
(mg/g proteina)
ISOLEUCINA 29.4 28 1.05
LEUCINA 65.9 66 1.00
LISINA 51.5 58 0.89
METIONINA ~ + 9.5 25 0.38
CISTINA
FENILALANINA + 45.0 63 0.71
TIROSINA
TREONINA 21.2 34 0.62
TRIPTOFANO 4.1 10 0.41
VALINA 43.4 35 1.24
HISTIDINA 13.3 19 0.70

" Tostada a 80-90°C durante 10 minutos.
¥ Citado por Alanis Guzmén (1995).
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Por efecto del tostado, el puntaje aminoacidico corregido de las semillas maduras
crudas de ebano se redujo a 0.38 en las semillas tostadas; a pesar de que la digestibilidad
verdadera de la proteina de ¢stas ultimas se incremento significativamente durante el mismo.
Esto podria explicarse por la destruccion parcial que sufrieron los aminoacidos azufrados en

el mencionado proceso.

En las semillas tiernas el puntaje aminoacidico corregido aument6 desde 0.46 en las
crudas hasta 0.51 en las cocidas con vainas en agua a ebullicion. Lo cual podria atribuirse
al incremento en los niveles de metionina de los cotiledones de las semillas tiemas crudas
por ¢l cocimiento.

Para las semillas tiernas cocidas sin vainas y sin testas no se determing el perfil de
aminoacidos (debido a que dicho tratamiento fué incorporado a posteriori en la
investigacion). No obstante, es conveniente sefialar que cuando se calculé el puntaje
aminoacidico corregido por digestibilidad, en estas semillas, utilizando los perfiles de
aminoacidos de las cocidas con vainas y de las tiernas crudas, se obtuvieron los valores de
0.56 y 0.53, respectivamente. En cualquiera de los dos casos, el puntaje asi calculado es mas
alto que el de las semillas cocidas con vainas; debido a la mayor digestibilidad de la proteina
de las semillas cocidas sin vainas y sin testas, respecto al de aquellas.

Los puntajes aminoacidicos corregidos por la digestibilidad verdadera in vivo de la
proteina de varias leguminosas tradicionalmente comestibles, procesadas térmicamente, se
presentan en la tabla 21. Se puede observar que las semillas de ebano cocidas sin vainas y
sin testas tienen un puntaje similar al de la mayoria de ellas. Con la ventaja adicional de que
su digestibilidad y contenido proteico son mucho mas altos que el de las demas leguminosas
alli tabuladas.
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Tabla 18. Razén entre los aminoacidos esenciales de los cotiledones de la semilla de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - tierna cruda y los del patron de requerimientos de

aminoacidos, para nifios de edad pre-escolar, de la FAO/OMS/UNU de 1991".

AMINOACIDO Semilla tierna Patrén Razén
ESENCIAL cruda FAO/OMS/UNU

(mg/g proteina)
ISOLEUCINA 28.1 28 1.00
LEUCINA 57.3 66 0.87
LISINA 47.7 58 0.82
METIONINA  + 13.9 25 0.56
CISTINA
FENILALANINA + 459 63 0.73
TIROSINA
TREONINA 26.9 34 0.79
TRIPTOFANO 5.7 10 0.57
VALINA 43.4 35 1.24
HISTIDINA 12.8 19 0.67

' Citado por Alanis Guzman (1995).
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Tabla 19. Razon entre los aminoacidos esenciales de los cotiledones de 1a semilla de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - tiema cocida con vaina' y los del patron de referencia

de requerimientos de aminoacidos, para nifios de edad pre-escolar, de la FAO/OMS/UNU
de 19917,

AMINOACIDO Semilla tiema Patrén Razén
ESENCIAL cocida con vaina FAO/OMS/UNU

(mg/g proteina)
ISOLEUCINA 343 28 1.22
LEUCINA 66.6 66 1.01
LISINA 60.1 58 1.04
METIONINA  + 14.8 25 0.59
CISTINA
FENILALANINA + 539 63 0.85
TIROSINA
TREONINA 28.2 34 0.83
VALINA 52.1 35 1.49
HISTIDINA 16.4 19 0.86

¥ Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.

