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RLESUMEN

En este trabajo e plinted el objetiva de conoacer el potencial de ln semilla de
Brossice carnpesirg sihvestie, coma miateria prima en la obtencion de aislados proteinicos,
para o conl se realizd la caracterizacion quitnicit, nutricional y loxicologica de la semilla y
hanna desgrasadis de 8 cumpesirty silvestre, cncontriindose en la semilla un contenkdo de
aceile de 339, de fibra 1362, 4% de ceniza y de proteina 26%. Los glucosinolatos se
encontaron e i relivinmente boja conce ntracion 0.92%, asi como los fitatos 32 mg/100g. La
mictvacion de la enzina noglucosidasa, se tealizd por calentamicnto a 9)°'C por 18,
comprobuindose T nuctivandn de la enzima con sinigricg comoe sustralo y cuantificando
glocon comu producta tormado. Con ke eatraceion del aceite, por un minimo de 2 hrs. la
enzima mmhien perdio su actividad. Las senullas trituradas y decorticadas con tamizado y
aire, ag desgrasacon con eter v Ja harina usi obtentda tuvo un contenida de fibra cruda de
3R 7% de ceniza, 48 Je proteing, con una digestibitidad de 92.8% y un valor nutritivo
con Terradn monn wermaophili, relativo o caseini de 989, Los glucosinelatos aumentaron aqul
g 23% v los titatos 4 67 mg WK, Los minerades presentes fanlo en la semilla como en la
haria fueian Zn, Feo Ma, PLGiy Mg, Ukhzando la harina se realizaron extracciones de
proteing o difvrenwe pH (6, 65, 7, 7.5, 8 y 10.8), delermindndose la proteina disuelta
espectrofotordétricamente v el fstoro fitco, enconlrindose la maxima extraccion de
profeime (N2 80y T4 colcidente con minima de titatos (70%) a pH 7, 7.5 y 8. Los
eatractos  obienidoy fucron resuelos electroforéricamente con SDS, en geles de
pobacnbomd.t (3 v 73] encontriindune v todos elos, 12 bapdas con pesos moleculares
de W00 74 KD Baaractos a pH 7 ¢ S tueron predipitados a pH 3.5, 4, 435, 5y §.5,
obteniendo e msvamo cendintiento prote o (S3%) en el Extrocto pH7 a 3.5, considerciones
auttcienates tueron Li base pars sefeccionar ¢l pH de precipitacion de 4 con un rendimiento
de 3000 v 1Y% de dos Hitatos intcinles en el extracto pH7. €l aislada obterido contenia 93%
de profeina. con oun valor nutritive relatvo o caseina de 91%. No se delectaron
glucosnokinos, o Dratos. B cantenido de saninoaceidos szuelrados y lisina es superior a
cerealesy legununosa, Loy e jures caracteristivas fonciomdes fueron: capacidad espumante,

estbilniad de L exponne v absoreon deoaceite, siendo sepeniores o un gislada de soya
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The abjetive of this rescarch was o determine the potential of the wild Brussica
cotipestris seed, as raw material in the ubtention of protein isolates, the chemical, nutritional
and toxicalogical characterization of the seed and deffated flour, finding in the seed a
content ot 3% ol 13% fiber, 4% ash and 269 protein. The glucosinolates were found at
a low concentration of 0.92% as well as the phytates of 32 mg/100 g. The inactivation of the
thoglucosidase enzyme was made by heating at 90°C for 18 seconds, it was verified with
sinigrin as substrate and determining plucose as a final product. With the extraction of oi)
during a mimimum period ot 2 hours, the enzyme also lost its activity. The seeds flaked and
dehulled with sieve and air, were deffatened with ether, and the flour obtained had 3.8%
crude fiber, 7% ash und 4896 protein with a digestibility of 92.8%, and a nutritive value with
Tetralymena 1ermophila (relative to casein), of 98%. The glucosinolates in the flour were
elevated 1o 2.3% and the phytates to 67 mg/10 g. The minerales contained in the sced as
well as in the flour were Zn, Fe, Mn, P, Ca and Mg, Protein extraction was made from the
flour at difterent pH (9. 6.5, 7, 7.5, 8 and 10.8) determinig the disolved protein and the
phytic phusphorus in the spectrophotometer, finding the maximum protein extraction (82,
80y 74%) cainciding with a minimum quantity of phytates (70%) at pH 7, 7.5 and 8 The
extracts obtained were unadysed electrofaretically in gels of polyacrilamide with SDS (5 and
75%) finding in each one of them 12 bands with a molecular weight of 10 to 74 KDa.
Extracts at pH 7 and 8 were precipitated at ptl 3.5, 4, 4.3, 5 and 5.5, obtaining the
maximum protemn yield (53%) in the extract pH 7 at pH 3.5. Based on nutritional
considerations in order 1o select the pH of precipitation 4, with a yield of 36% and 1.93%
of the initial phytates in the extract pH7. The isolate obtained had 93% protein, with a
autritive value relative 1o casein of 91%. neither glucosinolates nor phytates were detected.
The content of sulpher aminoacids and lysine were greater than cereal and leguminous
seeds. The best functional propertics were: whipping capacity and toam stability, and oil
absorption being greater than soy isolate. In conclusion the sced evaluated had good

chemival composition and that its proteinic potential is very high nutritionalty.

vi
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INTRODUCCION 1

INTRODUCCION

En anos recicntes ha existido una intensa actividad en preparar proteinas de origen
vegetitl pura el uso postenor en alimentos, como alternativa a las proteinas de origen animal,
especialmente de carne y leche. Las proteinas vegetales que han recibido mis atencidn son
las provenientes de lepuminosas y oleaginosas, siendo la soya la que hasta el momento se
industriahiza er una escala timportante.

La Academia Nacional de Cliencias en Estados Unidos (Bates, 1983) incluye en el
listado de prot:lemas relevantes sin resolver en el campo de la tecnologia de alimentos, el
incrementar el uso adecuado de pastas de oleaginosas no convencionales,

Esta linea de investigacion se considera de actualidad y con futuro tanto en los paises
desarrollados, como ¢n los que tienen problemas de subdesarrollo, aunque por distintos
motvos. En el caso de los primeros gque no tienen problemas de carencia de proteina anumal
es principalmente para diversiticar sus dictas, asi como, introducir productos con sabor a
carne, leche etc. pero sin los inconvenientes de colesterol y dcido urico, problematicos para
el grupo poblacional con alo riesgo de cardiopatias, enfermedades vasculares, y articulares.

En Méxicn el 67% de la poblacicn tiene bajo consuma de proteina animal, y s6lo un
2% tiene el consuma adecuado de 20 a 40 g/dia, por lo que el 57.3% de los nifos menores
de ¢4 anos en el medio rural presentan desnutricion (Instituto Nuciopal de la Nutricion
Salvador Zubirdn, 1984). Por todo esto, en nuestra pais el principal problema alimentario
es proveer de alimentos de buena calidad y bajo costo a la poblacion, asi como también
tener alimentos alternativos para ciasos especiales, como Jas £pocas de baja producci6n de
alimentos carnicos y lacteos.

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

Para lograr bajo costo se deben utilizar materias primas apropiadas y de produccion
local: esto implica domesticar plantas silvestres y/o introducir nuevos cultivos adaptadas a
fas condiciones climiticas y de suelo en la region.

Uni matera prima potencial para €ste proposito en nuestio estado es la pabina o

mastiza stvestie (Brassica carpestris) ya gque en este laboritorio se encontr® que la semilla



INTRQDUCCION 2
cophiene 285 de proteing, con i digestitihidad de 80%; contiene ade s 34% de extracto
creren due produce una buena cantidad de aceite, Adnado a esta composicidn guimica
favorable, agrondmicamente su produccion cn nuestra region es posible ya que €sta planta
s¢ produce en forma semicultivada en Escobedo, N.L. en €poca de invierno, pudi€éndose
cosechar en los meses de Marzo ¢ Abril, por lo que su domesticacion no seria problemdtica.

