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RESUMEN

Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas y la calidad nutrimental de la proteina
de la semilla de calabaza (Cucurbita argyrosperma Huber). Se determiné la composicion
proximal de la harina entera (HE) y desgrasada (HD) de semilla de calabaza,
observandose un elevado contenido de proteina (36.15 + 0.31 y 65.63 + 1.39%,
respectivamente). Se obtuvo un aislado proteico (AP) mediante dilucion con precipitacion
por punto isoeléctrico, el cual tuvo una concentracién de proteina elevada (91.00 + 0.50
%). Se determind el perfil de solubilidad de las proteinas, la composicién de las fracciones
proteicas por el método de Osborne y los puntos isoeléctricos de AP vy las fracciones
proteicas por turbidimetria, ademas del color. La solubilidad del aislado mostré una curva
tipica para las proteinas vegetales, con un valor minimo en 4.5 y tendencia a aumentar a
pH neutro y basico. La fraccibn mayoritaria de proteinas fueron las globulinas (74.79%),
seguidas de las glutelinas (14.07%) y las albuminas (11.04%), ademas de un porcentaje
muy pequefio de prolaminas. Los puntos isoeléctricos del AP vy las fracciones proteicas
oscilaron en el rango de 4 — 5; la coloracion fue bastante débil. Para evaluar la calidad
proteica, se obtuvo la composiciéon de aminoacidos de AP y la digestibilidad in vitro con
pepsina (IVPD), ademas de diversos indicadores de calidad proteica (la tasa de
aminoacidos esenciales (E/T), indice de aminoacidos esenciales (EAAI), puntuacion
qguimica (CS), valor biologico (BV), tasa de eficiencia proteica (PER) y la puntuacién de
aminoacidos corregida con digestibilidad proteica (PDCAAS)). Se observd una elevada
concentracion de aminoacidos esenciales, satisfaciendo los requerimientos establecidos
por la FAO/OMS (1985), siendo el aminoacido limitante la lisina, y con una buena
digestibilidad. Los indicadores de calidad proteica fueron elevados, y en conjunto
permitieron sefialar a la semilla de calabaza como fuente de proteinas de elevada calidad.
Los resultados obtenidos son importantes para el empleo potencial de las harinas y/o el
aislado proteico como ingredientes en alimentos ricos en proteinas de alta calidad

nutrimental.



ABSTRACT

The physicochemical characteristics and the nutritional quality of the pumpkin seed
protein (Cucurbita argyrosperma Huber) were evaluated. The proximal composition of the
whole (HE) and defatted (HD) flour of pumpkin seed was determined, observing a high
protein content (36.15 + 0.31 and 65.63 £ 1.39%, respectively). A protein isolate (AP) was
obtained by dilution with precipitation by isoelectric point, which had a high protein
concentration (91.00 + 0.50%). The solubility profile of the proteins, the composition of the
protein fractions by the Osborne method and the isoelectric points of AP and the protein
fractions by turbidimetry were determined, in addition to color. The solubility of the isolate
showed a typical curve for vegetable proteins, with a minimum value in 4.5 and tendency
to increase to neutral and basic pH. The majority fraction of proteins were globulins
(74.79%) , followed by glutelines (14.07%) and albumins (11.04%), in addition to a very
small percentage of prolamins. The isoelectric points of AP and the protein fractions
oscillated in the range of 4 - 5; the coloration was quite weak. To evaluate the protein
quality, the amino acid composition of AP and in vitro digestibility with pepsin (IVPD) was
obtained, as well as various protein quality indicators (the essential amino acid (E / T)
rate, essential amino acid index (EAAI), chemical score (CS), biological value (BV),
protein efficiency rate (PER) and protein digestibility corrected amino acid score
(PDCAAS)). A high concentration of essential amino acids was observed, satisfying the
requirements established by the FAO / WHO (1985), being lysine the limiting amino acid,
and with a good digestibility was observed too. The protein quality indicators were high,
and together they made it possible to point out the pumpkin seed as a source of high
quality proteins. The results obtained are important for the potential use of the flours

and/or the protein isolate as ingredients in foods rich in proteins of high nutritional quality.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. INTRODUCCION

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas de aminoacidos, las cuales
constituyen biomoléculas fundamentales en todos los organismos vivientes, dado que se
encuentran involucradas en la mayoria de las tareas que realizan las células. En los
animales, son los componentes estructurales principales de mduasculo, del tejido
conjuntivo, las plumas, las ufias y el pelo. Ademas, participan como reguladores
metabdlicos, transportadores de especies quimicas en las rutas metabdlicas,
catalizadores de reacciones bioquimicas y como defensas en el sistema inmune (McKee
& McKee, 2003).

Las proteinas son las biomoléculas mas abundantes en las células, puesto que en
general constituyen mas del 50 por ciento de su peso seco, ya que se encuentran en
todas las partes de la célula y son fundamentales en todos los aspectos de la estructura

y funcion celular (Lehninger & Cox, 2006).
1.1.1. Fuentes proteicas

Para satisfacer sus requerimientos nutricionales, el cuerpo humano puede obtener
proteinas a partir de diversas fuentes. La composicion proteica varia entre los diferentes
tipos de alimento, ya sean de origen animal o vegetal, y aun dentro de éstos, existen
diferencias sustanciales en cuanto a las diferentes proteinas que las componen, las
cuales les confieren caracteristicas que permiten su utilizacion o no en determinadas
aplicaciones y/o productos. En el caso de los alimentos de origen animal, son ricos en
proteinas la carne (res, pescado, venado, mariscos, roedores, reptiles, gallinaceas),
diferentes tipos de leche (vaca, cabra, humana), los huevos (gallinaceas, reptiles) y los
derivados de leche (queso, yogur, cuajadas), mientras que en el caso de los alimentos
de origen vegetal, destacan algunos cereales (trigo, arroz, maiz, cebada, centeno), las
leguminosas (frijoles, guisantes, garbanzos, mani, soya), las nueces y ciertas mezclas

proteicas comerciales (incaparina, nutrisoy, certomy) (Garcia Blandén, 1983).
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Los alimentos de origen animal constituyen la principal fuente de proteinas en el
mundo occidental, y dadas sus excelentes caracteristicas pueden ser ampliamente
explotadas, ademas de que se les considera garantia de calidad nutricional (Géalvez-
Mariscal et al., 2006), aunque actualmente existe una busqueda intensa de sustitutos
para las proteinas de origen animal, en especial en los paises tercermundistas, donde la
satisfaccion a los requerimientos nutricionales minimos es limitada. Muchos vegetales
cuentan con un alto contenido proteico, en particular ciertos cereales, como la cebada, y
las leguminosas, como la soya, aunque las proteinas contenidas en este tipo de alimentos
(principalmente en las semillas) por lo general contienen una baja concentracion de
aminoacidos con azufre (metionina y cisteina), situacion que los consumidores deben
tener en consideracion (Ranjan et al., 2012). En la Tabla 1.1 se presentan algunos

ejemplos de alimentos con alto contenido proteico.

Tabla 1.1. Alimentos de alto contenido proteico

Origen animal Origen vegetal
Alimento Proteinas Alimento Proteinas
(%) (%)
Bacalao seco 81.8 Levadura de cerveza 51.9
Carne de res seca 64.8 Harina de soya 42.8
Venado seco 64.6 Semilla de ayote (jicaro) 30.5
Huevo entero gallina 47.0 Cacahuate 28.8
Pescado crudo 47.0 Incaparina 27.9
Queso duro 46.0 Lentejas 24.3
Leche de vaca en polvo 35.9 Frijol rojo o negro 24.1
descremada
Armadillo (carne) 29.0 Gandul 19.2
Leche entera de vaca en 26.1 Guisantes 225
polvo
Carne de iguana 24.4 Garbanzo 20.1
Conejo de crianza 20.4

Fuente: Garcia Blandon, 1983
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Por lo general, las semillas son las partes vegetales que contienen mayor
concentracion de proteinas, las cuales forman parte del endospermo de la semilla
(aleurona y cotiledones) y le sirven para nutrirse durante la germinacion y el desarrollo
(Gélvez-Mariscal et al., 2006). Las proteinas de las semillas suelen clasificarse en tres
grandes categorias: a) estructurales y metabdlicas, implicadas en el crecimiento y
desarrollo de la planta, b) protectoras, las cuales sirven para la defensa de las plantas
contra el estrés bidtico y abidtico y c) de reserva, que funcionan como un almaceén de
aminoacidos, y sirven como fuente de nitrégeno, carbono y azufre durante el desarrollo
de la nueva plantula (Casey & Domoney, 1984; Shewry & Halford, 2002). De ellas, las
mas relevantes en cuestion de alimentacion son las proteinas de reserva, puesto que
constituyen la mayor parte del contenido proteico de las semillas, por lo cual estan
relacionadas con la calidad nutricional de las mismas, asi como con las propiedades

funcionales de sus derivados (Argos et al. 1985).
1.1.2. Clasificacién de las proteinas por su solubilidad

Las proteinas presentes en los alimentos muestran una gran variedad en sus
propiedades, debido en gran parte a la distinta proporcién en que los 20 aminoécidos
constituyentes intervienen en el complejo molecular, las variaciones en su secuencia en
la cadena polipeptidica, y a las estructuras conformacionales resultado de las
interacciones intramoleculares entre los residuos aminoacidicos, generando marcadas
diferencias unas de otras (Bello Gutiérrez, 2000). Estas diferencias estructurales
confieren a las proteinas ciertas propiedades fisicoquimicas que permiten clasificarlas de

acuerdo a varios criterios, siendo el mas frecuente la solubilidad (Macarulla & Goiii, 2002).

Los tipos mas comunes de proteinas presentes en los productos alimenticios,

clasificados en base a su solubilidad (Bello Gutiérrez, 2000), son:

e Albuminas. Solubles en agua y soluciones salinas diluidas, y precipitan con
soluciones salinas concentradas. Estan ampliamente distribuidas en tejidos
animales y vegetales, e incluyen a numerosas proteinas alimenticias, como la

lactoalbumina o el factor antitripsico de las leguminosas.
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e Globulinas. Solubles en soluciones salinas. Las de origen animal suelen coagular
por el calor, por ejemplo, la miosina. Suelen integrar las reservas proteicas de
muchos productos naturales, como la clara de huevo, leche, carnes y vegetales.

e Glutelinas: Solubles en soluciones alcalinas. Estan presentes solo en los tejidos
vegetales y son especialmente abundantes en los cereales, de modo especial en
el trigo y el maiz, teniendo altos contenidos de cisteina y cistina. Las glutelinas
mas conocidas son las gluteninas aisladas del trigo (Huang & Khan, 1997).

e Prolaminas. Solamente se disuelven en etanol de 70-80%. Son todas de origen
vegetal y abundan en los cereales: gliadina de trigo, hordeina de la cebada, zeina
del maiz. Su nombre se origin6 por el alto contenido de prolina y nitrégeno amidico
proveniente de la glutamina, presentes en altas cantidades y que juntos en algunos
casos llegan a ser hasta el 50% del nitrdgeno del grano (Segura-Nieto & Jiménez-
Flores,1999).

e Escleroproteinas. Se encuentran Unicamente en tejido animales, y son totalmente
insolubles. Suelen desempefiar funciones estructurales o protectoras. Son
bastante resistentes a la accion de enzimas proteoliticas. Destaca el colageno del
tejido conectivo, caracterizado por un elevado porcentaje de hidroxiprolina, que
por ebullicion en agua se transforma en una estructura soluble denominada

gelatina.

El tipo mas abundante de estas proteinas dependera de la especie vegetal en cuestion
(Tabla 1.2): los cereales tienen un contenido proteico de alrededor del 12%, del cual el
porcentaje mas importante lo representan las glutelinas, mientras que, en el caso de las
leguminosas, el contenido proteico oscila entre 18 y 25%, del cual las globulinas

constituyen aproximadamente un 70% del total (Galvez-Mariscal et al., 2006).
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Tabla 1.2. Composicioén proteica de algunos alimentos de origen vegetal

Alimento Tipos de proteinas

Trigo Sus harinas contienen de 10 a 12% de proteinas, del cual un 85% esta constituido por
glutelinas y prolaminas (llamadas gluteninas y gliadinas, respectivamente), que junto con
lipidos y agua forman el gluten, caracterizado por su alta concentracién de prolina y
glutamina. Las gliadinas son poliméricas y se han clasificado por electroforesis en 4
subgrupos (a, B, y y ), con pesos moleculares de 15 000 a 80 000 Da. Las gluteninas
suelen ser monoméricas, con pesos de 12 000 hasta 135 000 Da. En una menor
proporcién se encuentran albiminas y globulinas (15% del total, peso molecular promedio
12 000 Da)?.

Maiz Contiene entre 10.6 y 11% en peso de proteinas, las cuales son deficientes en lisina y
triptéfano, y tienen una elevada concentracion de leucina e isoleucinal. Sus proteinas se
dividen en varias fracciones: las albuminas y las globulinas representan el 7 y el 5% por
ciento del nitrdgeno total, respectivamente; la fraccidon de prolamina constituye el 52%, del
cual la prolamina | o zeina | soluble en isopropanol al 55% representa aproximadamente

el 42%, y el restante 10% es prolamina 2 o zeina 2; las glutelinas representan el 25%?2.

Arroz El perfil proteico varia bastante de acuerdo al tipo de arroz en cuestion, siendo en general
las glutelinas las que se encuentran en una mayor proporcién (del 60 al 75%
aproximadamente), en un rango de pesos moleculares de 22 a 88 kDa, mientras que las

otras fracciones se reparten equitativamente el porcentaje restantes3.

Frijol El porcentaje de proteina en el grano integral varia entre el 23 y el 27%, de las cuales méas
del 80% suele corresponder a globulinas, especialmente globulina I, la principal proteina
en la semilla?, lo cual contrasta con la mayor abundancia de prolaminas y glutelinas en los

cereales:

Soya Las principales proteinas de almacenamiento en la semilla son la B-conglicinina (7S),
deficiente en amino&cidos azufrados, y la glicinina (11S), rica en los mismos. La glicinina
comprende del 25 al 30% de la proteina de la soya y esta formada por un hexamero de

peso molecular aproximado de 360,000 Da.?