¥  Citado por Alanis Guzman (1995).



Tabla 20. Puntaje aminoacidico, digestibilidad verdadera”, y puntaje aminoacidico corregido
por la digestibilidad de la proteina de la semilla de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.)

- sometida a diferentes tratamientos.

TRATAMIENTO PUNTAIE DIGESTIBILIDAD PUNTAIJE
AMINOACIDICO  VERDADERA  AMINOACIDICO
(%) CORREGIDO

Madura cruda 0.56 79.31 0.44
Madura tostada * 0.38 91.85 0.35

Tierna cruda 0.56 83.21 0.47
Tierna cocida ® 0.59 85.80 0.51

con vaina

Tierna cocida ® 0.59 94.50 0.56

sin vaina y sin testa (0.53)

" Determinada in vivo en ratas de la raza Sprague-Dawley.
*  Tostada a 80-90°C por 10 minutos.

® Cocida a ebullicion a la presion atmosférica por 30 minutos.

Calculada en base al puntaje aminoacidico de la semilla tierna cruda.
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Tabla 21. Puntaje aminoacidico corregido” y digestibilidad verdadera de la proteina de la
semilla de ebano y de algunas leguminosas procesadas?.

PRODUCTO PROTEINAY DIGESTIBILIDAD PUNTAIJE
(N x 6.25) VERDADERA  AMINOACIDICO
% % CORREGIDO

Semilla de ebano 374 94 0.56
cocidas*

Frijoles pintos® 23.6 73 0.57
Alubias® 18.9 81 0.68
Frijoles negros® 21.7 72 0.53
Habas* 279 86 0.47
Lentejas® 219 85 0.51
Garbanzos® 21.4 89 0.66
Chicharos® 15.7 84 0.61

" Corregido por la digestibilidad verdadera de la proteina.

¥ Fuente: Report of Joint FAO/WHO (1989).

En base seca. . ‘

Cocidas sin vaina y sin testa a ebullicion a la presion atmosférica por 30 minutos.
Enlatadas.

Cocidos en autoclave.

[T -
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CONCLUSIONES

Las semillas de ebano contienen niveles relativamente altos de proteina y grasa, en
comparacién con muchas leguminosas tradicionalmente comestibles.

La composicion quimico-nutricional de las semillas de ebano fué similar para las tres
localidades muestreadas. Presentindose diferencias entre algunas de ellas solo por
efecto de los tratamientos a los que fueron sometidas.

El tratamiento térmico redujo casi por completo la alta actividad de los inhibidores
de tripsina detectada en los cotiledones de las semillas de ebano y de igual manera,
aunque en menor grado, disminuyé el contenido de fitatos en todos los tratamientos.
Siendo en ambos casos la reducciéon mayor en las semillas tiernas cocidas sin vainas
y sin testas y menor en las tostadas; lo cual evidencia que el calor himedo fué mas
efectivo que el seco en la destruccion de estos dos compuestos antinutricionales.

El contenido de taninos de los cotiledones de las semillas tiernas cocidas sin vainas
y sin testas se redujo significativamente por la accion del calor. Por el contrario, los
de las maduras tostadas y tiemas cocidas con vainas y analizadas sin testas, se
incrementaron durante el calentamiento debido a la contaminacién proveniente de la
testa (donde se concentra la mayor cantidad de taninos en la semilla) y de 1a vaina,
segun el caso.

La digestibilidad verdadera de la proteina de la semilla de ebano se incremento en las
maduras tostadas y en las tiemnas cocidas sin vainas y sin testas, por la destruccion de
compuestos antinutricionales durante el proceso térmico (con la excepcion de taninos
en las tostadas); alcanzando los valores mas altos en estas ultimas semillas.

La proteina de la semilla de ebano es alta en sus contenidos de lisina, isoleucina,
leucina y valina, sobrepasando para estos aminoacidos los requerimientos del patron
de referencia de la FAO/OMS/UNU de 1991, pero es baja en los aminoacidos

azufrados metionina y cistina, siendo estos el primer limitante.
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El tostado de las semillas maduras produjo una disminucién de todos los aminoacidos
esenciales de su proteina, siendo las pérdidas mayores en los azufrados, por lo cual
se redujo el puntaje aminoacidico de ésta semilla. Por el contrario, el cocimiento de
las semillas tiernas con vainas aumento el contenido de sus aminoacidos esenciales,
mejorando en consecuencia su puntaje aminoacidico.