El cultive de! nabo se menciona por Landaverde (1942) como un cultivo de
importancia en México, que producia un aceite muy fino, utilizado para condimentas
culinarios, en la industria peletera, en alumbrado, cumo lubricante fino y en la industria
jabonera. El mismo autor senala a Brassica campestris silvestre o seticultivada utilizada con
los mismos fines, Jegandose a consumir en México 1,300 toneladas,

Fnla actualidad y o partir de los anos cincuenta (Altschul y Wileke, 1985; Dale, 1982,
Metcalfe y Elkins, 1983), este cultivo adguicre importancia a nivel mundial y asi en Europa
es una de las fuentes mils importantes de acerte comestibie (Lockhart y Wiseman, 1975;
Nash, 1978). Salo en el Reino Unide y Francia se obtienen 140,000 toneladas anuales
{Slaugbter y Duffus, 1980). En India ¥ China se utiliza e] aceite comestible, la semilla y la
planta como hottaliza. Sin gmbargo es en Canadd donde el cultivo ha crecido después de
su introduceidn ¢n los anos ancuenta; ¥ para 1979 un tercio de la superficic cultivada fué
Brassica campesins, Brussicu nupits y fa nueva variedad mejorada llamada canala. México en
1980 1mportd de Canadd el 29 (23,000 ton.), de la produccitin de canola y las importaciones
hien aumentada con el uso de L torta en la alimentacion de aves y del aceite en usos
ahmentanios (Comunicacion de o Embagjada de Canadd en México).

b Brassica carmpesiris [as pasibilidades de ungt atilizacion variada e integral son
interesantes; i planta ticrna comao hortalizs en fa alimentacicn humana, o como forraje para
cerdas, cajirinos y bovinos en la alimentacion unimal. FEl aceite si no es posible en
alimentacion humana puede ser con tines industrizles, y [a torta producto de Ja extraccion
del aceite puede ser fuente de proteinas para la nutricion huriana ¢ amimal.

Considerando o anenor y el iecho de que Brassica cimpestns crece abundantemente
en torn sivestie y como maieza (senticaltividia) e celivos de avena duraite el invieino
en nuestra region (Fores, 1989). se cstima bencticioso conocer la composicion quimica,

toxenlOgica y nutnaona. de las serullas de Brussicy campesins silvestre, asi como e}
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potencial teenaldgico de sus proteinas, que pudicran posteriormente utilizarse para claborar

productos texturnzados, enriquecer atoles, pastas, tortillas, etc,

OBITFTIVOS
I GENERAL:

Conocer el potencial de la semilla de Brassica campesiris silvestre, como materia

prima en la obtencidn de aislados proteinicos.

It. PARTICULARES:

Caracterizacidon quimica, nutricional y toxicolégica de la semilla y harina desgrasada

de B. campesins, silvestre

Determinar las condiciones adecuadas para obtener la proteinn mediante

tratamientos fisicoquimicos, libre de compuestos toxicos.

Yalorar el aislado proteinica abtenido, fisicoguimica, nutricional y funcionalmente.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Es posible utiizar como maternia printa la semilla de Brassica campesiris en la

elabaracion de un aislado proteinico de calidad nutricional aceptable .

ORIGINALIDAD

121 cultivo de senullas de 8 napres v B. campesiny es muy importante, ocupando entre
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las vleaginasas ¢l quinto lugar mundid (Sosulskr et al. 1976; Ohlsen y Anjou, 1979).
Recientemente las varicdades mejoradas con bajo contenido de glucasinolatos (plucdsidos
poitropénicos toxicos y de dcidy erleico (dcido graso potencialmente éxico), estan
desplizanda rapidamente a las vanedades tadicionales, sobre todc en Cunad4, con su
variedad "Canola” v e Curopa con las vaniedades "Doble ccre” (Daun y Declereq, 1588;
Ohlsan, 19853, Por lo anterior, parte de [a originaldad del presente trabajo radica en
conocer la especie de 8. campestns adaptada a la region, la cudl crece en {orma silvestre en
orillas de ciimimos y vieles, asi comea semiceltivada conto maleza en cultivos de avena durante
los meses de nvierno, Obteniéndose le semtlla madura en el més de Marzo. La especie
deserita puede ser Ja base en la obtencion de variedades mejoradas. Otro aspecto
importanie, €8 que no se produce, ni utiliza a nivel comercal, el aislado proteinico de
ninguna vanedad del género Brassica (Ohlson, 1985; Paulson y Tung, 1988). Esto es detndo
2 que en la pruducciCn a mvel de laboratorio de aislados de vanedades mejoradas de
B.eampesins, B. wapus y Canola, aln quedan problemas sin resclver como la remocion de
la fibra y fitatos asi como eo el rendimiento de los proceses, ya que contrario a otras fuentes
proteinicas, fas semillas de éste género tienen una gran varjedad de proteinas de diferentes
pesos moleculares y puntos isoeléctricos, por o que las condiciones para extraer una
traccion no necesaramente eatracran la totalidad, la mayor parte o nutricionalmente |a
mejor proleing presente. En la originadidad de este trabajo se incluye la obtencion de un
aslado priteinico de semilla de B campestris con posible bajo contenido de fitatos y
glucosinolatos, cimpleanda como materia prima senullas de Ja especie sidbvestre colectada en
Escobedo, N Lo To que foalitard el conoenriento de sus proteinas, asi como de su potencial

para estos fines.
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ANTECEDENTES
L. Brassica campestns,
L Origen v distnbucian geogratica:

I mayoria de fas cruciferas incluyendo la colza y el nabo, se originaron en las
regiones montadosas del suroeste de Asia (Vavilov, 1951). Singh (1958) hace referencia a
£ACTIIOS Antiguos que mencionan dos oleaginasas, la mostaza y la culza o nabo aceitero cn
¢l sivlo trece. Por atra patte Gonzdlez (1974) cita gue el nabo aceitero no tiene definido su
origen stiendo cultivado tnsalmente en la ladia, postertormente en Japon y China; y que la
produccidn g nivel cemercial ocurrid hasty el siglo XI1] en Luropa y finalmente llegd a
Norte y Sudaniénica. Lo anternior se complementa con la informacion de Kipps (1970) que
enfatiza gue ¢l nabo se encontraba en Inglaterra en el siglo XVI y de ahi fué distribuido al
resto de BEuropac Asia, Conada y Estados Unidos. o

Lt 1942, Brasvece napey cri yao un cultivo de impoitancia en México y Brassica
camipestns silvesire o semacultivada tamién era importanie cubricndo los mismos usos
(Landaverde, 1942).

En lu actuahdad y a parur de los afies cincuenta la mostaza 0 nabina comestible
adquiere impartowia a nivel maadial (Alsehul y Wileke, 1985; Dale, 1982; Meltcalfe y Elkizs,
1980)

Mec. Gregor y Downey (1975) ubican el uso de las especies aceiteras del género
Brassica de la siguiente manera: B. juiicea utilizada en [a [ndia y China, 8. napus en Europa
y B campestny usada en Canadd y Estados Unidos. Dietz et al. (1991) reportan que las
variedades asidncus son 8. campestrs o nabo v las europeas B napus,

Lit distrinucion en México, en forma silvestre o semicultivada es amplia, ya que se
encuentra en toda ¢l pais con excepeion de los estados de Baja California, Sinaloa, Nayarit,
Durango, Zacidecas, Aguascabentes, Guerrero, Quxaca, Tabasco, Campeche, Yucatin y
Quintana Roo (Rzedewski, 1978). En forma cultivada la distribucion es limitada ya que sélo

se cultivan aeigoime nte enel pois aprovimadamente 6,000 Ha. (Robles, 1982) encontrandose

b
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snncipaimere en oy estados de Puebia, Tdalpo y Thxeala,

b, Ongen citagenetice:

Fooercnsa de esta plaata es difiol determinar su otigen citogendtico por que presenta
sran tucihidad de cruzaomento entre especies,

Poehleyin (1979) explici la formacion de especies tetraploides como son B. junced
con 30 cramosenus d paritr de B conpesing de 20 y B owigra de 16 cromosomas, y la
ormacion de B onapey con 38 cromosomas pattendo de 8 campesins y B oleracea de 18
La anterior demuestra la alta copacidad de eruzamiento de estas pluntas asi como el hecho

de que fas tres espeves onemales o imeales son B campesins, B. nigra, y B. oleracea.

le. Bstruciura:

Las sennllas de Brassica campestns varian en color desde amanlio hasta café obscuro
\Daun v DeClerck, [988), Diticren de otras semillas econdmicamente importantes, yva que
tlenen ur endospermo pequeno y i cubierta de la semilla ocupa de 12 & 20% del peso de
iesemnlia (Appelgvist, 1972) Bl interion consiste pringipalinente en los cotiledones, los
cultes conticnen el aceite y pranulos ricas en proteing, en las celulas de aleurona que se
encuentran hajo an cascanily Cada célula estd rodeada par una membrana celular
compuesia en gran medida por celulosa. Los esterosomas estdn dispersos en el citoplasma.

Los grapos de alearona nuden de 2 @ 14 g de didmetro (Qhisan, 1985).