Fuente: ! Galvez-Mariscal et al., 2006; 2 Landry & Moureaux, 1970; 2 Chandi & Sogi 2007; # Osborne, 1985.
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1.2. PROBLEMAS DERIVADOS DEL CONSUMO DE PROTEINAS

Actualmente se sabe que el consumo de productos animales conlleva varios
inconvenientes, como, por ejemplo, el alto contenido de grasa que por lo general
acompania a la carne, el cual, combinado con el estilo de vida altamente sedentario, esta
estrechamente relacionado con la aparicion de problemas cardiovasculares (Larsen,
2003). Ademas, también se les ha asociado con el desarrollo de alergias, como es el
caso de las proteinas del huevo y de la leche, a la presencia de patdgenos o agentes
toxicos como es el caso de Salmonella en el huevo (Mazurek et al., 2005); los priones
responsables de la encefalopatia espongiforme bovina o “mal de las vacas locas” (Roma
& Prayson, 2005), o el gusano Trichinella en carnes, causante de la triquinelosis (Pozio,
2007); a la presencia residual de quimicos y hormonas como el clembuterol empleadas
en los métodos de crecimiento artificial de los animales (Ramos et al., 2004); y a la
relacion encontrada entre la ingesta de estos alimentos con el desarrollo de ciertos tipos

de cancer, especialmente el colorrectal (Chao, et al., 2005).
1.2.1. Alergias alimentarias originadas por proteinas

Una alergia alimentaria es un tipo de reaccion adversa de caracter individual hacia los
alimentos que incluye una respuesta inmune en el organismo (Villafio et al., 2006). Estas
reacciones alérgicas llegan a representar un considerable problema de salud publica,
pues se calcula que un 2% de la poblacion adulta y un 8% de la infantil padecen algun
tipo de alergia alimentaria y tienden a ir en aumento, particularmente entre la poblacién
infantil, coincidiendo con la inmadurez de la mucosa intestinal propia de esta etapa
(Sampson, 1999; Bock, 1986).

En la actualidad, tanto la FDA, la Agencia Europea y las empresas de productos
manufacturados han propuesto ocho alimentos en particular como los mayores causantes
de reacciones alérgicas: la leche, el huevo, el mani, los frutos secos (especialmente las
nueces), la soya, el trigo, los pescados y los crustaceos (U.S. Food and Drug
Administration, 2004), aunque se han documentado mas de 160 diferentes alimentos que
también pueden desencadenar reacciones alérgicas, aunque con una frecuencia menor
(Hefle et al., 1996).
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En el caso de los alimentos con alérgenos de tipo proteico, la alergia a las proteinas
de la leche de vaca (PLV) suele ser la mas importante durante la lactancia y hasta el
primer afio de edad; en nifios de mayor edad, cobran relevancia las proteinas del huevo
y del pescado; y entre los jovenes y adultos, hay una mayor variedad de alimentos que
son fuentes de proteinas con reacciones adversas, tales como los frutos secos
(almendra, nuez, mani, pistache, etc.), las legumbres (tomate, frijol, alubias, soya, entre
otros), los mariscos (crustaceos como el camaron) y las frutas (melon, manzana, etc.)
(Méndez de Inocencio, 2008), y en general, se puede considerar que cualquier alimento
que contenga proteinas tiene la capacidad de elicitar una reaccion alérgica en individuos
susceptibles (Taylor & Hefle, 2001).

Actualmente existe muy poca informacion respecto a la relacion entre las
caracteristicas de una proteina y su capacidad para desencadenar una reaccion alérgica,
pero se sabe que diversos tipos de prolaminas, entre las cuales se encuentran las
proteinas de almacenaje en los cereales, proteinas ricas en azufre, ciertas lipoproteinas,
algunas glicoproteinas de pared, y las albuminas 2S, pueden ser alergénicas para
determinados individuos, asi como la proteina alergénica del kiwi y enzimas como la

papaina (Galvez-Mariscal et al., 2006).

El andlisis de una gran variedad de alimentos alergénicos ha permitido identificar
ciertas caracteristicas bioquimicas compartidas por muchos alérgenos alimenticios, como
que son proteinas relativamente estables y resistentes a la desnaturalizacién, lo cual es
relevante dado que se ha asociado la permanencia de largas porciones significativas
intactas de las proteinas con una mayor probabilidad a desencadenar una respuesta
inmune (Astwood et al., 1996). Varios autores proponen el empleo de ensayos de
digestabilidad in vitro en la evaluacion de la alergenicidad, siendo la digestion por pepsina
uno de los métodos mas comunmente empleados, en el cual se evalla la resistencia de
la proteina a la desnaturalizacion a valores de pH extremos (Astwood et al., 1996;
Nielson, 1988; Marquez & Lajolo, 1981).
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1.3. CARACTERIZACION PROTEICA

La caracterizacion proteica constituye una poderosa herramienta en ciencias de los
alimentos, en términos de la optimizacion de los procesos y en el monitoreo, calidad,

trazabilidad, seguridad y evaluacién nutricional (Pedreschi et al., 2010).

La caracterizacion de las proteinas de los alimentos no es un proceso sencillo, con
grandes limitaciones: en primer lugar, la gran heterogeneidad entre las diferentes
proteinas y péptidos en relacién a sus propiedades fisicoquimicas, y, en segundo lugar,
las abundancias relativas de los mismos. Un analisis proteico comun suele incluir la
extraccion de la proteina, la separacién y cuantificacién, la identificacion y el andlisis de
los datos e interpretacion (Carpentier et al., 2008).

Existe una amplia variedad de herramientas de extraccion y fraccionamiento
disponibles para péptidos y proteinas, basadas principalmente en sus propiedades
fisicoquimicas y en sus caracteristicas estructurales, tales como la solubilidad, la
hidrofobicidad, el peso molecular, el punto isoeléctrico, la afinidad por otras moléculas,
entre otras (Mathews et al. 2002). Es necesario remover los compuestos que interfieren
en los analisis, principalmente lipidos, &cidos nucleicos, compuestos fendlicos,
carbohidratos, enzimas oxidativas y proteoliticas, y pigmentos, mediante procesos
optimizados que minimicen la protedlisis y las modificaciones a las proteinas, asi como
también sean compatibles con los andlisis subsecuentes. Tomando en cuenta la
inmensa variedad de proteinas y el elevado numero de interferencias contaminantes, la
solubilizacion simultdnea de todas las proteinas representa un enorme reto (Martinez-
Maqueda et al., 2013).

En el caso de las proteinas provenientes de semillas vegetales se han reportado varios
métodos de preparacion de aislados proteicos para diferentes fuentes proteicas basados
en la solubilidad de las mismas. Una de las técnicas mas empleadas es la extraccion
alcalina seguida de precipitacién isoeléctrica, la cual implica la solubilizacién de las
proteinas en un medio alcalino (pH 8-10) mediante el ajuste del pH con NaOH diluido
para solubilizar las proteinas contenida en una harina previamente desgrasada. El

residuo insoluble contiene mayormente carbohidratos y otros componentes que son
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separados de la proteina solubilizada por centrifugacion, y posteriormente, la proteina es
separada de otros compuestos solubles mediante la precipitacion a su punto isoeléctrico
(pl) con HCI diluido, de modo tal que al final del proceso las proteinas son separadas de
otras sustancias no proteicas como los azucares, la fibra, los lipidos y otros compuestos

no deseables en el producto final (Fernandez-Quintela et al., 1993; Horax et al., 2011).

Wu et al. (2009) evaluaron el efecto de las diferentes modalidades de extraccién en
las propiedades funcionales de aislados proteicos de cacahuate, empleando cuatro
técnicas de precipitacion diferentes: isoeléctricas, por alcohol, disolucion alcalina seguida
de precipitacion isoeléctrica y precipitacion isoeléctrica combinada con precipitacion
alcohdlica. Sus resultados mostraron que el contenido proteico obtenido mediante
disolucion alcalina seguida de precipitacion isoeléctrica fue mucho mayor que los
alcanzados a través de las otras técnicas (96.65% vs. 72.35% del segundo mejor
rendimiento), ademas de que tanto la solubilidad proteica, la capacidad espumante y la
estabilidad de la proteina obtenida fueron mejores comparadas con la de los otros

extractos proteicos.

Lqgri et al. (2002) compararon los extractos proteicos de la semilla de lupina obtenidos
tanto por extraccion alcalina (aislado A) como por extraccion con sulfito de sodio (aislado
B), encontrando una composicién similar de aminoacidos esenciales, pero el aislado A
presentd un mayor rendimiento proteico (93.9 vs. 84.6%), aunque el aislado B tuvo una
mayor digestabilidad in vitro (86.3 vs. 93.9%).

1.4. CALIDAD NUTRIMENTAL DE LAS PROTEINAS
1.4.1. Aminoacidos esenciales y no esenciales

Ciertos aminoacidos se sintetizan a través de vias que solo existen en plantas y
microorganismos, por lo cual deben ser ingeridos dentro de la dieta. A estos aminoacidos
se les conoce como esenciales, y son ocho: isoleucina, leucina, lisina, metionina,
felilalanina, treonina, triptéfano y valina. La arginina suele considerarse como esencial en
la infancia dado que, a pesar de poder sintetizarse a través del ciclo de la urea, las
cantidades requeridas por el nifio durante la etapa de crecimiento superan las que son

posibles de producir a traves de dicha via, por lo cual debe ser ingerida, al igual que la

9
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histidina. Los aminoacidos restantes pueden ser sintetizados a través de las rutas
metabdlicas del organismo, asi que no es indispensable ingerirlos en la dieta, y son
conocidos como aminoé&cidos no esenciales (Voet et al. 2007) (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Aminoacidos esenciales y no esenciales

Aminoacidos

Esenciales No esenciales
Arginina*  Metionina Alanina Glutamina
Histidina*  Fenilalanina Asparagina Glicina
Isoleucina  Treonina Acido aspartico  Prolina
Leucina Triptéfano Acido glutamico  Serina
Lisina Valina Cisteina Tirosina

*En la infancia

1.4.2. Calidad proteica

La calidad de una proteina esta dada principalmente por el tipo de aminoacidos que
contiene y la cantidad de los mismos, asi como por el grado en el que el organismo los
aprovecha. Las proteinas completas o de alta calidad son aquellas que contienen todos
los aminoacidos esenciales en suficiente cantidad para su aprovechamiento en el
crecimiento de los tejidos y otras funciones celulares, ya que estan compuestas por
alrededor de un 33% de aminoacidos esenciales, en comparacion con el 25% de las
proteinas menos completas, como es el caso de las proteinas de origen animal, excepto
la gelatina, que es deficiente en lisina y triptéfano. En las proteinas incompletas o de baja
calidad, uno o mas de los aminoacidos esenciales estan presentes en una concentracion

insuficiente para satisfacer las necesidades nutricionales del organismo (Kloss, 2000).

Los alimentos proteicos de mayor calidad son el huevo y la leche humana (Marin
Rodriguez, 1988). Las proteinas vegetales suelen carecer de algun aminoéacido
indispensable para la dieta, principalmente lisina, metionina o treonina, y asi, aunque
cuantitativamente representen buenas fuentes proteicas, como en el caso de los
cereales, su aporte de aminoacidos esenciales es deficiente (Bello-Gutiérrez, 2000),

como por ejemplo el trigo, que contiene abundante metionina, pero es deficiente en lisina

10
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(Voet et al., 2007). Las legumbres, como la soya, las habas, los frijoles, el garbanzo y el
chicharo contienen proteina en un grado casi tan alto como el de los alimentos de origen
animal y de buena calidad, especialmente en el caso de la soya y sus productos, que
contienen elevadas cantidades de lisina, aunque son deficientes en metionina
(Velasquez, 2006; Voet et al., 2007). Las nueces, semillas y granos contienen porcentajes
menores de proteina que las legumbres, pero proveen algunos aminoécidos que faltan o
estan presentes en cantidades minimas en las proteinas de las primeras, por ejemplo, la
metionina, aunque el contenido de lisina suele ser muy pobre en las semillas. Las frutas
y verduras contienen un porcentaje muy bajo de proteinas, las cuales son de baja calidad
(Kloss, 2000). En la Tabla 1.4 se presentan las concentraciones tipicas de aminoécidos

esenciales presentes en algunas fuentes proteicas comunes.

Tabla 1.4. Concentraciones de aminoacidos esenciales en diferentes alimentos de origen vegetal

Peso de aminoacido esencial (mg) en 100 g del alimento

Alimento lle Leu Lys Met Phe Thr Trp Val Hys Arg
Amaranto 695 1030 970 344 707 676 51 842 1449 451
Avena 526 1012 517 234 698 462 176 711 876 292

Arroz blanco 296 581 255 150 342 234 95 408 454 165

Cebada 4211 784 406 196 603 389 180 592 555 248
Centeno 414 728 401 172 522 395 87 561 541 261
Maiz 350 1190 254 182 464 342 67 461 398 258

Trigo (grano) 426 871 374 196 589 382 142 577 602 299
Trigo (germen) 899 1710 1608 482 1015 1047 261 1240 2026 711

Frijol 927 1685 1593 234 1154 878 223 1016 1257 627
Garbanzo 891 1505 1376 209 1151 756 174 913 1891 531
Lenteja 1045 1847 1739 194 1266 960 231 1211 2101 662
Soya 1889 3232 2653 525 2055 1603 532 1995 3006 1051
Avellana 1463 1455 690 188 833 623 263 1500 3506 424
Almendra 700 1267 454 518 975 492 172 1053 1976 450
Cacahuate 933 1766 98 317 1374 726 287 1154 --- ---

Nuez 717 1376 285 247 753 494 185 809 2261 359

Fuente: Bourges et al., 1996

11
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La calidad del perfil de aminoacidos se obtiene al comparar el patron de aminoacidos
de la proteina a evaluar con el de una proteina denominada patrén, la cual debe presentar
una eficiencia de retencion de nitrogeno del 100% (Mora, 2002). Los criterios mas
comunes empleados para determinar la calidad de una proteina son variados; entre los
méas empleados se encuentran (Marin Rodriguez, 1988; FAO/OMS, 1991; Mora, 2002;
Biel & Jacyno, 2013):

e la puntuacion o evaluacion quimica del perfil de aminoéacidos (CS),
e latasa de aminoé&cidos esenciales (E/T),

¢ el indice de aminoacidos esenciales (EAAI),

e latasa de eficiencia proteica (PER)

e el valor biologico (BV),

¢ la digestabilidad,

¢ la digestabilidad proteica corregida con puntuacién de aminoacidos (PDCAAS).
1.4.2.1. Puntuacion quimica (CS) del perfil de aminoacidos

El huevo se usa como patrén para juzgar la calidad de la proteina de un alimento, dado
que contiene todos los aminoacidos esenciales (Tabla 1.5), y se le asigna una calidad de
100, valor a partir del cual se evalla la calidad del perfil proteico de otros alimentos
(puntuacion o evaluacién quimica) (OMS/FAO/UNU, 1985; Martinez Maqueda et al.,
2013).