El tratarmiento donde las semillas de ebano obtuvieron su mejor valor nutricional fué
en el aplicado a las tiernas cocidas sin vainas y sin testas, siendo la calidad proteica
de las semillas asi tratadas similar al de muchas leguminosas tradicionalmente

comestibles, con una utilizacion biologica de la proteina de 53 a 56%.
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RECOMENDACIONES

Por su alto contenido proteico y la excelente digestibilidad de su proteina, se
recomienda utilizar las semillas tiernas de ebano cocidas sin vainas y sin testas en la

alimentacion humana.

La harina de las semillas tiernas de ebano cocidas sin vainas y sin testas pueden
utilizarse para suplementar alimentos con bajos contenidos de lisina como por

ejemplo, los cereales.
Debido a que el tamaiio de la semilla influye en la destruccion térmica de compuestos

antinutricionales se sugiere aumentar ¢l tiempo de cocimiento para las semillas de

mayor tamaro.
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Tabla SA. Valores F, calculados mediante el analisis de varianza de dos factores (localidad
y tratamientos) aplicado a las las determinaciones analiticas de compuestos antinutricionales
de los cotiledones de la semilla de ebano madura (seca) de tres localidades del estado de

Nuevo Leén, México.

FUENTE DE TANINOS INHIBIDORES DE FITATOS
VARIACION TRIPSINA

LOCALIDAD * 99.900** 50.401%* 5.111*
TRATAMIENTOS ® 2023.336** 19624.031** 62.326%*
INTERACCION 107.959*# 15.714** 6.555*

** Altamente significativo (P<0.01).
* Sigmficativo (P<0.05).
*  Tres localidades: Municipio General Escobedo, Municipio General Teran y Municipio

de Marin.

- g

Dos tratamientos: semilla madura cruda y semilla madura tostada.
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Tabla 6A. Valores F, calculados mediante el analisis de varianza de dos factores (localidad
y tratamientos) aplicado a las las determinaciones analiticas de compuestos antinutricionales
de los cotiledones de la semilla de ebano tiemna de tres localidades del estado de Nuevo Ledn,

México.
FUENTE DE TANINOS INHIBIDORES DE FITATOS
VARIACION TRIPSINA
LOCALIDAD * 35.088** 0.891 71.466**
TRATAMIENTOS® ~ 38372.343%* 3852.343%+ 5439.346%*
INTERACCION 29.749%+ 1.498 35.512%%

** Altamente significativo (P<0.01).
*  Tres Municipios: General Escobedo, General Teran y Marin.
¢ Tres tratamientos: semilla tiema cruda, semilla tiena cocidacon vaina y semilla tierna

cocida sin vaina y sin testa.
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Tabla 7A. Valores F calculados mediante el analisis de varianza, del factor tratamiento,
aplicado a las determinacion de compuestos antinutricionales de los cotiledones de la semilla

madura (seca) de ebano Pithecellobium flexicaule (Benth.) -.

FUENTE TANINOS INHIBIDORES DE FITATOS
TRIPSINA

ENTRE ¥

TRATAMIENTOS 75.6859** 2873.7842%* 28.224 1%

" Dos tratamientos: semilla madura (seca) cruda y semilla madura tostada.

** Altamente significativo (P<0.01).
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Tabla 8A. Valores F calculados mediante el analisis de varianza del factor tratamientos y
resultados de la prueba de comparaciones multiples de Tukey aplicada a las determinaciones

de compuestos antinutricionales de los cotiledones de la semilla tiema de ebano. -

Pithecellobium flexicaule (Benth.) -.