Id. Compaosivion quinne:

En Las dstitas viroedades o coltiviee s de Brassica T composicion quiniica fluctfia sin

deniro Geoura l'\|*L'h’iL". T clhavette de 3o '13(/.51. de 234 27% pmlcinn, b de 10all%
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s cathohdritos (Ohlson, TURS).

Pa  concentriwian de earbohideatos  de bajo  peso  molecular es
aproximadiimente ¢ 6% del peso seco de ki harina desgrasada, correspondienda al 20% del
maeral hidrotilico (Anjou et al. 1979, citado poc Ohlson, 1985). Aman y Gillberg (1977)
mencionan que les carbohidritos de bago peso molecalar ocupan en la harina desgrasada
woroxiniadarimente el 106 vy gque de ellos los niis abuncantes son glucosa, arabinosa, xilosa
vomlactosa.

De los carbohidratos de bajo peso molecolar predominan la sacarosa y 1a estaquiosa
con 3y 27 gespectivamente. En menores concentracicnes se encucntran la rafinosa,
glactinol, digalactosdgheerol, glucosa, fructosa y micinositol.

Los palisacéiridos se encuentrar en mayer cantidad en las cascarilias, principalmente
v eelulosi v fa-bignina que vinda de 2 a 5.5% dependiendo del cultivar y del color de la
cascanlla; entre mas claro meror concentracion de lignina. En los hidrolizados de polimeros
de cascarillas se encuentra hasta 5% de dcldos urdnicos (Aspinall y Jiang, 1974; Ohlson,
1L8Y)

[ s carbih.dratos, pnlitcnoltts y Lignina de las cascanllas han side estudiadas por

Theander etval, (19275

Laws mectinas de las cascarilas han sido caractenzadas por Aspinall y Jiang (1974).

Weber ¢l al. (1974) han estudiando fos mucilagos presenies en las cascarillas de las
varicdades oleiferus del wenera Brassica.

Siddigut y Wood. aislaron y caracterizaron un amiloide soluble en agua (1971),
Creportan un arabmogalictane acidico en 1972 y un arabinana en 1973, todos de la harina
de B, camipesiris.

Los pobsaciridos de las harinas contivnen grandes cantidades de arabinosa, glucosa,
wlosa y palactosa (Ohlson, 1985).

El aceite se cncuentra de 42 a SU0% c¢n la semilla de calza de invierno, de 37 a 47%
en lade verano, en el nabo de invierno es de 40 a 48% y en el de verano de 36 a 46% en
huse seca (Ohlson, 19585), Deperdiendo de Ta variedad de que sea extraido, estd constituido
por s smwentes acdos grasos: ericico (22:1) de 24 & 6192, oleico (18:1) de 11 a 31%,

frn deaw (1IN de T a 3%, Dnelenco (T&D) de e o 149, sicosaenoico (20:1) de 0a 12%
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v padmitico (10:1) de 2.0 7%. En las variedades genéticamente mejoradas, con bajos niveles
de aeida erucico, elicida oleco se inccementa en ta proporcicn en que disminuye el acido
crucice. por o ¢ac tos acidos de 18 carbonos llegan o constituir hasta ¢! 95% del aceite
PMLahesbwar: el alo 198)).

Robdes ((DUN2) reporta un coeticiente de digestibifidad para el sceite de Y89% en el
Tsnana vy de 7770 e matas eaperimentinies.

11 contendo de proleina en L seaibia sibvestre colectiada en Escobedo, N.L., es de
207 v oen L hanna desprosada de o misnmu semulla es de 47%. La digestibilidad de la
sroteina desgrasady sin cascanlial eg de 3% con peosina (resuliados de analisis preliminar
reahizadas en el Lab de Crenvin de Ahmentos, F.CBL LUANL)

[ prowing o consderada de buena calidad evatuando su balance de annaoacidos
esehvities, siendo ned principuimente en amioacidos azufrados {(Gillberg y Tornell, 1976).
Jores | 1$79) Cita la composicirn de antaodeidos esenciales de la proteina de B.campestris
corypradic muy inverablemeste conel patron de FAQ/OMS, con un eomiputo de 95, con
weuctmd ceme primer amneaado linutacte para el humano,

Las proteiras del genera Brassica tignen un valor nutritive mas alto que ninguna otra
aroteing sepetal (Qhlson v Apjou, 1979), dehido a su contenido de lisina, metionina y
AT

Onlson ¢ 1983 citac fos veles de s en Brasview simanes a los de soya y mayor
meed de enmoacidos azuttados que los deoesi lepumumosa,

La protema de Brassicd aopus y Brassica campestris tiene un buen bafance de
waunoacdos, eapeckilmente nca en aminudeldos azufrados.

Lo candad de esta proteina se confirma con ¢l reparte de Jones (1979) con un valor
de indice de o eticenci prareinica (PERY de 250 para da harina detoxticada, igual al
nbitendo cor cusein.

Lo composeran de proteinas de estas semitas ¢s complera ¢ involucra proteinas de
hacopese mlecular (13 KD v puntos isocléctnicos cercanos a 11 en el 20 a 45% de la
prowing okl (Limaerdal v Jasson, 1Y71). Tambien se encuentran proteinas acidicas con
puntos ovtectcos de 3o 7 v de pesos moleculares elevados de hasta 320 KDay proteinas

IS R RITT AL SR N RN R TR TN Jeoas v opesos molecubiies nterme dyos v h;lju_\‘ de hasta
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150 KDa (Lonnerdal et al., 1977)

La composicion de aminodeidos también varia en cada fraccion proteinica, pues
Lonnerdal et al. (1977) prepard tres aislados proweinicos extraidos a pH 11 y precipitados
a pH 6.6, 5.0 v 4.9, presentando cada uno diferente computo al comparar su composicion
do aminoieidos con ¢l patrdon FAO/OMS, siendo €ste de 100 para el primero y Gltimo y de
69 pura ¢l sepundo aislado, con la lisina como ¢l primer limitante para el humano.

De jo antesior se resume que se pueden presentar pesos moleculares desde 13 KDa
hosta 320 KDa y puntos isocléctricas de 4 a [ en las proteinas de ésta oleaginosa. Asi
muismu, ki cahidad nutricional y composicion aminoacidica del mislado proteinico puede variar

dependiendo de [as condiciones de obtencion del nusmo y la fraccidn que sea extraida.

lc. Aspectos toxicalogicos:

Los principales problemas de toxicidad que pueden acasionar las semillas del génera
Brassica se deben principalinente a la prescnoa de altos niveles del acido erdeico {ac. Cis-
13-docosienowca), éste al ingenirse en cantidudes superiores al 10% de las calorias totales
de L dieta causa acumulacion raimda de grasa en el miocardio, inflamacidn del mismo y
cmbios similires ¢n el masculo esquelético, fibrosis del miocardio, cirrosis hepética, y
wiemie hemuabiica. Lo antenor observado en hamsters, ratas, monos, ete. (Mc. Gregor y
Doswney, 1974, Alischul v Wileke, 1985; Matson, 1973).

Algunos avtores discrepan en cuanta a la toxicidad de este dcido;, Kramer et al
(1583) reportan valur nutncional similar para varicdades tradicionales con alto contenido
de ac. erucnen y las vanedades Ycanoia” y "doble cero’.

[=n el caso de [a harina desgrasada una de los principales problemas es la presencia
do giuvosmolatos, que al hidrolizarse con la tioglucosidasa presente en la misma semilla
wrman sultato merganico, glucosa, y, dependiendo de las condiciones de hidrolisis,
Aobocianaes, fiocanatos y nitrilos en varias proporciones. Estos compuestos causan
sprandanneat de trardes y los nitrilos especiticamente: ocasionan hepatameapaliy, lesiones

A dncade y nnoaes, i camo pérdida de peso. En B campestris ¢l glucosinolato reportado




ANTECEDENTES 10
cama o mis abundante es gluconaping o 3-butenil-glucosinolato, que se puede encontrar
hasw 10 0 12 mp/g en la torta de esta oleaginosa (VanEten y Walff, 1973; Ohlson, 1985;
Camptxell, 1987).

Para resolver el problema de los plucosinolatos se han realizado trabajos que
prapanei: liinactivacion de la enzima tioglucasidasa con calor, autoclave, amonjaco, etc.
(Jones, 1979, Lannerdal, 1976; Eapen et al.,1968; Dahlen y Goude, 1973, citado por
Onlson, 1985 ): extracaon de los glucosinolatos con agua, metanol, etanol @ acetona (Mattson,
1973 VanEtten ¢t al, 1969 y Shehidi y Gabon, 1990); tratamientos bioquimicos como
germinacion, descascarillado con celulasas y fermentacion (Mustakas, 1963; Staron, 1970;
Poznanski et al., 1973, citados por Ohlson, 1983).