El aminoacido esencial que esta en menor proporcion con respecto al patrén se
denomina aminodcido limitante, y es el que define la puntuacion quimica (CS) (Ecuacién
1) de la proteina (Friedman, 1996):

mg delaminoéacido esencialllimitante
enlgde proteinaevaluada
mg delaminoacido esencial
enlgde proteinapatron

CS= (Ec. 1)

Los aminoacidos que suelen ser limitantes con mayor frecuencia son la lisina, la
treonina y el triptéfano, mientras que la fenilalanina y los aminoacidos ramificados suelen

encontrarse en casi todas las proteinas (Ledn-Sanz, 2006).

12
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Tabla 1.5. Composicion de la proteina de huevo

Aminoacido 9/100 g de Aminoacido 9/100 g de
proteina proteina

Isoleucina 6.6 Asparagina = -
Leucina 8.8 Ac. Aspartico 9.0
Lisina 6.4 Ac. Glutamico 16.0
Fenilalanina 5.8 Glutamina -
Tirosina 4.2 Glicina 3.6
Metionina 3.1 Histidina 2.4
Cisteina-Cistina 2.4 Ornitna -
Treonina 5.1 Prolina 8.1
Triptéfano 1.6 Serina 8.5
Valina 7.3
Alanina 7.4 % aa esenciales 46
Arginina 6.1 E/T 3.2g/16 gN

Fuente: Mora, 2002

1.4.2.1. Tasa de aminoacidos esenciales (E/T)

Corresponde a la proporcién de los aminoacidos esenciales en relacion con el total de
aminoacidos (Shenkin & Wretlind, 1978), y suele expresarse mediante un porcentaje

(Ecuacion 2):

T 9ramos de aminoacidos esenciales
gramos totales de aminoacidos

E/

x100 (Ec. 2)

1.4.2.3. Indice de aminoéacidos esenciales (EAAI)

La razon en masa de un aminoacido esencial (EAA) es el cociente entre la cantidad
de dicho aminoacido en la proteina muestra con respecto a la cantidad de dicho

aminoécido en la proteina de referencia (Ecuacién 3) (Oser, 1951).

EAp . Masa de aa esencialenlamuestra
masa de aa esencialenlareferencia

(Ec. 3)

13
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Dado que todos los aminoacidos esenciales juegan un papel relevante en la calidad
de la proteina dietaria y no Unicamente el amino&cido limitante, se desarroll6 un indicador
conocido como indice de aminoacidos esenciales (EAAI), el cual consiste en la media
geométrica de las razones de los aminoacidos esenciales en una proteina muestra con

respecto al patrén de referencia (Ecuacion 4) (Oser, 1951),

EAAI =9/EAA, e EAA, o..e EAA; ¢ EAA, (Ec. 4)

1.4.2.4. Tasa de eficiencia proteica (PER)

Consiste en la ganancia de peso de un sujeto prueba dividido entre su ingesta de una
proteina alimenticia durante el periodo de prueba, mediante la comparacion entre el peso
ganado por animales en crecimiento alimentados con una proteina de prueba con
respecto al peso ganado por otros animales en crecimiento alimentados con una proteina
de referencia de alta calidad (llsen, 2004). Dado que no estd basado en la
ingesta/excrecidon de residuos proteicos de los alimentos, su exactitud es menor a la de
indicadores como el valor bioldgico, pero la técnica para obtenerlo es sencilla y facil de
usar (Mudambi, 2001). Puede ser estimado a partir de las siguientes tres ecuaciones
(Ecs. 5 —7) (Alsmeyer et al., 1974):

PER1 = -0.648 + 0.456Leu — 0.047Pro (Ec. 5)
PER2 =-0.468 + 0.454Leu -0.105Tyr (Ec. 6)
PERs =-1.816 + 0.435Met +0.78Leu + 0.211Hys — 0.944Tyr (Ec. 7)

1.4.2.5. Valor biolégico (BV)

El valor biolégico es el porcentaje de proteina que el cuerpo retiene para utilizarlo en
la sintesis de tejidos nuevos. Solamente el huevo y la leche materna contienen todos los
aminoacidos necesarios para construir tejidos y para la sintesis proteica en la cantidad
adecuada, por lo que tienen un valor bioldgico cercano a 100 (Marin Rodriguez, 1988).
Este puede ser determinado in vivo a través de la determinacion de la tasa nitrogeno
retenido/nitrégeno absorbido mediante un analisis de la materia fecal de los sujetos de

estudio (Mora, 2002), o bien estimado a partir de la Ecuacion 8 (Morup & Olesen, 1976):
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BV = 10215 x Lys?4! x (Phe + Tyr)%69 x (Met + Cys)? 77 x Thr®24 x Trp%?1  (Ec. 8)

donde cada simbolo de aminoacido representa:

¢ % aminoacido / % aminoacido del patrén FAO (1985), si el % aminoacido £ %
aminoacido del patron FAO o

e % aminoacido del patron FAO (1985) / % aminoacido, si el % aminoacido = %

aminoacido del patron FAO.
1.4.2.6. Digestibilidad proteica

La digestibilidad corresponde al porcentaje de la proteina ingerida que normalmente
es absorbida en el tracto gastrointestinal. In vitro, la digestibilidad se reporta como el
porcentaje de nitrégeno soluble en base al residuo de una digestion con pepsina (PDR),

tal como se expresa en la Ecuacion 9 (Mertz et al., 1984).

-N

% Digestabilidad = (Nowesra - Nresino) x100 (Ec.9)

muestra

En la Tabla 1.6 se muestra un comparativo de indicadores de la calidad de las

proteinas presentes en varios alimentos comunes.

Tabla 1.6. Calidad proteica de algunos alimentos

Alimento Cs BV NPV
Huevo entero 100 98 94
Leche 95 77 77
Harina de soya 74 70 65
Trigo 53 49 48
Maiz 49 36 31
Arroz 67 67 63

Fuente: Fox & Cameron, 1982
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1.4.2.7. Digestibilidad proteica corregida con puntuacion de aminoé&cidos
(PDCAAS)

La puntuacion de aminoacidos (AAS) corresponde a las cantidades de los aminoéacidos
individuales en un alimento, o su razén en relacion con la necesidad de ese aminoacido
en la dieta, sin importar la medida en la cual la proteina es digerible o no (Ecuacion 11)
(Mokrane et al., 2010).

Contenido de aa enla proteinamuestra

AAS =
Contenido de aa en el patron FAO/WHO/UNU

(Ec. 11)

A partir de ello, la FAO y la OMS han adoptado otra escala de calidad proteica llamada
digestibilidad proteica corregida con puntuacion de aminoacidos (PDCAAS), la cual
corresponde a la concentracion del aminoacido limitante en la proteina, la cual se expresa
como el porcentaje de la concentracion del amino&cido limitante en el patron de referencia
de aminoacidos (Ecuaciéon 12) (FAO/WHO /UNU, 1989):

Contenido de aminoacido (mg/g de proteina) x Digestibiidad
Contenido de aminoacido en el patrén FAO/WHO/UNU

PDCAAS= (Ec. 12)
Si bien este parametro no es perfecto, se considera que es mejor y mas exacto en
relacion a las necesidades reales en la alimentacibn humana y a la puntuacién de los

alimentos (Mokrane et al., 2010).

1.5. LA CALABAZA

El término “calabaza” se emplea para referirse a un grupo de plantas con frutos
carnosos que se comen (Cucurbita moschata, C. pepo, C. maxima y otras), asi como
también frutos que se han empleado como recipientes (Lagenaria siceraria y Crescentia
cujete), las cuales (a excepcion de C. cujete) pertenecen a la familia de las cucurbitaceas.
Son originarias del continente americano, y al igual que el maiz y el frijol, han sido
cultivadas por milenios, dado que son frutos abundantes en carbohidratos y vitaminas, y
sus semillas con ricas en aceites y proteinas, e inclusive las flores son consumidas o
cocidas, ademas de que son faciles de propagar y crecen rapidamente sobre desechos

organicos, por lo cual se cosechan en casi toda la republica (Muschler et al., 2008).
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Usualmente, las semillas de calabaza son un subproducto derivado del procesamiento
de la pulpa a gran escala o también a nivel artesanal. Se estima que las semillas
constituyen alrededor del 2.9% en peso del fruto fresco, mientras que en base seca
representan hasta un 32% (Sedano-Castro et al., 2005). Marcone et al. (1998) reportan
que las principales proteinas presentes en las semillas de calabaza consisten en
globulinas de almacenaje solubles en soluciones salinas, asi como también albuminas,

glutelinas y prolaminas.
1.5.1. Taxonomia

La familia Cucurbitaceae incluye alrededor de 90 géneros y 750 especies, de los
cuales el género Cucurbita cuenta con 27 especies (Whitaker, 1968; Hernandez, 1978),
de las cuales quince se encuentran en Latinoamérica (Lira R. , 1995). Las especies de
este género forman el grupo conocido como calabazas, de las cuales cinco ya han sido
domesticadas: C. pepo L. (calabaza de india), C. ficifolia Bouché (chilacayote), C.
moschata (calabaza de castilla); C. maxima (calabaza kabosha) y C. argyrosperma
Huber, las cuales (con excepcion de C. maxima) se encuentran ampliamente distribuidas
en México (Lira R. , 1995; Hernandez, 1978). De estas especies se obtienen diferentes
productos, ya sea como alimento (verdura), para la elaboracion de dulces o fruta
cristalizada, para la obtencion de aceites a partir de las semillas o pepitas, y también en
la medicina herbolaria como tratamiento contra la solitaria (Cruces-Carbajal, 2006). En el
estado de Yucatan se cultivan tres de las quince especies, C. argyrosperma, C. moschata
y C. pepo (Lira R. , 1995), cuyo eje de domesticacién ha sido la semilla debido a su

durabilidad postcosecha y a su alto valor alimenticio (Nee, 1990; Merrick, 1995).
1.5.2. Descripcion botanica

Las calabazas crecen de plantas anuales, herbaceas, trepadoras o rastreras, con
zarcillos ramificados (filamentos espirilados que se enrollan en los objetos sélidos o se
adhieren al suelo y las paredes), con hojas anchas, simples, alternas, pilosas o
pubescentes y lobuladas, y flores amarillas solitarias en las axilas de las hojas,
unisexuales, gamopétalas, pentameras, con cinco pétalos y cinco sépalos. El fruto es una

baya idehiscente, carnosa, con la pulpa esponjosa en la cual se encuentras muchas
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semillas blancas o amarillentas, de cascara mas o menos gruesa, lisa o plegada, dura o
quebradiza, de una variedad de colores (verde amarillenta, anaranjada, rojiza, azulosa o

jaspeada, con o sin costillas prominentes (Cruces-Carbajal, 2006).
1.5.2.1. Cucurbita argyrosperma

Perteneciente al género Cucurbita, es una de las tres especies cultivada en la
peninsula de Yucatan, cuya domesticacion, de acuerdo a la evidencia arqueoldgica,
ocurrio en el sureste mexicano hace mas de 7000 afios. El tamafio relativamente grande
de su semilla (Figura 1.1) indica que este fruto fue empleado principalmente para la
obtencion de las mismas, y, a diferencia del resto de las especies de Cucurbita, los datos
sobre la distribucién del cultivo de C. argyrosperma afuera de América son muy escasos
y no hay certeza de que esta especie hubiese sido cultivada alguna vez en el Viejo Mundo
ni tampoco fuera de su area de domesticacion (Lira & Montes, 1994). La clasificacion

taxondmica de la especie se presenta en la Tabla 1.7.

Tabla 1.7. Clasificacién taxonémica de C. argyrosperma

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Género Cucurbita
Especie Argyrosperma

Nombre comun

Xnuuk Xka’ xkuum
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Figura 1.1. Fruto y semillas de C. argyrosperma (Xnuuk xka' k'aum)

A lo largo de su area de distribucion, tanto las flores, los brotes jévenes y los frutos
jévenes y maduros son consumidos como vegetales. Las semillas, su producto mas
importante, son consumidas enteras, tostadas o rostizadas y son el ingrediente principal
de salsas empleadas en la preparacion de varios platillos (como los papadzules y el
pipian), y tienen un alto valor nutricional dada su elevado contenido de aceite y proteina.
En la peninsula de Yucatan, la pulpa del fruto se emplea en la medicina tradicional para
tratar quemaduras, heridas y erupciones de la piel, mientras que las semillas son
empleadas como anestésico, para estimular la produccion de leche en las mujeres

lactantes, y como antihelmintico (Lira & Montes, 1994).
1.5.3. Valor nutricional

Las calabazas son consideradas un alimento relevante en relacibn a su aporte
nutrimental, pues contienen beta-caroteno, vitamina E, cuatro vitaminas D y minerales,
compuestos esenciales para fortalecer la defensa del organismo contra patdgenos y los

efectos dafinos de la radiacion UV (Muschler et al., 2008).

Achu et al. (2005) estudiaron el valor nutricional de semillas de cucurbitaceas
(Cucumeropsis mannii, Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Lagenaria siceraria y
Cucumis sativusen) de diferentes regiones de Camerun, encontrando que tanto las
semillas como sus tortas desgrasadas son ricos en proteinas (28 a 40.49y 61 a 73.59%
en peso respectivamente), con valores de humedad, fibra cruda y cenizas similares a los
de las semillas de soya, cacahuate, ajonjoli y girasol, ademas de que el valor nutricional
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de las semillas no depende de la region climatica sino de la especie en cuestion.