FUENTE TANINOS INHIBIDORES DE FITATOS
TRIPSINA
ENTRE 4445.2687** 3655.4851** 430.8698**
TRATAMIENTOS"
COMPARACIONES? 1 2 3 1 2 3 1 3
a b a b a a a b ¢

Tres tratamientos: (1) semilla tierna cruda, (2) semilla tierna cocida con vaina, (3) semilla

tierna cocida sin vaina y sin testa,
¥ Dos tratamientos sefialados con la misma letra en las comparaciones multiples significa

que son homogéneos.

** Altamente significativo (P<0.01).
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Tabla 10A. Valores F, calculados mediante el analisis de varianza del factor localidad, y
resultados de la prueba de comparaciones maltiples de Tukey de los porcentajes de reduccion
del contenido de acido fitico y de la actividad de inhibidores de tripsina de los cotiledones

de las semillas maduras de ebano, después de tostadas, colectadas en tres localidades del

estado de Nuevo Leon, México.

FUENTE ACIDO FITICO INHIBIDORES DE
TRIPSINA
ENTRE LOCALIDADES" 139.5607** 36.5834**
COMPARACIONES 18 2]3 B 2§ 3
MULTIPLES* s g7 4 g U

(TUKEY)

1" Localidad 1: Escobedo, Localidad 2: Terdn, Localidad 3: Marin.
¥ Dos localidades seiialadas con la misma letra en las comparaciones multiples significan
que son homogéneas en el % de reduccioén, al mvel 0.05.

** Altamente significativo (P<0.01).
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Tabla 11A. Valores F calculados mediante el analisis de varianza de dos factores (localidad
y tratamientos) aplicado a los porcentajes de reduccién” del contenido de acido fitico y de
la actividad de los inhibidores de tripsina de los cotiledones de las semillas tiernas de ebano,

de tres localidades del estado de Nuevo Leon, México; después de sometida a diferentes

tratamientos.
FUENTE ACIDO FITICO INHIBIDORES DE
TRIPSINA
LOCALIDAD® 3.237 3.640
TRATAMIENTOS® 232.125%¢ 34.609**
INTERACCION 13.482%* . 6.051%*

** Altamente significativo (P<0.01).

Tres Municipios: General Escobedo, General Teran y Marin.

o

Dos tratamientos: Semillas cocidas con vaina y cocidas sin vaina y sin testa.

V" Las variables fueron transformadas por arco-seno, previo al ANOVA.
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Tabla 12A. Valores F calculados mediante el anilisis de varianza del factor localidad,
aplicado a los porcentajes de reduccion del contenido de acido fitico y de la actividad de los
inhibidores de tripsina de los cotiledones de las semillas tiemas de ebano, colectadas en tres

localidades del estado de Nuevo Leén, México.

FUENTE ACIDO FITICO INHIBIDORES DE
TRIPSINA
ENTRE LOCALIDADES 0.0819 2.2038"

V" No significativos al nivel de probabilidad 0.05.
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Tabla 13A. Valores F, calculados mediante el analisis de varianza del factor localidad,
aplicado al contenido de fibra dietética total de los cotiledones de las semillas maduras y

tiernas, crudas, de ebano - Pithecellobium flexicaule (Benth.) - de tres localidades del estado
de Nuevo Leon, México.

FUENTE SEMILLAS MADURAS SEMILLAS TIERNAS

ENTRE LOCALIDADESY 0.321% 0.728%

" Tres localidades: Municipios de Escobedo, General Teran y Marin.
¥ No significativo al nivel de significancia 0.05.
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Tabla 14A. Resultados del ANOVA y de las comparaciones miltiples de Tukey, aplicados
al contenido de fibra dietética total de los cotiledones de las semillas tiernas de ebano -
Pithecellobium flexicaule (Benth.) - sometidas a tres tratamientos”’.

FUENTE VALOR F CALCULADO
ENTRE TRATAMIENTOS 97.135%*
COMPARACIONES MULTIPLES? 1 2 3

a b [

V" Tres tratamientos: (1) Semillas tieas crudas; (2) semillas tiernas cocidas con vaina; (3)
semillas tiernas cocidas sin vaina y sin testa.

¥ Dos tratamientos sefialados con la misma letra significa que son homogéneos en cuanto
al contenido de fibra dietética total.