Sin embargo lo que ha tenido mas impacto a nivel econdmico ha sido la intraduccién
de varicdades mejoradas eon niveles muy bajos tanto de glucosinolatos, méaximo 3 mg/g en
la torta; como de ac. ericico, maximo 5% en el aceite. Estas variedades se les llama "doble
cero” en Europa y "canola” en Canada (Dale, 1982; Canola Council of Canada, 1983).

El sepundo factor que [imita el uso de la harina de semillas del género Brassica, en
lu ahmentacion humana, es su alto contenido de fibra, debido a la cascarilla que permanece
en buena medida en Ja torta y la cudl posee ademas polifenocles condensados que limitan
Ja utilizacion de la proteina. En algunas varnedades de B, nopus y B. campesins Ja harina
presenta de 13 a 16% de fibra (Jones, 1979), valor superior al de 14 harina de soya, ya que
al ser la semitia mas pequena la proporcian de cascarilla a cotiledones aumenta (Appelgvist,
1972).

Para resolver este tltimo problema se han propuesto descascarillados por abrasian,
lo cudl se dificulta par el tumano de la semilla, asi comao par su fragilidad; descascarillado
por enzimas lo que eleva los costos de producciCn; scparacidn mecanica de las cascarnillas
en la hanna utilizando tamizado y aire, lo que es suficiente para utilizar Ia harina en
alimentacion animal mas no en humanos; vy la preparacion de concemtrados o aislados
proteinicos. En ei caso de lus concentrados el problema permanece pues aiin contiene entre
6 v 8% de tibra en su composicidn, por lo que los aislados parecen ser la mejor apeidn.

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

glucosinolitos emnizzan o pasar 4 un segundo término, principalmente con la obtencion de
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las variedades canola y doble cero, sicndo en afos recientes ¢l principal problema
oxicaldgico invesbigado el dc. fitico (hexafosfoinositol). Este es el compuesta con fosforo en
su molécula que se eacuentia en mayor concentracion en muchos vegetales importantes,
como legumbres, cereules y oleaginosas (Posternak, 1903, citado por Graf y Dintzis, 1982).
El ac. fitico torma complejos insolubles con cationes polivalentes, ocasionando que esos
minerales no sean utilizedos o absorbidos en el intestino y por lo mismo se presenten
problemas de deticiencias de calcio, hierro y zinc. Ademas de lo anterior forman complejos
tambicn con proteinas disminuyendo su digestibilidad (Badui, 1990; Grat y Dintzis, 1982).

Es importante seralar que la soya mundialmente utilizada, contiene fitatos y que
principalmente en los aislados proteicos que se utilizan corno extensores o sustitutos de
carne, esto llega a ser problema. Champagne y Phillippy (1989) utilizan un aislado de soya
(Purinu) conteniendo 1.30% de ac. fitico. Lease (1967} citado por Badui (1990) reporta que,
ratas alimentadas con un aislado de soya, absorben el 44% del zinc ingerido, mienuas que
si la prote{na es caseina la ahsorcion es de 84%. 1.os autores mencionan que suplementar

la dieta o ¢l producto de soya con zing, es la solucion sugerida

II. CONCENTRADOS Y AISLADOS PROTEINICOS.

[1a. Usos:

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

Las proteinas para ser utilizadas en la industria alimentaria pueden prepararse como
concentrados, o como aislados proteinicos. Los primeros son productos preparados a partir
de materia prima de alta calidad, por remocion de la mayor parte del aceite y componentes
no proteinicos solubles en agua Los concentrados tienen aproximadamente 60% de proteina
¥ los wislados proteinicos son productos gue contienen aproximadamente 90% de proteina

S POr censigaiente, und tunint cantidad de compuestos na proteinicos (Qhlson, 1985). Las
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estimbares deidentulad de Estagdos Unidos, marean un minimo de 70% de proteina para
concentrados y % para aisladas,

Proteinas de soya y en particular aislados proteinicos de €sta leguminasa, han sido
usados como cremas para café, crema batida, yogurt, embutidos, productos texturizados
sustitutos de carne, ete. Todo esto, debido a gue las proteinas de la soya tienen muchas de
lus caracteristicas guimicas y fisicas requeridas para los usos antes mencionados y poseen
propiedades funcionales no disponibles en otras fuentes de proteina vegetal (Kolar gt al.,
1979).

Se han estudiado diversas fuentes vegctaics para la obtencidn de concentrados y
aislados proteinicos, y asi s¢ han propuesto aislados y concentrados proteinicos de lupino
(Lupinus albus y Lupinus angustifolius), de semilla de jojoba (Simmondsia siinensis), de
girasol (Helianthus annuus), de parbanzo y diversos concentrados foliares (King et a)., 1985;
Millan et al.,, 1984; Paredes-Lopez et al,, 1991; Millan et al., 1987).

lIb. Potencialidad de la proteina de Brassica en tecnolopia alimentaria:

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

La elaboracién de concentrados proteinicos de B. napus, B. campestris y B. juicea
principalmente se ha desarrollado en Canadé, Polonia y Suecia. La preparaciOn de €stos se
basa en la limpicza y descascarillado de la semilla, inactivacion de la mirosinasa, remacion
de los glucosinolatos con agua, secado del material y degrasado con hexano. El material
restante es el concentrado. Theander y Aman (1977, citados par Ohlson y Anjou, 1979)
obtienen un concentrado con 65% de proteina en base seca, con un residuo de
glucosinolatos muy bajo, habiéndose remavido aproximadamente el 99% de la cantidad
micial, Sin embargo contienen relativamente altas niveles de acido fitico, asi como de

carhohidratos insolubles en agua, como son los polisaciaridos de las paredes celulares o fihra.
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L composicion tipica de un concentrudo proteinico de Brssica es la siguiente:
proteina (nitrogeno x 6.25) 65%, prasa %, carbohidratas (cxcluyendo fibra) 28%, fibra
cruda 7%, cemeus totales 7%, ac. fitico 6%, humedad 7.5%, y glucosinclatos menos de
.03% (Ohlson, 1979 y 1985).

El inconvenicnte de las congentrados proteinicos es principalmente el alto contenida
de fibra y de titatos los cuiles intervienen en la utilizaci6n del zine y otros minerales en los
organismos, ya que en estudios hechos con ratas éstas presentaron signos de deficiencia y
al analizar el contenido de éste elemento en hueso se encontrd deplecidn en el mismo. El
problema se revierte con la ingestion de mayores niveles de zinc en la dieta (Gorilil et al,,
1974).

Ademis del problema antinutricional de Ja fibra y los fitatus en los concentraduos,
€stos tienen el inconveniente del color y sabor no atractivo para su uso en alimentos
(Thompson et al., 1982). Lo y Hill (1972) sugieren que el color presentado en estos aislados
as debido a la presencia de acido clorogénico y de dcido caféico.

Un aisiado proteinica generalmente es pre parado por la dispersian inicial del raterial
crude en vpa solucion alcalina. Después de remover el material inscluble, las proteinas
disucltas son recuperadas por precipitacion acida, debido a ésto el aislado conticne menos
impurezas vy su calidad funcional es mis aceptable que la de los concentrados.

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

Los rendimientos en la producci(m de un aislado dependen de muchos factores; entre
otros ¢! calentamiento durante el procesamiento de la torta y la necesidad de varias etapas
de lavado a la proteina después de la precipitacion. En el caso de una torta comercial, Owen
(1971, citado por Qhlson, 1985) recuperd el 18% del nitrbgeno anginal de la semilla,
obteniendo un aislado con 84% de proteina. Sosulski et al. (1972) bajo condiciones de
lahoratorio reportaron un rendrmiento cercano al S0% y el aislado contenia 86% de
proteina. Kroon et al. (1970, citados por Ohlson, 1985) tuvieron rendimientos de entre 29

a4 d¥%% v prodoctos conieniendo mas de 90% de proteina.

e —— e
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THrnell ¢t gl (1972, cilado por Qhison, 1985) mencionu que 8i se desca oblener un
aislado capaz de tormar fibras, se deben remover todos los fitatos para utilizar el producto
comuo sustituto de carne. 1a anterior padria hacer competir éste producta con el de la soya.