Idouraine et al. (1996) estudiaron los nutrientes contenidos en ocho lineas de semillas
de Cucurbita pepo encontraron que los valores de proteina constituyeron desde el 37.1 +
0.45% a 44.4 + 0.45%, siendo significativamente diferentes entre los diferentes tipos de
semillas, con un patron de aminoacidos similar entre las diferentes lineas celulares, con
altos niveles de arginina y acidos aspértico y glutdmico, pero bajos de cisteina y

metionina.

Sharma et al. (1986) determinaron la calidad nutricional de proteinas de cuatro
especies de cucurbitdceas cultivadas mediante evaluacién quimica por balance de
nitrogeno, encontrando valores biolégicos para las proteinas de melén, de sandia y de
calabaza de 59, 64, y 67 respectivamente, y un valor de 70 para la calabaza amarga
(Momordica charantia). Respecto a la composicion de aminoacidos, encontraron que la
lisina fue el aminoacido esencial limitante en todas las proteinas estudiadas, mostrando
ademas que los cocientes leucinaiisoleucina y leucina:lisina se mantuvieron

relativamente constantes entre las diferentes especies.

Mansour et al. (1993) evaluaron el valor nutritivo de productos de semilla de calabaza
Cucurbita pepo Kakai 35 y encontraron que contenian un valor elevado de proteina cruda,
en el rango de 720-960 g kg, con una digestibilidad proteica in vitro y un valor biolégico
en los rangos de 88-97% y 73-86%, respectivamente, con un elevado contenido de Ca,

K, P, Mg, Fe y Zn, asi como vitaminas del grupo B.

Estos contenidos proteicos hacen de las semillas de calabaza una materia prima
prometedora en la elaboracion de productos de elevada calidad proteica para su uso
como suplementos nutricionales o agentes funcionales en la formulacién de alimentos,
ademas de que varias investigaciones reportan propiedades fisicoquimicas y funcionales
de las harinas ricas en proteinas que les otorgan un gran potencial para diferentes
aplicaciones tecnoldgicas en la elaboracion de productos alimenticios ( (EI-Adawy &
Taha, 2001).
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1.6. JUSTIFICACION

En la actualidad, existe una alta demanda de productos alimenticios para satisfacer las
necesidades nutricionales de las personas alrededor de todo el orbe. El aumento
exacerbado de la poblacion mundial pone a prueba constantemente la capacidad de la

industria de los alimentos para satisfacerla la demanda.

Las proteinas son biomoléculas muy importantes para una elevada cantidad de
funciones estructurales, de sintesis, cataliticas, reguladoras o de transporte, el consumo
de proteinas de calidad en la cantidad adecuada es indispensable para mantener el
adecuado funcionamiento del organismo. Desafortunadamente, el acceso de una gran
parte de la poblacion a estos nutrimentos se ve obstaculizado por la escasez o el alto
precio de los alimentos que las proveen, ademas de que muchas de las fuentes
tradicionales de proteinas de calidad pueden ser alérgenos, por lo que es prioritario
identificar nuevas fuentes proteicas de alta calidad y bajo costo.

La obtencién de proteinas de alta calidad de fuentes subexplotadas es una de las
alternativas para satisfacer los requerimientos proteicos y contribuir a la disminucion del
problema de desnutricién en los paises en desarrollo. La calabaza (Cucurbita sp.) es una
planta ampliamente distribuida en gran parte del pais. Sus semillas tienen un alto
contenido de aceite, y actualmente han cobrado especial atencién debido a que son una
buena fuente de proteinas, aunque se encuentra desaprovechada como fuente

nutrimental, debido al desconocimiento de sus caracteristicas y propiedades.

El incremento en la produccion de aceite de semilla de calabaza a nivel global genera
una gran cantidad de torta desgrasada de semilla de calabaza como subproducto, el cual
llega a tener porcentajes de proteinas de alrededor del 60%, pudiendo emplearse para la
elaboracién de concentrados o aislados proteicos que sirvan como ingredientes en
diferentes productos alimenticios o bien como suplementos, dandole un valor agregado
a las semillas, ya que actualmente suele emplearse solo como un subproducto de bajo
valor, para la alimentacion del ganado, o en nuestra region, solamente como botana o

como ingrediente de un nimero muy reducido de platillos.
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1.7. OBJETIVOS
Objetivo General:

Caracterizar los componentes proteicos de la semilla de calabaza (Cucurbita

argyrosperma Huber) y determinar su calidad nutrimental.
Objetivos especificos:

e Determinar la composicion proximal de la harina entera y desgrasada.

e Determinar las propiedades fisicoquimicas del aislado proteico de la semilla de
calabaza (solubilidad, composicion de las fracciones proteicas, color, pH,
densidad, actividad antioxidante).

e Determinar la composicion de aminoacidos de las proteinas de la semilla de
calabaza.

e Obtener los principales parametros de calidad proteica.

e Determinar la calidad nutrimental de las proteinas de semilla de calabaza.
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1.8. HIPOTESIS

La semilla de calabaza es un alimento de origen vegetal con un alto contenido de
proteinas, con caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para su empleo en la industria
alimenticia, ademas de que poseen un contenido adecuado de aminoacidos esenciales
e indicadores de calidad proteica tales que las hacen altamente recomendables para el
consumo humano y la satisfaccidén de sus requerimientos proteicos, debido a su elevada

calidad nutrimental.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS
2.1. ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO
El presente estudio se dividio en tres grandes fases:

1. Analisis proximal: A partir de la semilla pelada de calabaza C. argyrosperma Huber
se obtuvo una harina entera mediante molienda, a partir de la cual se obtuvo una
harina desgrasada mediante una extraccion de tipo Soxhlet con hexano.
Posteriormente, se determind la composicion proximal de acuerdo a los
procedimientos establecidos por la AOAC (2005).

2. Caracterizacion proteica: A partir de la harina desgrasada se obtuvo un aislado
proteico mediante dilucién alcalina con precipitacion por punto isoeléctrico. A partir
de dicho aislado, se procedié a obtener el perfil de solubilidad en agua, la
composicion de las fracciones por diferencias en solubilidad de acuerdo al método
de Osborne, la determinacién de color, pH y densidad, asi como la determinacion
de la actividad antioxidante del aislado mediante el método de captaciéon de
radicales libres DPPH- y el poder reductor de Fe*3.

3. Determinacién de la calidad proteica: Se obtuvo el perfil de aminoacidos del
aislado proteico y su concentracion mediante cromatografia de liquidos de alta
eficiencia en fase reversa (RP-HPLC). A partir de ello, se determinaron los
siguientes indicadores de calidad proteica:

e la puntuacion o evaluacion quimica del perfil de aminoéacidos (CS),
¢ latasa de amino&cidos esenciales (E/T),

e el indice de aminoacidos esenciales (EAAI),

e el valor biolégico (BV),

e la digestibilidad in vitro (IVPD) y

e la digestibilidad proteica corregida con puntuacion de aminoacidos (PDCAAS).
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Semilla Harina . Harina , Aislado
pelada desgrasada

hexano precipitacion proteico

N SN

FASE 1 FASE 11 FASE 111
Analisis proximal: Solubilidad en agua Cuantificacion de
humedad, proteina, Fraccionamiento por aminoacidos
cenizas, fibra cruda, solubilidad Determinacion de
grasa, extracto libre Punto isoeléctrico indicadores de calidad:

de N Color, pH, densidad E/T, CS, EAAI BV,

Actividad antioxidante Digestibilidad, PDCAAS

Figura 2.1. Estrategia general de trabajo

2.2. ANALISIS PROXIMAL

La materia a emplear en este estudio consistiéo semilla de calabaza (C. argyrosperma
Huber), adquirida en un mercado local. Las semillas fueron molidas en un procesador de
alimentos y tamizadas para obtener una harina. Posteriormente se procedié a determinar
su composicion proximal en base a las metodologias propuestas por la AOAC (2005), y
para determinar el contenido proteico se emple6 el método de Bradford (1976). Todos los

analisis se realizaron por triplicado.

e La determinacion de humedad se realiz6 mediante el método de secado en estufa.
Se pesaran 2 gramos de muestra en un crisol a peso constante conocido, y se
introdujeron a un horno a 105 °C por 2 horas. Transcurrido este tiempo, se sacaron
del horno y se colocaron en un desecador por 30 min para alcanzar temperatura
ambiente, y se procedié a pesarlos. La humedad se determin6é calculando la
diferencia entre el material original y el material secado, y se expresé como un
porcentaje.

e La determinacion de cenizas se realiz6 mediante una calcinacion en mufla. Se
pesaron 2 gramos de muestra en crisoles a peso constante conocido, y se
introdujeron a un horno a 550 °C por 5 horas. Transcurrido este tiempo, se sacaron
del horno y se colocaron en un desecador por 30 min para alcanzar temperatura

ambiente, y se procedid a pesarlos. El contenido de cenizas se determind por
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diferencia entre el crisol con muestra y el crisol sin ella, y se expres6 como un
porcentaje.

Para la determinacion de grasas se empleé un equipo Soxhlet y hexano como
disolvente. En un cartucho de extraccion de celulosa, se pesaron 5 g muestra
deshidratada y se tap6 con una capa ligera de algodon, y se colocaron en el extractor
Soxhlet. Seguidamente, se colocé un recipiente con hexano y se procedid a la
extraccion durante 2 horas. Se sacaron los cartuchos de extraccion de celulosa y se
colocaron en un desecador por 30 min; transcurrido este tiempo, se pesaron. El
contenido de grasas se determin0 por diferencia entre el peso inicial y el peso final,
y se expresO como un porcentaje.

La fibra cruda se determin6 mediante la medicion de la pérdida de masa que
corresponde a la incineracion del residuo seco de la digestion de una muestra con
acido sulfarico 1.25% (m/v) e hidréxido de sodio 1.25% (m/v). Se pesaron 2 g de
muestra desgrasada y se colocaron en un matraz con 200 mL de H2SO4 al 1.25 % en
ebullicién con agitacion esporadica por 30 min. Trascurrido este tiempo, la muestra
se filtré a vacio en un embudo Biichner precalentado y se lavo con agua hirviendo.
Se repitié el mismo procedimiento con el residuo, empleando en esta ocasion NaOH
1.25% m/v. El nuevo residuo se coloco en un crisol de filtracion, se lavd con agua
hirviendo y posteriormente con HCI al 1% y de nuevo con agua caliente, seguido de
tres lavados con éter de petroleo. El residuo se depositd en un crisol a peso constante
conocido y se coloc6 en un horno a 105 °C durante 12 horas, dejandolos enfriar
posteriormente en desecador por 30 min para proceder a pesarlos. Una vez hecho
esto se colocaron en la mufla a 550 °C por 3 h, y posteriormente se dejaron enfriar
en un desecador por 30 min, después de lo cual se pesaron. El contenido de fibra se

determiné empleando la siguiente expresion matematica:

(Pesoresiduo seco-Pesocenizas)
Pesomuestra

% Fibracruda =

x100 (Ec. 7)
Para determinar el porcentaje de proteina cruda en las muestras, se utilizé el método

de Bradford (Bradford, 1976). Se preparo una disolucion madre de albumina sérica
bovina (BSA) con una concentracion de 1 mg/mL, a partir de la cual se prepararon

26



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

disoluciones en el intervalo 20 — 100 pg de proteina, con las que se realizé una curva
de calibrado, agregando a cada disolucion 2 mL de reactivo de Bradford grado
analitico de Sigma-Aldrich y midiendo las absorbancias a 595 nm. Posteriormente,
se tomaron 10 pL del sobrenadante de una suspension de la harina desgrasada y se
completd con agua hasta una concentracion medible de proteina.

e El extracto libre de N (carbohidratos principalmente) se obtuvo como la resultante de
restar a 100 los porcentajes calculados para cada uno de los nutrientes calculados

anteriormente.
2.3. CARACTERIZACION PROTEICA
2.3.1. Obtencién del aislado proteico

Se realiz6 mediante una dilucién alcalina seguida de precipitacibn por punto
isoeléctrico mediante el método de Shevkani et al. (2015) con ligeras modificaciones. Se
suspendieron 20 g de la harina desgrasada en 250 mL de agua desionizada, y se ajusto
el valor del pH a 10 con NaOH 0.1 M. Las dispersiones se agitaron por una hora a 40 °C
y se centrifugaron a 8000 g por 20 min. Se recuperé el sobrenadante, y se realizé una
segunda extraccion a la harina siguiendo el mismo procedimiento. Los sobrenadantes se
combinaron, y se ajusté al valor de pH correspondiente a su punto isoeléctrico,
determinado tal como describe Ju (2001), empleando HCI 0.1 M para precipitar las
proteinas; se realiz6 una segunda centrifugacion, y se colecté el precipitado,
correspondiente al aislado proteico, el cual fue lavado dos veces con agua destilada,
seguido de centrifugacion y secado con horno a 40 °C por 6 h, para posterior

almacenamiento a 4 °C hasta posterior empleo. La extraccion se realiz6 por triplicado.
2.3.2. Determinacion de la solubilidad proteica

El perfil de solubilidad proteica a varios valores de pH se determind de acuerdo a la
metodologia propuesta por Bera et al. (1989) con ligeras modificaciones. Se disolvieron
100 mg de aislado proteico en 10 mL de agua desionizada, preparando muestras a
valores de pH en el rango 2-11, con variaciones de una unidad de pH, ajustando con
NaOH 0.1 M o HCI 0.1 M, segun fue el caso. Las muestras se agitaron por 30 minutos a

temperatura ambiente, y se centrifugaron a 7 500 g por 15 min. Se determiné la cantidad
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de proteina presente en la solucién antes de la centrifugacion y en los sobrenadantes
después de la centrifugacion a 10000 g por 15 minutos mediante el método de Bradford

(1976). La solubilidad proteica (PS) se determind mediante la ecuacion:

mg de proteinaen el sobrenadante
PS(%)=_  JUEP : (Ec.8)
Cantidad total de proteinaen100mg de muestra

Se determino también la influencia de la concentracion de la dispersion proteica en el
grado de solubilidad del aislado proteico, para tres valores de pH, de acuerdo a la
metodologia de Bucko et al. (2015) con ligeras modificaciones. Se prepararon
dispersiones proteicas a diferentes concentraciones, empleando cantidades adecuadas
de aislado proteico para preparar dispersiones proteicas en un rango de concentracion
de proteina (cdisp) de 2-10 g/100 mL, manteniendo en agitacion constante por una hora a
una temperatura de 40 °C, para facilitar la disolucion de las proteinas. La concentracion
proteica del sobrenadante se determind de acuerdo al método de Bradford (1976), y el

porcentaje de solubilidad se calcul6 empleado la Ecuacion 8.
2.3.3. Fraccionamiento proteico