** Altamente significativo (P<0.01).
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Tabla 15A. Resultados de la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon para la comparacion de
la digestibilidad verdadera de la proteina de la semilla de ebano entre pares de tratamientos”.

TRATAMIENTOS COMPARADOS VALOR “Z” CORREGIDO
SyR -3.3607%*
SyP -0.9452
SyZ -3.0456**
SyWw -3.3631%*
RyP -3.3607%*
RyZ -3.2557%*
RyW -2.1020%
PyZ -1.4703
Pyw -3.3631%*
ZyWw -3.36313%

** Altamente significativo (P<0.01).
* Significativo (P<0.05).
" Tratamientos de la semilla; S = madura cruda, R = madura tostada, P = tierna cruda,

Z = tierna cocida con vaina y W = tierna cocida sin vaina y sin testa.
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TABLA 17A.Valores FY calculados mediante el analisis de varianza del factor localidad,
aplicado a la determinacion de compuestos antinutricionales en los cotiledones de las

semillas de ebano maduras y tiernas.

FUENTE TANINOS FITATOS INHIBIDORES DE
TRIPSINA

ENTRE %

LOCALIDADES 0.2609 0.0686 0.0327

V" No significativo (P>0.05).

¥ Tres localidades: Municipios General Escobedo, General Teran y Marin.
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APENDICE B

*RESULTADOS DE ALGUNAS DETERMINACIONES ANALITICAS.

*PATRON DE REFERENCIA DE AMINOACIDOS ESENCIALES.



Tabla 1B. Composicion aminoacidica” de los cotiledones de la semilla de ebano -

Pithecellobium flexicaule (Benth.) - sometida a diferentes tratamientos.

@‘&Scéffmmc?m ) TRATAMIENTO
MADURA CRUDA TIERNA CRUDA cocm&mc%lr? !VAINA
ESENCIAL
ISOLEUCINA 3.10 2,92 3.79
LEUCINA 6.18 5.96 5.57
LISINA 5.18 4.09 5.66
METIONINA 0.67 0.64 0.93
CISTINA 0.65 0.75 0.71
FENILALANINA 2.79 2.65 2.93
TIROSINA 3.75 3.52 3.50
TREONINA 415 2.70 4.46
TRIPTOFANO 0.71 0.57 —
VALINA 4.17 4.82 3.98
HISTIDINA 1.76 1.75 2.23
NO ESENCIAL
ACIDO ASPARTICO 8.25 8.29 8.07
SERINA 3.68 3.72 432
ACIDO GLUTAMICO 11.31 11.58 - 11.07
GLICINA 3.70 3.04 4.37
ALANINA 3.21 2.95 3.04
ARGININA 5.35 4.98 5.16

¥ Obtenida por derivatizacién pre-columna con OPA y separacién en fase reversa en

HPLC.
' Cocida a ebullicion a la presion atmosférica durante 30 minutos.

* No se pudo cuantificar.
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Tabla 2B. Patron de referencia de requerimientos de aminoacidos esenciales.

AMINOACIDO ESENCIAL PATRON FAO/OMS/UNU 1991V
(mg/g proteina) (para nifios pre-escolares)
ISOLEUCINA 28
LEUCINA 66
LISINA 58
METIONINA + CISTINA 25
FENILALANINA + TIROSINA 63
TREONINA 34
TRIPTOFANO 10
VALINA 35
HISTIDINA 19

¥ Citado por Alanis Guzman (1995).
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Tabla 3B. Cantidad de nitrogeno ingerido (N;), nitrogeno fecal total (N, ), nitrogeno fecal
endogeno (N;4), ¥ % de digestibilidad verdadera en ratas alimentadas con la dieta SV,

No. Rata N; Nk Nied Digestibilidad
(mg) (mg) (mg) Verdadera (%)

1 464.80 88.92 15.08 84.11

2 485.34 183.81 15.74 65.37

3 541.34 106.36 17.56 83.59

4 565.61 118.84 18.35 82.23

5 466.67 89.39 15.14 84.08

6 390.14 112.32 12.66 74.45

7 47041 94.83 15.26 83.08

8 485.34 124.71 15.74 77.54

¥ Elaborada en base a la harina de la semilla madura cruda de ebano.
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Tabla 4B. Cantidad de nitrégeno ingerido (Np), nitrégeno fecal total (Ng), nitrogeno fecal
endogeno (Neeq) y % de digestibilidad verdadera en ratas alimentadas con la dieta RY.