Se han preparado o nivel de laboratorio aislados proteinicos, utilizando diferentes
esquetnas de extracainn o solubijlizacian de las proteinas, asi como de recuperacion de la
proteina extraida,

Gillberg y Tornell (1976) prepararon tres aislados proteinicos partiendo de B, napus:
uno a ptl LL1 y la recuperacion de la proteina fué por precipitaciébn a pH 4, obteniendo
75% de proteina y 16% del ac. fitico inicial; oo a pH 8.2 y la precipitacidn a pH 3.7,
obteniendo 48% de nitrbpeno y 18% de ac. fitico iniciales, no reportando el contenida de
proteina; y par ultimo a pH 6.2 y precipitando a pH 4 obteniendo un aislado con 85% de
proteina en ] gue se conservd un 20% de ac. fitica inicial.

Linnerdal et ul. (1977) preparan también tres aislados a partir de B. napus, En éste
caso los tres se extraen a pil 11.1, pero el primero se precipita a pH 4.9, el segundo a pH
6.6y el tercera se obtiene por una precipitacion & pH 5, de las proteinas que permaneciercn
solubles en el sobrenadante de la precipitacidn anterior, Sin embargo el objetive del trabajo
estd en funcion de conocer las protefnas y sus caracteristicas, mas que en establecer un
praceso tecnologica para la preduccion de aislados y asi, omiten datos de produccibn o
rendimiento; utilizan polimeros anidnicos como la carbuximetilcelulosa para facilitar la
precipilacion de las proteinas, y enfatizan los tipos de proteinas que se encuentran en cada
aislado en cuanto a pesos moleculares, puntos (soeléctricus y composicidn de aminodcidos.

Aman y Gillberg (1977) preparan los tres aislados de la misma mancra, y cstudian
ahora la distribucion de carbohidratos, encontrando generalmente en los aisiados, azicares
simples tales como arabinosa, ribusg, galactosa, glucosa, xilosa, fucosa , ramnosa y azicares
dcidos como el ac. galacturénico, todos en pequena cantidad.

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

Diosday et al. (19834} preparan aislados usando B. napus, por el método de
ultratiltracion en dos etapas y postenormnente concentrando por evaporacion cl producto

dilaido, obtzniendo cn aislado can 80.4% de proteina.

- I o
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Cho y Thaompson (1984) prepirran un sislada, acetilundo inicin)mente la harina de B.
napiss para tacillitar fa extraccion de la proteina, posteriormenie recupera ésta por
precipitacion isoeléctrica v por didlisis, encontrande mejores rendimientos al utilizar didlisis
y ¢l aislado contiene sdlo 0.9% de icido fitica en ambos casos.

Lacrow et i (1981), abtienen a partir de harina desgrasada y libre de cascarilia (no
nencionan especie) un aislado por ultratiltracion, previa hidrélisis enzimética parcial de las
profeinas.

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

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

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

Algunos de los mis importantes aspecios de las proteinas vegetales, son sus
propicdades funcionales. [llas determinaran el tipo de aplicacion que podra tener un nuevo
ingrediente proteinico, y su competitividad en el mercado.

Una detinicion adecuada de propiedades funcionales de una proteina es [a siguicnte:
son propieduades fisicoquimicas que dan informacion sobre como una proteina se comportaré
en un sistema alimentano (Hermansson, 1979).

El comportamiento funcional de las proteinas en un sistema alimentario €s el
resultado de una compleja interaccion entre la composicidn, estructura y propiedades
fisicoquimicas de las proteinas "per se", de sus interacciones con otros componentes, tales
como lipidas y carbohidratos, y la naturaleza del media en el cual estan asociadas (Kinsella,
1979, eitado por Paulson y Tung, 1987).

Lis propedades que son de interés peneral son las siguientes: solubilidad, viscosidad,
textira, capacidades espumantes, de absorcion de agua y de acelte, emulsificante, gelificante,

v de hipchamiento.

- P
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Sosinski ¢t al. (1976) mencionan que las harinas de Brassica son comparables a la
hanina de soya en cuanto a absorcion de agua, pero las primeras muestran mucha més alta
solubildad de nrtrdgeno, absorcion de grosa, emulsificacidn de aceites, capacidad de batido,
y estabibdad de la espuma. Las curvas del viscoamildgrafo para harinas de Brassica se
caractenzaron por picos intermedios y alta viscosidad en frio, pero sus propiedades
geliticantes fueron malas. Desatoriunadamente fa harina no puede ser usada para consumeo
humunao debido a los glucosinolatos presentes.

Los concentrados y los aislados muestran excelentes capacidades de retencidn de
agua y aceite; el aislido tiene muy alta capacidad emulsificante y buenas caracieristicas de
batdo, sin embargo, el uso de estos productos puede estar limitado por el color café o verde
gue presentan en sofucion acuqsa,

Thompson et al. (1982) encuentran en un concentrado de B. napus buena solubilidad
de nitrogeno, absorcion de grasa, emulsificacion y capacidad de batido o espumante, pero
mala absorcion de agua y gelificacion. El mismo autor elabora salchichas y merengue de
mejor calidad con este concentrado que con el de soya. Tambi€én hace mencibn af
tnconvenicnte del color para el merengue.

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

Algunas de las propicdades fisicas pueden ser modificadas, por ejemplo: la capacidad
espumante, emulsionante, la estabilidad de ia emulsion, y la solubilidad de nitrégeno mejora
al tratar ja proteina con anhidrido succinico que modifica los grupos amino libres de la
misma (Paulson y Tung, 1988). Los mismos aulores en otro estudio (1988) reportan también
la reclogia y microestructura de las dispersiones de aislado protcinico de canola, y

encuentran un incremento en viscosidad con el succinalado.
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METODOLOGIA.

I. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA SEMILLA DE Brassica campestris,
La semilla silvestre fué colectada en Escobedo, Nuevo Ledn, y la "comercial”, fué
adquinda en los merendos de i Jocalidad. a donde es traida principalmente de los Fstados

de Puebla y Mcco.

Tanto la semullas cOmo las harinas desprasadas y libres de cascarilla fueron analizadas

por duplicado con las siguientes determinaciones:

Humedad, Materio seca, Ceniza, Extracto etérco, Fibra cruda, Protcina y

Extracto libre de nitrogeno (AQAC, 1990)

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

Glucosinohitos (Saim y Wratten, 1987) con tioglucosidasa Sigma,

Fitatos (Oberelas, 1973 y Wheeler y Frorel, 1971)

Zinc ppmy, Hierre ppm, Marganeso ppm, Calcio % y Magnesio% nor

absaradn atdmica (Zeiss, 1978)
Fosforo total por absorcitn atdmica (Zaugg y Knox, 1966)
Fn la hanina desgrasada ademas se realizé la determinacion de valor proteinico

relativa (RNY), con Tutrohymena thermaophila (Baker, H. et al,, 1978) y Digestibilidad "in
vitre” can pepsina (AOAC, 1990).
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il. INACTIVACION DE LA MIROSINASA

A partir de aqui s¢ trubajo can la semilla silvestre. Primero se disch0 un experimento
tendiente a comprobar s1 la enzima era mactivada por las candiciones de temperatura
recomendadas en la literatura o si este tratamiento puede ser sustituido por las condiciones

de extraccin del aceite.
la. Expenimento 1

Se realizd una extraccion de la mirosinasa de acuerdo a Saini y Wratten (1987). S¢
parte de 100 g de semiila molida finamente, en un molino de café, la harina fu€ extraida en
una licuadera con 500 ml de buffer de acerato de sodio de pH 4.9, almacenando la
suspension por dos horas a 4°C, centrifugando el extracio 15" a 18,000 rpm y 4°C. Al
sobrenadanie se le adiciona 709 de una solucion de sulfato de amonio saturado,
almacenando de nuevo por 2 hr a 4°C. El precipitado se recupera por centrifugacion 20°
a 18,0 rpm a 4°C, posieriormente s¢ resuspende en un minime de agua y se dializa con
dos cambios de apua en 24 horas a 4°C, después de lo cuval se centrifuga con las mismas
condiciones anteriores. Al subrenadante sc agrega 70% de acctona fria, almacenando toda
li noche 2 4°C. El precipitudo se recupera por centrifugacion, se resuspende en 150 ml agea
fria y se hofiliza,

La acnividad de la enzima extraida se detectd incubando durante 157 a 37°C (.1 mg
del precipitado enzimatico de la semilla, resuspendido en bulter de tris pH 7, con 5 pM de
sinigrina (Monohidratada, Aldrich), se cuantifico glucosa libre proveniente de la hidrolisis
del plucosinolato.