Las fracciones proteicas fueron extraidas a partir de la harina desgrasada empleando
el método de Osborne tal como lo describen Ju et al. (2001). Las proteinas solubles en
agua (albuminas) fueron extraidas mediante agitacién de una suspension preparada con
10 g de proteina en 100 mL de agua destilada por dos horas a temperatura ambiente, la
cual posteriormente se centrifugé a 10 000 g por 20 minutos para obtener el sobrenadante
con la fraccién de albuminas. El residuo sélido se resuspendié en 100 mL de NaCl 1M
para extraer las proteinas solubles en medios salinos (globulinas) mediante agitacion de
la suspension por dos horas a temperatura ambiente, la cual posteriormente se centrifugd
a 10 000 g por 20 minutos para obtener el sobrenadante con la fraccion de globulinas. El
residuo sélido recuperado se resuspendié en 100 mL de agua destilada, a la cual se le
ajusto el valor del pH a 11 empleando NaOH 0.1 M, y se procedio a agitarlo por dos horas
a fin de extraer las proteinas solubles en medios alcalinos (glutelinas). La suspension se
centrifugd a 8000 g por 20 minutos para obtener el sobrenadante con la fraccion de

glutelinas. Las proteinas solubles en alcohol (prolaminas) fueron extraidas de manera
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analoga empleando etanol al 70% por dos horas, seguida de centrifugaciéon. Todos los
residuos fueron lavados con una pequefia porcion del solvente de extraccion para retirar
las fracciones residuales de proteina, y se juntaron con los sobrenadantes previamente
obtenidos. Las albuminas, globulinas y glutelinas se precipitaron mediante ajuste al valor
de pH correspondiente a su punto isoeléctrico, mientras que las prolaminas fueron
precipitadas por adicion de acetona tal como describe Tecson (1971). Después de la
precipitacion proteica, las muestras se centrifugaron, eliminandose los sobrenadantes y
procediendo a secar los pellets en incubadora a 50 °C por 5 h, para posterior

almacenamiento a 4 °C hasta posterior empleo.
2.3.4. Determinacion de los puntos isoeléctricos

Los puntos isoeléctricos (pl) del aislado y de las fracciones proteicas se determinaron
mediante turbidimetria de acuerdo a la metodologia descrita por Horax et al. (2010). Se
tomaron 10 pL de cada uno de los sobrenadantes obtenidos y se diluyeron hasta alcanzar
una concentracion de turbidez medible, y se procedié a medir la absorbancia con un
espectrofotometro a 320 nm en un rango en un rango de pH de 2-11, con variaciones de
una unidad de pH y con incrementos mas pequefios cerca del valor del pl, ajustando con
NaOH 0.1 M o HCI 0.1 M, segun fue el caso. El valor del pl correspondio al pH que origin6

la mayor turbidez en cada caso.
2.3.5. Determinacion del color

Los parametros de color para las harinas y el aislado proteico fueron medidos con un
colorimetro tri-estimulo (X-rite SP60 Series), mediante el cual se determiné la claridad
(L), la cromaticidad rojo/verde (a*) y la cromaticidad amarillo/azul (b*), calculando a partir
de ellos la cromaticidad (C*) y el &ngulo de tono (h*) (Figura 2.2), en base a las siguientes

ecuaciones (Rodriguez-Miranda et al., 2012):
C=va?2+b?2 (Ec. 13)

h'= arctg (:—) (Ec. 14)
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Luminosidad
Lde0al00

C = Croma (Saturacion)
Cde0al00

Tono (H%)

h = Tono (Hue),
m un valor de 0 a 360°

90° 135° 180° 225° 270° 31%°

Figura 2.2. Parametros de color (Fuente: www.gusgsm.com)
2.3.6. Determinacién del pH

Se dispersaron 5 gramos de cada muestra (harina, harina desgrasada y aislado
proteico) en 50 mL de agua destilada, y se mantuvo en agitacién por media hora a
temperatura ambiente. El valor de pH respectivo se determiné empleando un
potenciémetro (Rodriguez-Miranda et al., 2012).

2.3.7. Determinacién de la densidad

La densidad de las harinas y del aislado proteico se determiné empleando el método
descrito por Monteiro y Prakash (1994) con ligeras modificaciones. Se colocé muestra en
un tubo centrifugo de plastico previamente pesado (P1) hasta alcanzar la marca de 5 mL,
y se procedido a compactarla para eliminar espacios dentro del tubo. El volumen fue
tomado como el volumen final de la muestra del tubo (V). El tubo fue pesado otra vez
(P2), y a partir de la diferencia de peso, la densidad de las muestras fue calculada y

expresada en g/mL.
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2.3.8. Determinacion de la actividad antioxidante del aislado proteico

La actividad antioxidante del aislado proteico de semilla de calabaza fue evaluada
mediante la evaluacién de dos propiedades: la capacidad de captacion de radicales libres

DPPH- y el poder reductor de iones Fe*3.

2.3.8.1. Evaluacion de la capacidad captadora de radicales libres por el método de

DPPH-

Se evalué la actividad captadora de radicales libres del aislado proteico empleando la
metodologia de Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones. Se preparé una
disolucién Stock del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) mezclando 2.5 mg del
radical con 100 mL de etanol al 96%, a la cual se le ajusté la absorbancia hasta un valor

de 0.7 £ 0.02 empleando el mismo disolvente, a una longitud de onda de 515 nm.

Se prepar6 una muestra tomando una alicuota de 100 pL de sobrenadante proteico, a
la cual se le afiadieron 3.9 mL de disolucién de DPPH. La muestra se agitd y se dejo
reposar por 30 min en ausencia de luz, después de los cuales se procedié a medir la
absorbancia de la misma a 515 nm con un espectrofotbmetro UV-Vis Agilent
Technologies Cary 60, empleando etanol como blanco. Se calculd el porcentaje de
inhibicion (% Inhib.) como:

absorbancia control-absorbancia muestra
, x100
absorbancia control

% Inhib =

(Ec. 14)

y el resultado fue expresado como ICso, correspondiente a la reduccion del 50% de la
actividad radicalaria, empleando una curva de calibracion con concentraciones de aislado
proteico en el rango de 100 a 1000 mg/mL. Se realizé también una curva de calibracion
empleando &cido ascorbico como antioxidante de referencia, empleando el mismo rango

de concentraciones que para el aislado proteico.
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2.3.8.2. Evaluaciéon del poder reductor del extracto proteico por el método de
reduccién de Fe*3

Se evalué el poder reductor del aislado proteico sobre el ion férrico (Fe*3) empleando
la metodologia de Oyaizu (1986). Se mezclaron 2.4 mL de extracto con 2.5 mL de
amortiguador de fosfatos (0.2M, pH 6.6) y con 2.5 mL de ferricianuro de potasio (1% m/v
H20), y se procedié a incubar la muestra a 50 °C por 20 min. Posteriormente, se
adicionaron 2.5 mL de &cido tricloroacético (10% m/v H20) a la mezcla de reaccion, y se
centrifugd a 8000 g durante 15 mL. Se tomaron 5 mL del sobrenadante de la mezclay se
mezclaron con 4 mL de agua destilada y 1 mL de cloruro férrico (1% m/v H20), dejando
reposar por 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se
midi6é la absorbancia de las mismas a 700 nm en un espectrofotometro UV-Vis Agilent
Technologies Cary 60. El incremento en el valor de este parametro corresponde a un
aumento en el poder reductor del extracto. El resultado fue expresado como mg
equivalentes a acido ascorbico, usando una curva de calibracidon con concentraciones

entre 0.1y 1 mg/mL.
2.4. DETERMINACION DE LA CALIDAD PROTEICA
2.4.1. Determinacion de la composicién de aminoacidos

La determinacion de la composicién de aminoacidos se realiz6 mediante cromatografia
liguida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), de acuerdo a la metodologia de
Alaiz et al. (1992) con ligeras modificaciones, empleando un cromatégrafo de liquidos de

alta eficiencia marca Agilent, modelo 1100 series, con las siguientes especificaciones:

a) Inyector manual

b) Bomba binaria marca Agilent, modelo G1311A.

c) Desgasificador marca Agilent, modelo G1379A.

d) Detector de longitud de onda variable (VWD) marca Agilent, modelo G1315A.

e) Columna cromatogréafica C18 en fase reversa, tamafio de particula 4 um, 300 x 3.9
mm marca Nova Pack, modelo WAT011695.

f) Programa computacional Data Apex Clarity Chromatography Station para Windows.
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2.4.1.1. Hidrdlisis proteica

Se pesaron 10 mg del aislado proteico en un vial de 2 mL, y se le afladieron 10 pL de
acido L-aminobutirico como patrén interno y 1.5 mL de HCI 6N. Los viales se cerraron
con sello de teflon bajo atmdsfera de nitrégeno y se procedid a realizar la hidrdlisis
durante 20 horas a 110 °C. Tras la hidrdlisis, las muestras se llevaron a sequedad en una

estufa al vacio durante 4 h, y se procedio a realizar la derivatizacién precolumna.

Para el caso del triptéfano, se realizdé una hidrdlisis basica de acuerdo a Yust et al.
(2004). 10 mg de muestra fueron disueltos en 3 mL de hidréxido de sodio 4 N, se
colocaron en tubos de hidrdlisis bajo atmosfera de nitrégeno, y se incubaron en un horno
a 100 °C por 4 h. Los hidrolizados fueron enfriados en hielo y neutralizados a pH 7
utilizando HNOs3 12 N. Posteriormente fueron diluidos hasta 25 mL con buffer de borato
de sodio 1 M (pH 9). Se tomaron alicuotas de estas soluciones y se filtraron a través de
filtros Millex 0.45 um (Milliporre) previo a la inyeccion.

2.4.1.2. Derivatizacion

Previo al analisis del hidrolizado proteico acido, se llevé a cabo una derivatizaciéon
precolumna (Alaiz, 1992). A los viales con la muestra hidrolizada y seca se les afiadieron
0.8 pL de etoximetilenmalonato de dietilo (EMMDE) como agente derivatizante.
Seguidamente, se agregd amortiguador de borato de sodio 1M (pH 9) hasta alcanzar un
volumen final de 1 mL, y se dejo que la reaccién se llevara a cabo durante 50 min a 50
°C. Transcurrido el tiempo de reaccién los viales se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y se tomaron 15 L de muestra, los cuales se filtraron a través de filtros Millex

0.45 um (Milliporre), y fueron inyectados en el cromatografo de liquidos.
2.4.1.3. Curva de calibracion

Para la elaboracién de la curva de calibracién se emple6 una mezcla estandar de
aminoacidos a una concentracién de 2.5 pymol/mL para cada uno (1.25 pmol/mL en el
caso de la L-cistina), a partir de la cual se prepararon soluciones estandar en un rango
de concentraciones de 37.5 a 3000 pmol aa/15 pL de acuerdo a lo que se muestra en la
Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Preparacion de los estandares de aminoacidos para las curvas de calibracion

aminodcido (pmo)  aminodsidos (L) () EMMDE(@)  AMOENEr
375 1 10 0.8 988
187.5 5 10 0.8 984
375 10 10 0.8 979
750 20 10 0.8 969
1500 40 10 0.8 949
3000 80 10 0.8 910

Los aminoacidos utilizados para hacer las rectas de calibrado de amino&cidos fueron
sometidos a las mismas condiciones que las muestras, para evitar los errores producidos
por la pérdida de algunos aminoacidos durante la hidrolisis acida. El volumen total de
todas las soluciones fue de 1 mL y el célculo de las concentraciones se efectu6 para 15

UL correspondientes al volumen de inyeccion.
2.4.1.4. Condiciones del andlisis cromatogréfico y gradiente de elucion

Para el andlisis cromatografico del perfil de aminoacidos (a excepcion del triptéfano)

se empled un gradiente de elucion, empleando dos fases méviles Ay B:

e Fase A: Acetato de sodio 25 mM con 0.02% de azida de sodio pH 6.
e Fase B: Acetonitrilo grado HPLC.

Las fases moviles fueron filtradas a través de un filtro de membrana Millipore con un

tamafo de poro de 0.45 um antes de ser utilizadas.

El gradiente empleado en la determinacion por RP-HPLC se presenta en la Tabla 2.2.
Los cambios de gradiente se realizaron de manera lineal y el analisis cromatografico se
llevé a cabo a una temperatura de columna de 34 °C, a una velocidad de flujo de 0.9
mL/min, con un ciclo de tiempo de inyeccion a inyeccion de 40 min. La longitud de onda
del detector fue de 280 nm. La columna empleada fue de Hypersil ODS (5 um) 150 x 4.6

mm.
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Tabla 2.2. Gradiente de elucion para la determinacién de aminoacidos por RP-HPLC

Tiempo (min) Gradiente lineal
(%A:%B)

0-3 Elucion (91:9)

3-5 (91:9) a (86:14)
5-15 Elucion (86:14)
15-24 (86:14) a (81:19)
24-30 (81:19) a (69:31)
30-35 Elucion (69:31)
35-40 (69:31) a (91:9)

Para el caso del triptéfano, se inyectaron muestras de 15 pL dentro de la columna, y
en lugar del gradiente de elucion, se empled un sistema de elucién isocratica consistente
en acetato de sodio 25 mM, 0.02% de azida de sodio (pH 6)/acetonitrilo (91:9) a una
velocidad de flujo de 0.9 mL/min, manteniendo las demas condiciones sin variacion (Yust
et al., 2004).

2.4.2. Digestibilidad in vitro

La digestibilidad proteica in vitro fue determinada empleando pepsina de estbmago
bovino (944 unidades por mg) proporcionada por Sigma-Aldrich, de acuerdo al
procedimiento descrito por Mertz et al. (1984), con ligeras modificaciones. Se
suspendieron 500 mg de aislado proteico de semilla de calabaza en 25 mL de buffer de
monofosfato de potasio 0.2 M (NaH2POa, pH 2.0), conteniendo 2.0 mg/mL de solucion de
pepsina en un bafio de agua a 37 °C en agitacion, durante 120 min. La suspension fue
filtrada, y el porcentaje de proteina soluble fue deducido del porcentaje de proteinas en
el aislado inicial y en el residuo, mediante el método de Bradford (1976). La digestibilidad

in vitro fue reportada como el porcentaje de proteina soluble.