No. Rata N, Ng, Nied Digestibilidad
(mg) (mg) (mg) Verdadera (%)
9 398.42 57.52 13.38 88.92
10 515.60 46.18 1732 94.40
11 542.64 4581 18.23 9492
12 398.42 42.18 13.38 92 77
13 418.25 56.21 14.05 89.91
14 346.14 37.20 11.63 92.61
15 328.11 41.83 11.02 90.61
16 638.19 81.14 21.44 90.64

V' Elaborada en base a la harina de la semilla madura tostada de ebano.
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Tabla 5B. Cantidad de nitrégeno ingerido (N;), nitrégeno fecal total (Ng), nitrégeno fecal
enddgeno (Nioq) y % de digestibilidad verdadera en ratas alimentadas con la dieta P,

No. Rata N, Ng, Nied Digestibilidad
(mg) (mg) (mg) Verdadera (%)

17 619.64 86.72 15.32 883.48

18 529.03 88.58 13.08 85.73

19 543.72 135.23 13.44 77.60

20 585.36 120.32 14.47 81.92

21 661.28 101.87 16.35 87.07

22 519.23 114.66 12.84 80.39

23 541.27 102.35 13.38 83.56

24 548.62 118.33 13.56 80.90

" Elaborada en base a la harina de la semilla tiema cruda de ebano.
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Tabla 6B. Cantidad de nitrégeno ingerido (N,), nitrégeno fecal total (N), nitrogeno fecal
endogeno (Ng..q) ¥ % de digestibidad verdadera en ratas alimentadas con la dieta ZV.

No. Rata N, Np, Nrewa. Digestibilidad
(mg) (mg) (mg) Verdadera (%)
25 615.21 104.86 18.19 85.91
26 684.93 127.21 20.23 84.38
27 754.66 132.15 22.29 85.44
28 707.49 116.18 20.89 86.53
29 715.69 142.03 21.13 83.11
30 810.03 128.42 23.92 87.10
31 711.59 131.86 21.01 84.42
32 783.37 105.72 23.13 89.46

¥ Elaborada en base a la harina de la semilla tierna de ebano cocida con vaina.
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Tabla 7B. Cantidad de nitrégeno ingerido (N,), nitrégeno fecal total (Ng,), nitrégeno fecal
endégeno (Ni.q) Y % de digestibilidad verdadera en ratas alimentadas con la dieta WV,

No. Rata N, Ng Neia Digestibilidad
(mg) (mg) (mg) Verdadera (%)

33 929.48 78.36 24.10 94.16

34 773.02 52.09 20.04 95.85

35 1106.25 93.57 28.70 94.14

36 1039.25 108.57 - 26.95 92.15

37 838.41 83.00 21.74 92.69

38 973.86 64.59 25.25 95.96

39 1071.95 84.83 27.80 94.68

40 1067.28 70.77 27.68 95.96

" Elaborada en base a la harina de la semilla tierna de ebano cocida sin vaina y sin testa.
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Tabla 8B. Cantidad de alimento ingerido, peso de las heces, % de nitrégeno excretado,

nitrogeno fecal endégeno y mg de nitrégeno/gr de dieta ingerida en ratas alimentadas con la

dieta control.
No.Rata ~ Pesoalimento  Peso heces %N N. fecal mgN mgN/g dieta
seco ingerido secas excretado endogeno g dieta (Promedio)
(8) ® (mg)
41 29.1 1.1345 1.2918 14.65 0.5034
42 30.8 1.3890 1.3398 18.60 0.6039
43 36.3 1.1762 1.8242 21.46 0.5911
44 274 1.0518 1.7772 18.69 0.6821 0.6056
45 27.7 0.9339 1.4873 13.89 0.5014
46 294 0.9939 1.8857 18.74 0.6374
47 303 1.4076 1.3198 18.58 0.6132
48 375 1.1755 2.2724 26.71 0.7123
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