Lo anterior fué realizado por triplicado, con semillas sin tratar y tratsdas de la
siguiente manera: AY a %0°C por 18'(1.dnnerdal et al., 1977) y B) trituradas, descascanliadas
y desgrasadas en soxhict con hexano a 80°C por 2 Hrs.,

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

La glucasa hibre se aralizd con e) métado de glucosa-uxidasa (Sigma); se estableci

urnt cuna estindiar de plucosa con concentraciones de O a LK py y Ta jectura de ahsorbancia
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se hizo 0 SIS nmeen un BEspectrolfotometro Beckman 25,
IIb. Experimento 2

En un segundo experimento, en lugar de extraer la enzima se utilizo Ja semilla sin
tratar y la semulla tratada con los tratamientos mencionados, basando esto en la técnica de
Saim y Wratten (1987) pura cuantificar glucosinolatos.

50 mg de semilla (contiene 3.153 M de glucosinolato) furon molidos en un mortero
con 2 m] de butfer de tris a pH 7, pasada a un tubo vénico graduado. El martero tué lavado
dos veces con 1 ml. de buffer cada vez, recuperdndose los lavados cn el tubo y ajustando el
volumen de é€ste a 5 ml con el nusmo buffer.

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

Se preparo un tubo control de substrato con simgrina, sin adicidn del extracto de

senulla.

L. TRITURADO Y DESCASCARILLADO.

La semilla seca fué riturada o quebrada, obteniéndose los cotiledanes y cascarillas.

l.uego las cascarillas fueron removidas por suspcncic'm en aire y cribado.

IV, EXTRACCION DEL ACEITE Y DESOLVETIZADO.

Para la extraceion des acelte se utilizd inicialnente hexano probindose dos tiempos
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de extraccion, con la proporcion muestri @ solvente 115 pfv, recomendada por diversos
autores vn ta teratura (Ohlson, 1985). Ya gque de ninguna manera se podria repetic la
condicion ndustrial de extraccion y cdmo el grado de extraceibn logrado can hexano no fué
adecundo, el aceite res:dual interferia can la extraccion de las proteinas, por lo que se
decidis realizar una extraceion en soxhlet con éter etilico.

Despugs de fa extraccion del aceite o muestra {ue desolvetizada, en hormo a 70°C

V. SOLUBILIZACION DE LAS PROTEINAS,

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

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

Va. Obtencion de las proteinas.
1 litro de agua desionizada a 25°C a pH 7
+
75 g de harina desgrasada
-
ajustar el pH con NaOH 0. 1M
+
mantener el pH con agitacion durante 30" a temp. ambiente.

)

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

(Volumenr final 1,500 ml con 75 g de muestra)
!
Centrifugar a 6,{00) RPM a 20°C por 25 minutos.
(3,000 RCF)

|

recuperar el sobrenadante
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VI DETERMINACIONES QUIMICAS Y ELECTROFORETICAS DE LOS
EXTRACTOS.

[En el sobrenadante se realizd una medicién aproximada de la proteina extraida,
realizando lecturas a 260-280 nm, inmediatamente después de la extracciébn , para lo cual
tué¢ necesario antes de la lectura realizar diluciones 1:20 y/o 1:40 de los extractos. La {6rmula
empleada ¢s la siguiente: (1.55)( Abs 280) - (0.76) (Abs 260) = mg proteina/ ml
También fué probado el uso de otro método con lecturas a 215 y 225 empleando la férmula

144 (Abs215- Abs 225) = a wg/ml (Cooper,1977).

En el sobrenadante se determinG también proteina por el método de Kjeldhal (N x 6.25;
AOAC. 199%)), y fitatos por el método de extraccidn clasico de Oberleas (1973),
cuantificando el fésforo liberado de! fitato segin Wheeler y Ferrel (1971),

Mucstras de los sobrenadantes, se aplicaron en geles de acrilamida inicialmente al
10%, después al 7.5% y con un gel de entrada a 5%, con buffer de cAmara 0.173 M tris-
glicina pll 8.2 Se realizd una tincién con azul de coomasic, después de la observacifn de

los geles, se realizd una segunda tincion con plata (Schleif y Wensink, 1986).

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

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

-

realizaron a 70°'mA por gel.

Vil. PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS,
Seleccidn de pH adecuado

Pusteriormente se trabajg con los extractos de pH 7y 8, para precipitar Ja prateina,

vimantener disueltia fa mayor cantidad posible de titatos, Se evaluaron los siguientes pH: 3.5
X Saal ;
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4,49, 5 y 5.5. Para bajar ¢l pH ol valar descado se utilizé HCL Q. IN. El precipitado se
recuperd por centrifugacian a 7,000 RPM, a 10°C por 25°. Se lav6 dos veces, centrifugando
cada vez, se deshidratd y peséd. En el sobrenadante se determinaran nitrégeno disuelto y

fitatos disueltos, obteniendo por diferencia los fitatos precipitados.

VI LIOFITIZACION.
Una vez seleccionado el pH de solubilizaci6n y el de precipitacitn 6ptimos s y 4),
s¢ realizaron extraccianes sucesivas con las finalidad de reunir la cantidad de aislado

suficiente para ser caractenizado lo méas completamente posible. Las protefnas obtenidas

fueron liofilizadas para su conservacion correcta

1X. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y NUTRICIONAL DEL AISLADQ
OBTENIDQ.

FELLECTROFORESIS (Schleif y Wensink, 1981)

PROTEINA (AOAC, 1990)

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

GLUCOSINOLATOS (Saini y Wratten, 1987)

AMINOACIDOS (Manual Beckman, Modelc 119)

COMPUTO QUIMICO (Pelict, 1980)

VALOR PROTEINICO RELATIVO. (Buker, H. e1 al., 1978)
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Solubilidad de nitrégenn (AACC, 1974)

Capacidad espumante y cstabilidad de
espuna (Lawhon y Cater, 1971)

Capacidad de absorciébn de Rgua
(Sosulski, 1962)

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

Capacidad cmulsificante de aceite y
estabilidad de la emulsibn (Marshal
et a}., 1975)

Densidad, cxpresada come  volumen por |

gramp de muestra (Thompson et gl
1982).

En las propiedades funcionales se utilizd un control de un aislada comercial de soya

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

par triplicado, con desviuciones estandar de no més de 2%.
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RESULTADOS.

LCARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA SEMILLA Y PASTA.

Los resultados del analisis quimico y nutricional de la semilla comercial y silvestre se
reporta en €l Cuadro 1. Y en el Cuadro I, los de la harina o pasta de Brassica campestris.

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

En la pasta- el contenido de ceniza es mucho mis alto, que en la semmilla integral, por
lo que los minerales se encuentran de manera importante también en los cotiledones. .

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

En la torta obtenida de semillas descascarilladas permanece un remanente de 1.5%
y L.3% en la torta de ]a semilla comercial y silvestre respectivamente.

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

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

En lo que respecta al vator nutricional de la torta sin cascarilla o harina de B.
cam;;esm's, se obtuvo un valor nutritivo relativo a caseina de 97.93%, con Teiralymena
thermophila,

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

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

que en la silvestre, tueron menores al 1%.

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

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

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

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

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

los valores en ésta son superiores a los de la semilla.



CUADRO 1

RESULTADOS 26

CARACTERIZACION DE LA SEMILLA DE B. canpestris

Comercial Silvestre
Humedad %p/p 333 4.84
Materia seca %p/p 94.5 95.16
Ceniza %p/p 3.61 4.38
Extracta etérea %p/p 41.64 33.50
Fibra cruda %plp 13.03 13.43
Proteina %p/p 20,69 26.00
Extracto libre de
nitrbgeno %p/p 21.03 22.69
Densidad encrpética
Calig 5.41 4.96
Glucosinolatos % 1.13 0.92
Fitatos mg/100g 40.0 32.5
Zinc ppm 60.0 52.0
Hierro ppm 81.0 71.0
Manganesa ppm 28.0 35.0
Fosforo % 1.8 1.8
Calcio % 0.7 0.8
Magnesio % 0.3 0.3

———— =
L
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CUADRO 1
et e |

CARACTERIZACION DE LA HARINA DESGRASADA DE

B. campesins

Comerciai Silvestre
Humedad % ; 6.0 5.6
Materia seca % ' 939 943
Ceniza % R ¥ 7.2
Extracto etéreo % 1.5 1.3
Fibra cruda % 3.0 3.8
Proteina % 47.1 48.0
Digestibilidnd % 92.0 92.8
(17" (79)
RNY % 98.0 98.G
Extracta Libre de
nitr6geno % 41.4 397
Densidad energética .
Cal/g 3.67 © 3.63
Glucosinolatos % 236 230 \ y
(1.77) (1.40) ol 5
Fitatos mg/100g B4.4 67.4 . I |
{63.1) (39.2)
Zinc ppm 64.0 69.0
(77) (80)
Hierro ppm 91.0 100.0
(99) (110)
Manganeso ppm 40.0 46.0
(53) (60
Fosfora % 1.7 1.8
(21) (23)
Calcio % G4 0.4
(0.7) (0.8)
Magnesio % 0.1 . 03
(0.2) (0.2)

~ 2 ¥os

( J* un harina con cascarilla, ** No detectables, % es p/p.
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L INACTIVACION DE LA MIR'1GINASA.
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Con la finalidad de detecta; cuando la enzima esté ya inactive, para no practicar

ratamienlos quizd inccesaiios, se cncontids

En el Experimento 1. después de incubar el precipitado enzimitico de la semilla no
tratadit, se cuantificd plucosa correspondiente a la hidrolisis de 0.932 pM de glucosinolato.
S1cansideraimuos que ki concentracion inicial de sustrato era 5 M, Ja enzima logeé hidrolizar
practicemente un 20% del sustrato, sin embarga el valor de 0.932 es la media de tres
determinaciones y la desviacion estindar fué de 20.21

Cuando ¢l preciptadoe enzimitico se obtuvo de la semilla trutada, no se detect6
glucosa. En ¢l control conteniendo sdlo sinigrina tampoco se registro lectura.