Proteina muestra-Proteina residuo
)x 100

% Digestibilidad="

(Ec. 15)

Proteina muestra
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2.4.3. Determinacion de los parametros nutricionales

A partir de la composicion de aminoacidos del aislado proteico y el valor de la
digestabilidad proteica se determinaron los siguientes parametros nutricionales:

e la puntuacion o evaluacion quimica del perfil de aminoéacidos (CS),
e latasa de aminoé&cidos esenciales (E/T),

¢ el indice de aminoacidos esenciales (EAAI),

e el valor biolégico (BV),

e la digestibilidad proteica corregida con puntuacién de aminoécidos (PDCAAS).

en base a las Ecuaciones 1, 2,4,5-8y 12.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. COMPOSICION PROXIMAL

Los datos correspondientes a la determinacion de la composicion proximal de la harina
entera y desgrasada de semilla de calabaza (C. argyrosperma Huber) se presentan en la
Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Composicion proximal (% en base seca)* de la harina entera (HE) y desgrasada (HD) de la
semilla pelada de calabaza (C. argyrosperma Huber) en comparacién con las semillas de otras calabazas

Componente HE HD C.pepo L.1 méfi.maz mosgﬁata3
Proteina 36.15+0.31° 65.63 £1.39° 36.47 £ 0.48 36.02 28.21
Grasa 46.76 £+0.27¢  321+0.03° 51.01+0.28 38.25 43.22
Fibra cruda 3.36+0.06° 251013  4.43%0.63 3.03 10.27
Cenizas 5.67 £ 0.022 9.15 + 0.09b 3.21+0.14 3.96 5.03
Extracto libre g 064 0430 105+136> 4.88+053 18.74 13.26

de N

*La humedad fue de 5.46 + 0.02 y 3.52 + 0.16 % para HE y HD, respectivamente. Promedios + desviacion
estandar de tres determinaciones. Los diferentes superindices en la misma fila indican diferencia
significativa (p < 0.05). 1 Eldawy & Taha, 2001; 2Habib et al., 2015; 3 Kim et al., 2012.

La harina entera de semilla de calabaza tuvo un alto contenido proteico (36.15 + 0.31
en base seca) y de lipidos (46.76 + 0.27% en base seca). Este contenido es similar al
reportado para la semilla de C. pepo L. por Eldawy & Taha (2001) asi como al de C.
maxima (Habib et al., 2015), pero con un contenido proteico mayor al de C. moschata
(Kim et al., 2012). Los demas componentes fueron minoritarios y presentaron porcentajes
similares entre las semillas de las diferentes especies, excepto en el caso del extracto
libre de nitrégeno para la semilla de C. pepo. Respecto a las ligeras diferencias entre los
valores obtenidos, éstas pueden ser atribuidas a la diversidad genética (Idouraine et al.,
1996).

El contenido de proteinas (%), cenizas (%) y carbohidratos incrementaron en la harina
desgrasada (%), mientras que el contenido de lipidos y fibra cruda decrecieron (%). El

incremento en el contenido proteico ha sido reportado previamente en harinas
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desgrasadas de soya (Lapedes, 1977), esto debido a que la extraccion de la grasa resulta
en un incremento relativo en la proporcién con respecto a los otros componentes. El
descenso en la cruda fibra pudo haberse originado debido a que una porcion de la fibra
soluble fue extraida por el solvente empleado durante el proceso de desgrasado. El alto
contenido proteico de la harina de semilla de calabaza es comparable con el de otras
semillas y sugiere que ésta tiene un gran potencial para su aplicacion en la elaboracion

de productos de alto contenido proteico.
3.2. CARACTERIZACION PROTEICA

A partir de 20.01 + 0.01 gramos de harina desgrasada (HD) se obtuvieron 10.81 £ 0.18
g de aislado proteico en polvo, al cual se le realizaron los analisis cuyos resultados se
presentan a continuacion.

3.2.1. Solubilidad proteica

El perfil de solubilidad proteica para el aislado proteico se muestra en Figura 3.1, y fue
determinado en base a la cantidad de proteina disuelta en una dispersion de 1 g de

aislado en un volumen de 100 mL con agua destilada a valores de pH en el rango 2-11.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Solubilidad (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 3.1. Perfil de solubilidad del aislado proteico
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Se observd un minimo de solubilidad a un valor de 4.5, mientras que a valores mas
altos o méas bajos la solubilidad proteica aumenté; la maxima solubilidad observada fue
de 98.62 £ 0.97 % a un valor de pH 11. La curva de solubilidad observada es comparable
a la solubilidad reportada para aislados proteicos de otras semillas, tales como el girasol
(Gonzalez-Pérez et al., 2005) y el ajonjoli (Achouri et al., 2012), y se ajusta a la tendencia
general de las proteinas de los alimentos de origen vegetal, las cuédles son mayormente
acidicas, con valores minimos de solubilidad a pH 4-5 y maximos a pH alcalino (Yuliana
et al., 2004). Se sabe que la solubilidad de las proteinas depende de la carga prevalente
de los aminoacidos que las constituyen a un determinado valor de pH, de tal modo que a
un valor de pH igual al punto isoeléctrico (pl) se observa la minima solubilidad, debido a
gue el balance entre cargas positivas y negativas reduce la repulsion electrostatica entre
los grupos cargados de las proteinas, conduciendo de esta forma a la formacion de
agregados entre las mismas, disminuyendo de este modo la solubilidad proteica;
conforme el pH de la solucién decrece respecto del punto isoeléctrico, predominan las
formas catidnicas, y al aumentar éste, predominan las formas anionicas, de modo tal que
la repulsion electrostatica se incrementa en ambos casos, aumentando de este modo la

solubilidad proteica en solucion (Deng et al., 2011; Lawal, 2004).

Se evalud también la influencia de la concentracién de la dispersion (cdisp) €n la
cantidad de proteina disuelta (cso)) para tres diferentes valores de pH (3, 5y 8) (Figura
3.2a), observandose un incremento en dicha cantidad con respecto al aumento en la
concentracion de la dispersion proteica, sin importar el valor del pH de la misma. La mayor
cantidad de proteina disuelta fue de 6.34 £ 0.04 g/100 m, obtenida a una concentracion
de 10 g/100 mL y un valor de pH de 8.

Por otro lado, la solubilidad proteica disminuyd con respecto al aumento de Cdisp,
(Figura 3.2b) a pesar del incremento absoluto en la concentracion de proteina disuelta
observado en la Figura a. Esta disminucién fue mas notoria a pH 8 y a pH 3, en los cuales
el valor de la solubilidad proteica pas6 de 87.00 £ 1.00 a 63.40 + 0.40 y de 34.00 + 0.50
a 25.90 = 0.20, a partir de lo cual se infiere que conforme aumenta la cantidad de proteina

anadida a un determinado volumen de disolvente, las interacciones entre las cadenas
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polipeptidicas se incrementan, disminuyendo la solubilidad de las mismas en el medio
acuoso.

7 100
a) b)
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g * E
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2 40
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Figura 3.2. Influencia de la concentracidon del aislado proteico en dispersion (cdisp) €n a) la concentracion

de proteina disuelta (csol) y b) la solubilidad proteica.

3.2.2. Fraccionamiento de Osborne

Se observé la presencia de diferentes fracciones proteicas con diferencias en su
solubilidad conformando el aislado proteico de semilla de calabaza (AP), de acuerdo al
método de fraccionamiento de Osborne (1924). La fraccion mayoritaria fue la de las
proteinas solubles en solucién salina de NaCl al 5 % (globulinas), con un 74.79 %,
seguidas de las solubles en medio altamente alcalino (glutelinas) con un 14.07 % y las
solubles en agua (albuminas) con un 11.04 %, ademas de un porcentaje muy pequefio
de proteinas solubles en etanol (prolaminas). Estas observaciones concuerdan con los
datos reportados en la literatura, dado que en las semillas que no son cereales las
proteinas predominantes son las globulinas (Marcone, 1998), tendencia que se mantiene
en las cucurbitaceas, como C. maxima y C. pepo, en las cuales las globulinas son la
fraccibn predominante (Rezig, 2013). Por su parte, las prolaminas no suelen en
cantidades importantes en las semillas de la mayoria de las plantas (incluyendo a las
cucurbitaceas), sino solamente en los cereales, especialmente en los endospermos de
semillas de amilaceas en crecimiento (Horax, 2010).
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Tabla 3.2. Contenidos y porcentajes relativos de las diferentes fracciones proteicas de Oshorne en el
aislado proteico de semilla de calabaza

Componente  Masa (g9) % de HD % Relativo
Albuminas 1.1228 5.61 11.04
Globulinas 7.6106 38.01 74.79
Glutelinas 1.4323 7.15 14.07
Prolaminas 0.0102 0.05 0.10
TOTAL 10.18 50.82 100.00

3.2.3. Puntos isoeléctricos

Para optimizar los valores de pH a emplear en la precipitacion proteica se obtuvieron
los perfiles de turbidez a 320 nm tanto del aislado proteico como de las diferentes
fracciones proteicas solubles (Figura 3.3). Se obtuvieron valores de maxima turbidez a
valores de pH de 4.5, 4, 4.5 y 5 para el aislado proteico, las albuminas, las globulinas y
las glutelinas, respectivamente. Estos valores de pH correspondieron al valor del pH
isoeléctrico promedio para las diferentes clases de proteinas contenidas en el aislado o

fraccion analizada.
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Figura 3.3. Absorbancias a 320 nm del aislado proteico y las diferentes fracciones proteicas a varios

valores de pH
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Los valores obtenidos se corresponden con los valores normalmente obtenidos para
las proteinas vegetales que no provienen de cereales, en los cuales los puntos
isoeléctricos varian normalmente en un rango de valores aproximado de 3 — 5 (Marcone,
1998; Rezig, 2013). Ademas, esta observacion esta acorde al perfil de solubilidad
observado para el aislado proteico, ya que Damodaran (1997) menciona que el punto
isoeléctrico de las proteinas corresponde al punto minimo de solubilidad de las proteinas,
y dado que la mayoria de las proteinas de los alimentos, entre ellos los vegetales, son de
naturaleza acidica, exhiben una solubilidad minima a valores de pH de 4 — 5,

correspondiente a su punto isoeléctrico.
3.2.4. Determinacion de la concentracién proteica por el método de Bradford

Se determind el contenido proteico de las harinas entera (HE), desgrasada (HD) y el
extracto proteico, asi como también el de las fracciones proteicas obtenidas a través del
fraccionamiento por el método de Osborne. La curva estandar de albimina sérica bovina
(BSA) obtenida y empleada para interpolar las concentraciones proteicas de las muestras

se presenta en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Curva de calibracion de BSA empleada para la cuantificacion proteica mediante el método de
Bradford
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El porcentaje de proteina observado en la harina entera de semilla (Tabla 3.3) fue
similar a las leguminosas con un contenido elevado de proteina en su composicién, las
cuales generalmente oscilan entre el 20 y el 35 %. El contenido proteico fue similar al de
la soya (36.5%) y el altramuz (36.41%), y mayor al del garbanzo (22.88%), haba
(24.56%), frijol (25.37%) y la lenteja (26.71%) (Gil, 2010), asi como también mucho mayor
a los de los cereales, tales como la quinoa (18%) y el amaranto (16%), los dos cereales
con mayor contenido proteico (Pitchford, 2007). En el caso de la harina desgrasada, el
contenido proteico fue aiin mayor (60.32%), lo cual es relevante dado que esta se genera
como un residuo en la obtencion del aceite de calabaza, generando de esta manera un

valor agregado.

Respecto al aislado proteico se observa que su contenido proteico es bastante
elevado, con un porcentaje de 91.00 + 0.50%. Este porcentaje permite considerarlo
realmente un aislado proteico como tal y no simplemente un concentrado, ya que se de
acuerdo a Doxastakis (2000), un contenido proteico mayor al 90% o mayor indica que el
producto es un aislado proteico, mientras que, si dicho contenido es de un 70% o algo
mayor, nos estaremos refiriendo a un concentrado proteico. Los porcentajes de proteina
de las fracciones de Osborne del aislado fueron también elevados, en el rango cercano
al 80 — 90%.

Tabla 3.3. Contenidos de proteina de las harinas, aislado proteico y fracciones proteicas de semilla de
calabaza

Producto Proteina (%)

Harina entera (HE) 34.17 £0.29

Harina desgrasada (HD) 63.32+£1.32

Aislado proteico 91.00 + 0.50
Albuminas 78.02 + 0.09
Prolaminas 87.20+0.54
Glutelinas 91.76 £ 0.52

Promedios + desviacién estandar de tres determinaciones.
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3.2.5. Color

La harina entera (HE) y la harina desgrasada (HD) difirieron significativamente (p <
0.05) en todos los parametros de color (L*, a*, b*, C*y h°) (Tabla 3.4). Las muestras con
tendencia hacia el rojo tuvieron valores negativos de a*; mientras que las que tendieron

hacia el verde tuvieron valores positivos; los que tendieron hacia el azul tuvieron valores

negativos de b*, y los que tendieron al amarillo tuvieron valores positivos de b*.

Tabla 3.4. Parametros de color de las harinas, aislado y fracciones proteicas de la semilla de C.
argyrosperma H.

L* a* b* C* h°

Harina entera
(HE) 77.94 £0.032 -2.48+0.012 25.86+0.012 25.98+0.012 95.68 = 0.002
Harina

95.62 +0.04> -0.19+0.00° 9.37 +0.03b 9.37 £0.03> 91.10 + 0.00°
desgrasada (HD)
Aislado proteico 76.86 £ 0.01¢ 2.10£0.00¢ 26.90+0.01¢ 26.98+0.01¢ 85.53+0.01¢
Albuminas 74.60 + 0.03¢ 0.99+£0.00¢ 21.00+0.01¢ 21.02+0.01¢ 87.30+ 0.00d
Globulinas 95.61 +£ 0.03¢ 0.11 £+ 0.00¢ 11.50+0.01¢ 11.5+0.02¢ 89.43 +0.02¢
Glutelinas 72.18 + 0.55 1.91 +£0.00f 25.91 +0.43f 2598+ 0.432 85.79 +0.08f

Promedios + desviacion estandar de tres determinaciones. Los diferentes superindices en la misma

columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

Las muestras analizadas difirieron significativamente en todos los parametros de color
analizados. Los valores de L* observados fueron cercanos a uno (valor asociado a una
tonalidad blanca), probablemente porque la mayoria de los pigmentos presentes en las
semillas (carotenoides y polifenoles, por ejemplo) fueron removidos durante el proceso
de desgrasado, lo cual explica el cambio observado en el valor de este parametro entre
la harina entera y la desgrasada, la cual mostré una alta luminosidad. Los valores de a*
de las muestras fueron mayormente positivos y pequefios, mostrando una pequeiia
tendencia al verde, excepto para las harinas, que mostraron valores negativos y

pequefios de b, evidenciando una tendencia minima al rojo. En el caso de b* las
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magnitudes de los valores fueron mayores y todos positivos, evidenciando una tendencia

al amarillo considerable para todas las muestras analizadas.

Los valores de la cromaticidad (C*) muestran una baja saturacion del color,
especialmente en la harina desgrasada y en las globulinas (fraccion proteica mas
abundante), las cuales mostraron la mayor luminosidad (blancura). El a&ngulo de tono (h°)
varia muy poco entre las diferentes muestras de proteina, con una magnitud del angulo
pequefia, lo cual indica que la tonalidad de los mismos es de baja intensidad y bastante

similar entre las diferentes muestras.
3.2.6. pH y densidad

Respecto a la determinacion del pH de las harinas, se obtuvo un valor de pH de 6.38
para la harina entera y de 6.25 para la harina desgrasada, observandose diferencia
significativa entre ambos valores (p > 0.05), aunque ambos se mantuvieron dentro de un
estrecho rango de acidez, con valores ligeramente menores a 7 (Tabla 3.5).

La diferencia entre ambos valores fue probablemente debido a la presencia de acidos
grasos libres en el aceite de la semilla de calabaza (Rodriguez-Miranda et al., 2012), que
se dispersan cierta cantidad de iones H* en la dispersion. El proceso de desgrasado con
hexano eliminé la mayor parte de estos aceites, por lo cual el valor del pH de la harina

desgrasada sufrié cierto incremento.

Tabla 3.5. Valores de pH y densidad de la harina entera (HE) y desgrasada (HD) de la semilla de

calabaza
Parametro HE HD
pH 6.26 + 0.012 6.39 + 0.01°

Densidad 0.72+£0.03 g/mL2  0.79 + 0.01 g/mLb

Promedios + desviacion estandar de tres determinaciones. Los diferentes superindices en la misma linea

indican diferencia significativa (p < 0.05).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.2.7.1. Capacidad de captacion de radicales libres DPPH -

La actividad de captacion de radicales libres de las proteinas presentes en el aislado

proteico de C. argyrosperma H. se presenta en la Tabla 3.6 y la Figura 3.5.

Tabla 3.6. Porcentajes de inhibicion del radical DPPH para el acido ascarbico y el aislado proteico de la
semilla de C. argyrosperma H. a diferentes concentraciones

Concentracion % Inhibicion Ac. % Inhibicién
(mg/mL) Ascorbico Proteina
0.1 10.02 £ 0.39 1.67 £0.97
0.2 23.07 £1.65 7.34+£0.49
0.5 51.23 +0.54 18.84 £ 0.61
0.8 74.08 £1.82 28.57+3.61
1 94.22 £0.19 36.02 +1.06
100
90 ® Proteina @
® Ac. Ascorbico o
80 .
®
__1n y = 90.736x + 3.3414 .*
QQ/ 60 R? = 0.996?..,-'
S
5 50 &
a .o
= 40 . y = 37.181x - 0.8459
= Rt R2=0.9958 _,..e**
30 . T e '...
20 Ry PORTRL
10 ¢ ot .
0 o’
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Concentracion (mg/mL)

Figura 3.5. Actividad captadora de radicales libres DPPH- del &cido ascorbico y del aislado proteico de la
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Se observo que la actividad antirradicalaria incrementdé de manera directamente
proporcional a la concentracion del aislado proteico. La actividad antioxidante del aislado
proteico puede deberse a la presencia en su estructura de determinados aminoacidos
gue tienen grupos funcionales que permiten capturar de un modo estable los radicales
libres que se asocian con dichos aminoéacidos (Siow, 2014). Se tienen reportes de que se
pueden desarrollar procesos de oxidacion en ciertos residuos de aminoécidos dentro de
las proteinas, tales como los aminoacidos sulfurados o las cadenas terminales de tipo
aromatico, ademas de que existen proteinas de tipo enzimatico (como la catalasa y la

peréxido dismutasa) que inactivan las especies reactivas de oxigeno (Elias et al., 2008).

Se calculé la concentracion efectiva para una actividad antirradicalaria del 50% (ICso)
mediante regresion lineal, obteniéndose un valor de 1.32 mg/mL. Como control positivo
se empled acido ascorbico, el cual mostré6 una mejor actividad captadora de radicales
DPPH- en comparacién con la del aislado proteico, con un valor de ICso de 0.51 mg/mL.
Esta actividad relativamente puede explicarse con el hecho de que se conoce que los
hidrolizados proteicos suelen tener una mayor actividad antioxidante, y no asi las
proteinas estructuralmente enteras, dado que presentan una mayor cantidad de residuos
de aminoéacidos expuestos que pueden asociarse con los radicales libres causantes de
los procesos de oxidacion, y de esta manera estabilizarlos de manera mas efectiva (Elias
et al., 2008).

3.2.7.2. Poder reductor de Fe*3

La Tabla 3.7 muestra el poder reductor del aislado proteico a diferentes
concentraciones, asi como para el acido ascoérbico, antioxidante de referencia. Una

comparacion del poder reductor correspondiente se presenta en la Figura 3.6.
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Tabla 3.7. Poder reductor de Fe*3 del acido ascérbico y del aislado proteico de la semilla de C.

argyrosperma H. a diferentes concentraciones

Concentracién Absorbancia ac.

Absorbancia

Poder reductor (ug

(ppm) ascorbico (UA) proteina (UA) eq ac. ascorbico)
10 0.0439 + 0.0018 0.0209 £ 0.0055 5.21+0.47
20 0.1309 £ 0.0100 0.0733 £ 0.0165 9.61 +£1.38
50 0.4699 £ 0.0018 0.1505 = 0.0091 16.10 £ 0.76
80 0.8514 + 0.0304 0.2192 + 0.0145 21.87 £1.22
100 1.0328 £ 0.0500 0.2718 + 0.0135 26.29£1.14

1.2
1 ® Ac. Ascérbico )
® Proteina
s 0.8 o
5 y=0.0113x- 0.0818
S R2=0.9979 ..
2 06
o
3 .
< 04 L y=0.0027x +0.0068
Rz=09877 .. Y
0.2 e | S
R PP @
e @ttt
0 20 40 60 80 100

Concentracion (ppm)

Figura 3.6. Poder reductor de Fe*3 del acido ascérbico y del aislado proteico de la semilla de C.

argyrosperma H.

Se observo que el extracto mostro algin grado de capacidad donadora de electrones
para todas las concentraciones empleadas, siendo, sin embargo, bajo en comparacion
con el poder reductor mostrado por el control positivo (acido ascérbico). De modo similar
a lo observado en la prueba de captacién de radicales libres DPPH-, este resultado puede
atribuirse a que las proteinas enteras presentes en el aislado proteico tienen menos
residuos de aminoacidos de aminoacidos expuestos disponibles para experimentar un
proceso de 6xido reducciéon con los iones Fe*3, ya que una parte considerable de ellos se

encuentran dentro de su estructura interna, a diferencia de los hidrolizados proteicos.
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A la mayor concentracién empleada (100 ppm), el extracto proteico mostré un poder
reductor equivalente a 26.29 + 1.14 pg de &cido ascorbico.
3.3. CALIDAD PROTEICA
3.3.1. Determinacion del contenido de aminoé&cidos por RP-HPLC

3.3.1.1. Curva de calibraciéon de los aminoéacidos

El cromatograma correspondiente a la elucion de la mezcla de 19 estandares de
aminoacidos correspondientes a la determinacion por hidrdélisis acida se presenta en la
Figura 3.7, mientras que el correspondiente a la determinacion del triptéfano mediante

hidrolisis basica se presenta en la Figura 3.8.

VWD1 A, Wavelength=280 nm (MAK\MAK000009.D)

mAU
1200-" Asp
Lys
1000 +
] CGlu s Gly
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. L;JLUL AL , LJLM ﬂ i
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0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 3.7. Patrén de elucion de los derivados N-[2,2-bis(etoxicarbonil)vinil] de los aminoacidos
presentes en la mezcla estandar (1500 pmol de cada aa).

49



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VWD1 A, Wavelength=280 nm (MUKT HAR\ATROPHA000028.D)
mAU 8
20 1

11.5—5 Trp
12.5%
10—3

75

25

Figura 3.8. Patrén de elucién del triptéfano en la mezcla estandar (768 pmol)

En el patrén de elucion se observd que la resolucion de los picos cromatogréficos
correspondientes a cada uno de los aminoacidos de la mezcla es adecuado, por lo cual
puede considerarse que las condiciones empleadas en el gradiente de elucién son las
mas adecuadas (Figura 3.9). En el caso de los derivados de los &cidos aspartico y
glutamico, si bien la separacion entre los picos correspondientes es pequefia, sus
tiempos de retencion fueron repetibles, y ademas fue totalmente factible la integracion de
sus areas respectivas para la realizacién de los calculos quimicos. Se observé también
que el reactivo derivatizante EMMDE no presentd un pico cromatografico que pudiera
interferir con la identificacion y cuantificacion de los derivados N-[2,2-
bis(etoxicarbonil)vinil] de los aminodcidos. Practicamente no existieron picos
cromatograficos no identificados, evidenciando que la reaccion entre el derivatizante y
los amino&cidos es cuantitativa y no generé productos interferentes en el rango de elucién
(Alaiz et al.,1992). Por otro lado, las sefales correspondientes al patrén interno (P.1.) y al
amonio (NH3) presentaron tiempos de retencion similares en todas las concentraciones
empleadas en la curva de calibracion, contribuyendo de este modo a garantizar la

precision de los resultados.
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (MUKW ASD00006.0)
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Figura 3.9. Cromatogramas correspondientes al analisis por RP-HPLC de los hidrolizados proteicos: a)

hidrolizado acido; b) hidrolizado basico (para la deteccién de triptéfano)

En la Tabla 3.8 se presentan los tiempos de retencion para cada uno de los
aminoacidos analizados. Analizando los coeficientes de variacién, se observé que la
variacion entre dichos valores fue minima, lo cual permite inferir que los derivados son
estables y las sefiales cromatograficas que generan son repetibles. Este comportamiento
se observo en todo el rango de concentraciones evaluadas. El factor de respuesta

corresponde a la pendiente de la curva de calibracién de cada aminoacido analizado.
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Tabla 3.8. Tiempos de retencion (tr) y factores de respuesta (F.R.) de los aminoacidos de la mezcla
estandar

Aminoécido tr (Min) F.R.

Acido aspartico? 2824 +0.106 1.2828

(Asp)

o o

Acido glutamico® ;4154 119 1.4099
(Glu)

Serina (Ser) 5.470 + 0.256 1.4088

Histidina (His) 6.046 + 0.195 1.2615

Glicina (Gly) 6.411 +0.111 1.3243
Treonina (Tre) 6.654 £ 0.145 1.4052
Arginina (Arg) 8.157 + 0.266 1.4134
Alanina (Ala) 8.689 + 0.289 1.3982

Prolina (Pro) 9.721 £ 0.202 0.0297

Tirosina (Tyr) 14.857 £ 0.274 1.3164
Valina (Val) 20.705+0.221 0.5022
Metionina (Met) 22.069 £ 0.173 1.4008
Cisteina (Cys) 23.462+0.188  1.3512
Isoleucina (lle) 25.221 +0.187 1.439
Leucina (Leu) 26.043 + 0.202 1.4044
(Flfﬁg;"a”i”a 26.973+0.254  1.3216
Lisina (Lys) 30.141 + 0.337 2.5903
Triptéfano (Trp) 5.95+ 0.084 0.4869

a Reportado como suma de acido aspartico y asparagina; P reportado como suma de acido glutdmico y
glutamina

3.3.1.2. Composicion de los aminoacidos en la proteina de semilla de calabaza
En la Tabla 3.9 se presenta el contenido de aminoacidos en g aa/100 g de proteina
presente en el aislado proteico, determinados a partir de las curvas de calibracion

obtenidas para cada uno de los aminoacidos analizados. A manera de comparacion, se

presentan también los contenidos minimos recomendados de aminoacidos esenciales,

52



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

de acuerdo al patron de referencia de la FAO/OMS para nifios en edad preescolar (2-5
afos) (FAO/OMS/ONU, 1985).

Tabla 3.9. Contenido de aminoacidos por 100 g de proteina en el aislado proteico, en comparacion con el
contenido minimo recomendado por la FAO/OMS

Aminoécido g aa/ 1,00 g gpar?)/tizoag
proteina (FAO 1985)
(AAC:;‘)’ aspartico® 7 64 091
(ACE;S;) glutamico® 1 4 4 .30
Serina (Ser) 4.03+£0.01
Glicina (Gly) 476 £ 0.14
Arginina (Arg) 8.94+0.12
Alanina (Ala) 6.62 + 0.60
Prolina (Pro) 9.82 £ 0.27
Metionina (Met) 2.05+0.06 2.52
Cisteina (Cys) 1.32 £0.04
(Fsg‘g;"a”i”a 5.05 + 0.08 6.3b
Tirosina (Tyr) 3.19+0.10
Treonina (Tre) 2.41 +£0.03 3.4
Valina (Val) 12.94 £ 0.05 3.5
Histidina (His) 2.18 £ 0.02 1.9
Isoleucina (lle) 3.43+0.03 2.8
Leucina (Leu) 6.94 £ 0.06 6.6
Lisina (Lys) 3.21 £ 0.00 5.8
Triptéfano (Trp) 1.34 +0.03 1.1

a Met + Cys; b Tyr + Phe

De acuerdo a los datos obtenidos, se observé que los contenidos de aminoacidos
esenciales satisfacen los contenidos minimos requeridos de acuerdo a la FAO, excepto

en el caso de la lisina, que fue el aminoacido limitante, y en el caso del triptéfano, uno de
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los aminoacidos que suele ser deficiente en las proteinas de origen vegetal, el aporte fue
superior al minimo recomendado. Esta reportado que un alto contenido de histidina,
prolina, alanina, valina, metionina y leucina puede incrementar la actividad antioxidante
(Chen et al.,1996), y de acuerdo a los resultados obtenidos, se observo que las proteinas
de la semilla de calabaza presentan alto contenido de aminoacidos que pudieran estar
relacionados con una alta actividad antioxidante.

3.3.1.2. Distribucion por grupos de los aminoacidos presentes en la proteina de

semilla de calabaza

Enla Tabla 3.10 se presenta la clasificacion de los aminoacidos presentes en el aislado
proteico por grupos. Se determindé que la proporciéon de aminoacidos esenciales fue
cercana a la mitad del total de los aminoacidos presentes en el mismo. La alanina,
isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina y valina son conocidas por ser
aminoacidos hidrofébicos, y se observé un alto porcentaje de estos aminoacidos
(46.12%), en relacidn a otros grupos de aminoacidos. El segundo grupo de aminoacidos
en abundancia fueron los acidicos (21.06%), seguidos directamente por los basicos
(14.33%) (Figura 3.10). Los aminoé&cidos sulfurados y de cadena aromatica se
encontraron en cantidades considerables, hecho que podria estar relacionado con la

capacidad antioxidante del aislado proteico previamente mencionada.

Tabla 3.10. Abundancias relativas de los aminoacidos por grupos en el aislado proteico

Tipo de aminoacidos Abundancia relativa (%)

Esenciales 44.06 = 0.50
No esenciales 55.94 £ 1.65
Hidrofdbicos 46.85 + 0.14
Basicos 14.33+0.14
Acidicos 21.06 £ 0.51
Neutros 15.71+£0.32
Aromaticos 8.24+0.18
Ramificados 23.31+0.14
Sulfurados 3.37+£0.10
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Figura 3.10. Distribucion de los grupos de aminoacidos (ESE: esenciales; NES: no esenciales; HFO:
hidrofobicos; BAS: basicos; ACI: &cidos; NEU: neutros; ARO: aromaticos; RAM: ramificados; SUL:
sulfurados)

3.3.2. Calidad de la proteina de la semilla de calabaza

En base a los resultados de la composicibn de aminoacidos, se obtuvieron los
indicadores de calidad proteica (Tabla 3.11)

Tabla 3.11. Indicadores de calidad de la proteina de la semilla de calabaza

Indicador Valor
IVD (aislado, %) 78.79+1.732
IVD (harina, %) 69.84 + 0.98°
E/T (%) 44.06 + 1.46
EAAI 1.36 £ 0.02
CS (%, Lys) 55 + 0.00
BV 62.27 + 0.05
PER1 2.02+0.04
PER: 2.34+0.04
PERs 1.94 £ 0.17
PDCAAS (%, Lys) 43.33+0.87
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La digestibilidad proteica in vitro (IVD) con pepsina fue bastante buena, y fue
considerablemente mayor para el aislado proteico (78.79%) en comparacion con la de la
harina desgrasada, hecho que se suele observar en los aislados proteicos, ya que las
proteinas pueden ser parcialmente desnaturalizadas durante la preparaciéon de los
mismos, haciéndolos mas accesibles a las proteasas, y de esta forma incrementando la
digestibilidad (Lynch et al., 1977). Los valores obtenidos fueron mayores a los observados
en el sorgo y el mijo (59-63.2'y 74.8, resp.), y ligeramente menor al del trigo, maiz y arroz
(85.8, 85.3 y 83.8, resp.) (Mertz et al., 1984).

La tasa de aminoacidos esenciales con respecto a los aminoacidos totales (E/T) fue
cercana a la mitad del total de aminoacidos (44.06%), mientras que el indice de
aminoéacidos esenciales (EAAI) tuvo un valor notablemente elevado (1.36). Bunda et al.
(2015) proponen que una proteina de alta calidad tiene un valor de EAAI de 0.90 o mayor,
una proteina util esta préxima a un valor de 0.80, y una proteina incompleta tiene un valor
de EAAI de 0.70 o menor, por lo cual este indicador sefiala a la proteina de semilla de
calabaza como de muy buena calidad nutricional. Respecto al valor bioldgico predicho
(BV), el cual es un estimado de que proporcién de la proteina ingerida se incorpora en el
organismo, tuvo un valor de 65.47, lo que se relaciona con una alta calidad proteica, ya
gue un valor biolégico alto (70-100 %) esta relacionado con las proteinas de alta calidad
nutrimental (Oser, 1959).

La razon de eficiencia proteica (PER) ha sido reconocida como un buen parametro de
estimacion de la calidad proteica (Oser, 1951) y se obtuvieron tres valores estimados de
PER tal como se describe en la introduccién, dependientes de la concentracion de Leu
(PER1), Leuy Tyr (PER2) y Met, Leu, His y Tyr (PER3). Se sabe que las proteinas de baja
calidad tienen valores de PER menores que 1.5, y valores por encima de 2 suelen
considerarse tipicamente como proteinas de alta calidad nutricional (Friedman, 1996) por
lo cual los tres valores de PER obtenidos para las proteinas de semilla de calabaza (2.02,
2.34y 1.94), son indicadores de su buena calidad nutricional, mayores a los encontrados,
por ejemplo, en el cacahuate (1.45-1.76) (Ghuman et al., 1990), y cercano al de otras

proteinas comunes como la soya (2.57) (Wolzak et al., 1981).
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En el caso del PDCAAS, éste tuvo una magnitud 43.33 + 0.87, siendo este valor similar
al del maiz (48.5), trigo (46.88), sandia (46.67), sorgo (45.88), porotos (43.37) y mayor a
la naranja (42.03), las castafas (40.9), tomate (39.18), datil (37.3), uva (37.2), escarola
(36.52), avellanas (35.92), fresa (35.36), hongos (32.87), datil (31.66) y pepino (30.54)
(Suéarez-Lbpez et al., 2006).

En base a los resultados observados, se hace evidente que la semilla de calabaza (C.
argyrosperma H.) es una fuente importante de proteina de calidad. En primera instancia,
su contenido proteico es elevado, comparado con muchas de las fuentes proteicas
vegetales disponibles actualmente en el mercado, tanto con leguminosas de alto
contenido proteico, tales como la soya, con semillas de tipo oleoginoso como los
cacahuates, almendras, y en mucha mayor medida que los cereales, que suelen ser de
muy bajo contenido proteico, ain en el caso de los de mayor contenido como el amaranto

y la quinoa.

Ademas, se ha discutido previamente que una fuente proteica de calidad no lo es
solamente por el hecho de contener una elevada cantidad de proteina bruta en su
composicion, sino que ademdas debe presentar una concentracion de aminoécidos
esenciales suficiente para satisfacer los requerimientos nutricionales y caracteristicas
gue permitan su correcta asimilacion y empleo como componentes estructurales del
organismo humano. En este sentido, de nueva cuenta se hace evidente que las
caracteristicas de las proteinas presentes en las semillas de calabaza la apuntalan como
de alto valor nutrimental, ya que la cantidad de amino&cidos esenciales en su estructura
es, ademas de elevada, acorde a los requerimientos establecidos por la FAO en su patrén
para infantes de 2-5 afios de edad, incluso superandolos en muchas ocasiones (a
excepcion de la lisina, que es el amino&cido limitante. De esta manera, se cumple la
segunda condicion de calidad proteica. La tercera condiciobn también se cumple, al
observar que los indicadores de calidad suelen ser iguales o mayores a los establecidos
como marco de referencia de calidad proteica, siendo similares o mayores a los
reportados en proteinas de alta calidad, por lo cual la combinacion de todos estos factores
permite afirmar la alta calidad proteica y el valor como fuente de proteina dietaria de la

semilla de calabaza.
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La semilla de calabaza C. argyrosperma Huber fue abundante en grasas y proteinas,
siendo la porcion lipidica un poco menos de la mitad del peso total, mientras que las
proteinas fueron aproximadamente un tercio de la composicion de la semilla entera.
Cuando la harina se desgras6 para la obtencion del aceite, se obtuvo una harina
desgrasada con un contenido proteico muy elevado, mayor a la mitad del peso total del

mismo, lo que lo convierte en una fuente proteica para consumo.

El procedimiento de extraccion empleado para la generacion de aislados proteicos
generd un producto con un elevado contenido proteico (91%), que permite considerarlo
como tal. Dicho aislado tuvo un punto isoeléctrico de 4.5, el cual es acorde con la mayoria
de las proteinas alimentarias vegetales, y presenté una solubilidad creciente en medio
neutro y alcalino, y menor en medio acido. El fraccionamiento Osborne revel6 que la
fraccibn mas abundante fueron las globulinas, lo cual esta acorde con las observaciones
reportadas en otras especies de cucurbitaceas y en las leguminosas, presentando tanto
el aislado como las fracciones matices de color de alta luminosidad, con pequefas
tendencias al verde y al amarillo, baja saturacion de color y una tonalidad de baja
intensidad. Ademas, presentd una actividad captadora de radicales libres y un poder
reductor de Fe*3 considerable, aunque menor al del control positivo (acido ascérbico),

debido a que se emplearon las proteinas enteras y no en forma de hidrolizado.

El andlisis cromatogréafico de los hidrolizados del aislado proteico revel6 una alta
concentracion de aminoacidos esenciales. El aislado presentd altos contenidos de
aminoacidos esenciales sulfurados y de tipo aromatico, ademas de los no esenciales
valina, &cido glutamico y prolina. Aunque el aislado proteico presenté cantidades
relativamente bajas de lisina, esta bien balanceado y presenta elevadas concentraciones
de todos los otros aminoacidos esenciales, las cuales satisfacen de manera adecuada
los requerimientos nutricionales establecidos por la FAO/OMS, haciendo de la semilla de

calabaza una fuente proteica de notable relevancia.
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Los indicadores de calidad proteica fueron en su mayoria elevados y satisfactorios,
especialmente los correspondientes a la digestibilidad in vitro, la tasa de aminoacidos
esenciales, el indice de aminoacidos esenciales, el valor biolégico y la tasa de eficiencia
proteica. La combinacion de varios indicadores de calidad satisfactorios permite sefalar

la elevada calidad proteica de la proteina presente en las semillas de calabaza.

De esta manera, los resultados confirman que las semillas de C. argyrosperma Huber
son una excelente fuente proteica de origen vegetal, y podrian ser empleadas ademas
para la preparacion de una harina desgrasada con un elevado contenido proteico y la
obtencion de aislados proteicos con buenas caracteristicas nutricionales, los cuales
podrian ser Gtiles para la revalorizacion de esta especie, de tal forma que fuera mas
ampliamente cultivada de lo que ha sido en el pasado. Este aislado proteico puede
proveer una cantidad extra de proteinas y aminoacidos esenciales en aplicaciones tales
como alimentos nutricionales balanceados y productos dietarios ricos en proteinas de
elevada calidad, asi como también podrian ser empleados como ingredientes en la

preparacién de otros productos de consumo.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO |. Solubilidad de AP a diferentes valores de pH e influencia de la

concentracion

pH Solubilidad (%)
11 98.62 + 0.97
10 95.3+0.53
9 93.67 +0.09
8 85.55+ 0.10
7 75.44 + 1.48
6 39.52 +0.22
5 26.96 £ 0.51
4.5 20.88 £ 0.63
24.36 £ 0.22
27.93+0.60
46.33 +0.28
Concentracion Porcentaje disuelto
Cdisp pH3 pH5 pH8 pH3 pH5 pH 8
2 0.68 0.58 1.74 34 29 87
3 1.05 0.87 2.64 35 29 88
4 1.18 1.13 3.46 29.5 28.25 86.5
5 151 1.35 4.35 30.2 27 87
6 1.85 1.63 4.65 30.83 27.17 77.5
7 2.12 1.94 5.44 30.29 27.71 77.71
8 2.59 2.11 6.09 32.38 26.38 76.13
9 2.62 2.36 6.12 29.11 26.22 68
10 2.59 2.57 6.34 25.9 25.7 63.4
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ANEXOS

ANEXO Il. Turbidimetria a 320 nm del aislado (AP) y las fracciones proteicas

Absorbancia

Extracto Albumina Globulina Glutelina

0.007
0.1074
0.1728
0.5041
0.4551
0.5559
2.1678
2.5829
0.8917
0.4447
0.4532
0.3644

0.2706
0.2749
0.2146
0.3256
0.4315
0.3367
0.6967

1.231
1.4882
0.9347

0.547
0.4947

0.5048

0.175
0.1237
0.4448
0.4543

0.658
1.9329
2.3321
1.7876
1.6299
1.5389
1.1734

0.0248
0.0979
0.0536
0.1223
0.3626
1.0237
1.3259
0.4449
0.3555
0.3406

0.444
0.3297
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ANEXOS

ANEXO lll. Determinacidon del contenido proteico por el método de Bradford

Muestra Proteina Proteina Proteina

(ng) (ng) (%)  promedio (%)
40 36.1702 90.43
Extracto 60 54.9858 91.64  91.00 +0.50
80 72.7518 90.94
40 31.2021 78.01
Albimina 60 46.7518 77.92  78.02 +0.09
80 62.5071 78.13
40 34.5745 86.44
Globulina 60 52.5142 87.52 87.2+0.54
80 70.1206 87.65
40 36.539 91.35
Glutelina 60 54.8652 91.44  91.76 £ 0.52
80 73.9894 92.49
40 13.805 3451
H. Entera 60 20.2872 33.81  34.17+0.29
80 27.3617 34.2
40 24.8475 62.12
H. Desgr. 60 37.6064 62.68  63.32+1.32
80 52.1206 65.15
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ANEXO V. Curvas de calibracién de los aminoéacidos

ANEXOS

Las curvas empleadas se obtuvieron en el rango 37.5 — 300 pmol para cada

aminoacido (24-240 pmol para el caso del Trp).
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