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

En este caso las semillas tratadas adicionadas con sinigrina y sin tratar sin ninguna
adicidn de sustrato eatrd, presentaron valores sinulares en Ja cuantificacion de glucosa,
obtcnicndose  equivalentemente una media de 0297 £ 008 y 0.292 £ 0.06 uM de
plucosinolato hidrolizado respectivamente. Eo las semillas sin tratamiento adicionadas con

pM de siniucina, el glucosinolatg hidroliwdnj fu¢ de 0.592 2 (L.005. Pur lo que haciendo la
correcc:On Ioinca se realizd una hidiOlisis de 0.295 pM de la sinipring adicionade o sea

v

g.lpru&iﬂl;iﬂ.‘uﬂk‘ch el 6 S5,

I

11 EXTRACCION DEL ACEITE Y DESOLYETIZADO.

n [ extraceitin realizada con hexang en proporeian i:15, a los 90 minutos se extrajo
el 66% del uceite v a 120 nunutos 77%. Ya que el aceite remanente dificultaba la extraccién
de las proteinas, formundo en lay etapas de centrifugacidn, una capa que no permitia la
Feparacian y con tines analiticas se realizo la extraccidon con éter, obteniendo asi una bharina

gon solo 1AL e de erasa.

v e et — e e
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V. SOLUBILIZACION DI LLAS PROTLEINAS.

En lo que respecta a la

deteccion de la  proteina pmtej,ff}%il:gé‘dwea

disuelta  bajgo  las  diferentes a Diferents pH

condiciones de pH, al evaluar
el método 260-280 con 100 100

albimina, s¢ cneontrd (ue cn
concentraciones de 150 a 400
pg/m! el error era de 6% y
hasta 1200 pg/ml el error era
de 10%.

Por el «cantrarnia el

Qe@ -« ga R

@2—-a~0-"T an R

método con lecturas a 215 y
25 en la evaluscidn realizada

con albamina, éste requeria un

-2 —0—-23—
n
3]
¥
i
[ M
(o]

rango de concentracion de 20 a

10 pg/ml, mas bajo de [o gue
en [os extractos preliminires se

abtenia, y la deteecion tenin un

“~—prgtalng  — fitatow

error de 9%. Asi gue el primer
método fu€ selcccionado.

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

A pH medios de 7, 7.5 y 8, se lograron solubilidades de B2, 80y 74% de la proteina
micial. y a pH de 6y 6.5 la extraccion bajo. En lo que respecla a [a solubilidad de los fitatos,
€$10s tuvieron menos variacian sin embargo Jos menores nivetes de extracciin fueron a pll
7Sy 108 (70 y 689).

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

Ty 8 por presentarse buena extraceidn de proteina y la menor de fitatos.
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V. ELECTROFFORESIS DIE LOS EXTRACTOS.

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

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

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

e i o> VY WP RRERS. 528 1 1)

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

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

FOTOGRAFIA 2

ELCTROFORESIS DE PROTEINAS DESNATURALIZDAS
EXTRAIDAS A DIFERENTE pH.
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Al caleular los Rt v compararlos contra los estandares, se determinaron los pesos

rvleculares reportados en el cuadro siguiente:

CUADROQO TIL

PESOS MOLECULARES {KDa) DE LAS PROTEINAS
EEN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

BRI

pl de extraccion

pH 6 pH 7 pH 82 pH 9.2
74 74 14 74
66 66 66 66
60 60 60 60
56 56 36 56
52 32 52 52
44 44 44 44
40 40 40 40
36 36 i6 36
30 R
27 27 27 27
25 25 y 25
20) 20 20 20
10 10 10 10

Las tracciones correspondientes a los pesos moleculares de 20 a 36 KDa fueron las

de mayur cencentacidn.

vI. PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS.

Posteriormente se trabuajG con Jos extracios de pH 7 y 8, para precipitar ]a proteina,

N

e e e

v mnntener disuelta la mayor cantidad posible de fitatos. En la Grat.2 se observa que la
Mt preciproacan, se logro g pH 3.5 y 4 en ambos extractos, siendo supezior en el extracto

PHY O Fy Tos resteotes pH de precipitacian, el rendinnento fuc igualmente bajo en tos das
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GRAFICA 2 I
Precipitacian de Proteinas
a Diferentes pH
g
| p
| a
t
1
n
=]
‘ |
| |
c
; a.6 4.6
| pH
W cctrocto pHE LN Extrecto pH7 i

Al determinar el rendimiento en base a proteina inicial y precipitada se tuvo una
recuperacion maxima de 53% en el extracto de pH 7, precipitando a pH 3.5. Sin embargo
ya que los fitatos precipitan mas a bajos pH y que la acidez extrema puede dafiar la
proteina, fué seleccionado el pH de precipitacion de 4, con un rendimiento o recuperacion
de 36% en ¢l extracto pH7 y de 26% en el extracto pHE. Después de obtener el precipitado

proteinico a este pH, se analizaron los sobrenadantes para fitatos encontrindose por

1dilcrcnn;| que s0lo precipitaron 1.93% de los fitatos iniciales de la harina en el extracto pH
7. por lo tanta lg Je proteina contienen solo 0.094 my de fitato, Por el contario en el de pH

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

% p/p

A0

pH de extracclon

B s prowmine Iniclsl  E-Ade fitata Iniclsl

Vil. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y NUTRICIONAL DEL AISLADO
OBTENIDO:

El aislado liofilizado se caracterizd, obteniéndose los resultados mostrados en el
[Cuadro 1V.

Las propiedades funcionales determinadas en el aislado obtenido asi como en un
fslado de soya comercial, se muestran en el Cuadro V.

En general se observa en el Cuadro V, que el aislado de Brassica tiene mejor
f’ dadad de absorcion de aceite y espumante, que el aislado de soya. Y que éste ultimo

PUrerial anlado obtenido en cuanto a las demds propiedades evaluadas.
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CUADRO IV

CARACTERIZACION QUIMICA-NUTRICIONAL DEL AISLADO

Aislado Patron FAO/OMS/UNU
obtenido ninos preescolares.®

Proteina cruda: Yi%

IFitatos: no detectados

Glucosinolatos: no detectados

Valor nutricio-

aal relative a caseina: 91.22%

Puntyje quimico;** 0.75

Aminoicido limitante: Lisina

AMINOACIDOS ESENCIALES:
g/1(0g de proteina

Isoleucina 2.82 28
leucina 6.78 6.6
Lisina 4.38 5.8
Azufrados(Met+Cys) 6.12 25
Aromiticos{Phe +Tyr) 8.06 6.3
Treonina 5.71 34
Triptofano 2.24 1.0
Valina 4,48 3.5
Histidina 8.95 1.9

e e P ey R T ———— e s SRR

* Citado por Paredes et al., 1991.

** Al ulilizar cl Patron para puntaje de FAQ/OMS 1973 el Puntaje del aislado

obterido dd un valor de 0,70 con isoleucina como primer limitanie.
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CUADRO V

PROPIEDADES FUNCIONALES DE AISLADO DE 8. campestns

Y DE SOYA

aislada aislado aislado

ubtenido soya* soya **
Absorcidn de aceite 272% 212% 200%
Absorcién de agua 302% 569% 478%
Capacidad espumante *** 124% 20.6% 19%
Estabilidad de espuma
permanencia a 1 Hrs, 92% 3% 10%
permunencia a 2 Hrs 84% 0% 10%
Capacidad emulsificante &*
m! de aceite/0.5g de aislado 65 110 191.3
Estabilidad de la emulsion
agua libre a las 35 Hrs. 26 ml 7 ml 14 ml
Densidad 3.8 mifg 2.5 ml/g 28 ml/g
Solubilidad de mitrogena
a pH 7. 6.58% 51% 56.9%

* Supro, resultados de nuestro andlisis. -~ ** Promine D. (Thompson et a]. 1982)

v+ Cop suspensiones al 3%. & ™ Con suspensiones al 1%
[X"
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DISCUSIONES.

L. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE I A SEMILLA Y HARINA

Al amalizar Jos resultados presentados en el Coadro I, observamos que el contenido
de humedad coincide con el rango lo citade por Ohlsan (1985) de 6 a 8% y el contenido de
fibra es similar en Jos dos tipos de semillas. Cheftel y Chefiel, 1976 para colza senalan 4%
de fibra en la semilla. Sin embargo Olhlson (1985) ha mencivnado yue para las especies del
género Brassica las cascarillas representan del 12 a 20% de! peso de la semilla y qﬁc el
erbrion consiste principaimente de dos cotiledones los cuales contienen aproximadamente
el 30% del aceite y granos ricos en proteina en las oélulas de aleurona, justo bajo Ja cubierta
ocescarilla; y yue cada celula estd rodeads por una parcd celular compuesta principalmentc
de eelulosa; [0 gue justifica el hecho de que ain retirando la cascarilla para la obtencibn de
b wrta, sigue presentdndose un connido de fibra de 3%. En la soys la cascarilla
epresenta s0lo el 8% del peso de la semilla (Badui, 1990), mientras que en la semilla aquf
estudiada se encontrd, que la cascarila representa del 18 al 20% del peso total.

El contenido de cemiza es superior en la semilla silvestre, y ya otros autores han
eportado en México valores similares: Flores (1989) 4.38% y superiores, Salazar (1984)
$30%. Ohlson (1Y8S) c:ta valores de 2.4 a 2.8% pero excluyendo el fosforo fitico. Si
censideramos gue al reticar el aceile de la semilla estamos concentrando los minerales, ain
y cuando hayamos quitado 1a cascarilla, es normal encontrar en la torta que el contenido de
ceniza s mucho mas alto, y que los minerales se encuentran de mancra importante también
en loy cotiledones. [Los resultados de 7% en la torta concuerdan con Ohlson (1985).

[l acene cs el componente mds valioso de estas semillas, por su uso a nivel industrial
o comestible. En este trabajo la semilla comercial tuve mayor contenido (41%) que la
especic sitvestre (33%). Anjou et gl (1979, citado por Ohlson, 1985) menciona & Brassica
mepiis como colea ("rape”’) de invierno, comin en Eurnpa, con un contenido de aceite de 42
0 0% y colea de verano conteniendo de 37 a 47% y a B. campestris coma el nabo ("tumip
e de invierno usual en Canadi con 404 48% de aceite y naho de verano con 36 a 46%

woaeeite, tades en base seca, Por [0 que el cantenido de aceite de la variedad tanto
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camercial camo la silvestre de nuestra region concuerda con las variedades llamadas nabo
de serann, Chettel v Cheltel (1976) mencionan para colza un rango de 35 a 40% de aceite,
Mo normid,

Eit Jo que respecta a estudios nacionales se dan vaores de 20.98% de accite por
S lmar (1984) v pura variedad silvestre en Nuevo Ledn de 33.50% (Flores, 1989).

En la torta obtenda de semillas descascarilladas permanece un remanente de 1.5%
v 137 en latorta de Lo seoclla comereal y silvestre respectivamente. Appelgyist and Ohison
1972 atan en tora de Heompesirs un contenido de aceite de 2%, que aunque no lo
menciona, poi su contemdo de fibra debe heberse obtenmidu de manera comercial a partir
ceosenilla integral,

Lo senulla de la locahdad tiene mayor contenido de proteina 26% (Nx6.25), que la
cmercial, 1o antenior se¢ ha observado en diferentes tipos de semillas las que, en condiciones
sivestres sus mecamsmos de adapracion funcionan acumufanda proteina (Moreno, 1993).
Por ntra parte resultados siniilares se citan en la literatura de 23 a 24.4% (Nx5.7) por
Anpu et al (1979, coados par Qhlsorn, 1985), de 15 a 30% por Cheftel y Cheftel (1976),
2% por Gitiberg v Tornelt (1976) y Oblson y Arjou (1979). En México Aguirre Garcia
W79, citado por Salazar (9R4) reporta en B campesins silvestie colectada en Perote,
Veracruz, un contenido de proteing de 23.4 a 24.2%. Flores (1939) en la misma semilla pero
wlectadit en Naevo Leon ¢ 1 269 de prowina,

En lu pasta obtenida eo el presente trabe'o (Cuadra 1), 1a coneentracion de proteina
Lerada tue de 477, valor superior a repartes previos, ya gue en la variedad colectada en
Veracruz. Aparre (1979, citado por Salazar, 1984) menciona que en [a torta se presenta de
Boa 35% de proceina y Appelgvist y Ohlson (19/2) reportan 41.1% en una torta con
stutiiln o parciolnente descascariiluda.

Compurada con la saya, Brassica ticne menor comenids de proteina y es la mayor
mente vepetial concemrida de proteina en las zonas frias. Otro aspecto positivo es la bueha
Jgesubindad de on proteina de estas semillas, ya que en la torta con cascarilla present6 un
vitor de 799 v en o torta lthee de cascanillas el valor mejord hasta 93%, determinada "in
W Lactoie et sl (TUX3) evaluaron "in vivo” la digestibilidad de la proteina en la harina

st o renortasde 825, valar interior al obtenido en este trabajo, pero guizd més
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exclo al ser una determinacion mas real, aunque también Ohlson y Anjou (197Y) en un
concentrado proteico de similar nivel proteico al aqui evaluado, mencionan digestibilidad
real de 95 & 11X)%. De cualquier manera la digestibilidad es superior a la de la soya quc es
7% Resultado obtenido ern el Lab. de Alimentos F. C. B. y Pellet, 1980).

En 1o que respecta al valor nutriciona; de la torta sin cascarilla v harina de 8.
wmpestrns el volor  de 97.93% obtenido en este trabajo, con Tewralymena thermophila
oreuerda con Ohlson y Anjou (1979) quienes utilizando el Indice de Eficiencia Proteinica
PR, tuvieron vilores supeniores a la caseina y con el métado de Yalor Biologico, valores
de YU a Y2 Esto es justificado ya que la composicion de amincéicidos de esta harina es
wxror a kb mayona de las proteinas vegetales, tenienda buen nivel de aminoacides
watrados, lo que supera a la soya y en general a cualquier oleaginosa (Jones, 1979) con un
PER de 2.5 igual al de caseina, e inclusive algunas variedades la superan. Este mismo autar
wporta un vulor relativa de la proteina de 97, determinado en ratas a las que les fugé
ddicionado Zn en i racion. Badu (1990) menciona para soya tratada con vapor a 100°C
10 RNV de 85 0 Y0y sin tratapliento érmuco de 50 a 60,

F) extracto Lhre de mitropena de 21 y 22% es similar a 1o reportado en estudios
mannales de 21.2 a 0 38,39 par Flores (1989) y Salazar (1984). El contenido de extracto
e de nittGpeno en la torta de 39 y 415 en la silvestre y comercial respectivamente,
uieuerda con Appelgeint v OQlilson (1972) de 37.8%.

Lo densidad energetica tud jevemente mas alta en la semilla comercial, debido al
wontemda tambidn superior de aceite. En el caso de la torta la densidad se iguala al
smenerse ipual compesicion de nutnentes en ambas harinas,

En 1o que respecta alos factores toxicos 0 antinutricionales de las semillas y tortas
we las ditereates especics del genero Brassica, los gfucosina]ums s¢ presentaron en nvelcs
swpcniores en la semullis comercial, ya gue en la silvestre, fueron menores al 1%, lo que es
wmamente Importante, virque el vilor es de los mas bajos reportados en variedades en gue
deontenolo de este compuiesta tiaco no b sido modificado geneticamente. Anjou gt al.
Y atade por Ohlson, 1935), reporta contenidn de glucosinolatos en semillas de 4
wredades de Boeamipesris, de 1.8 a 2.4%. Sainiy Wratten (1987) estudian 18 variedades de

ettty doellay con Bagos niveles de plucosinolatos genéticamente logrados, citando
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vilies desde 0.25% hasta 1.65%. Ohlson y Anjou (1979) mencionan para variedades
wrmales de colza, un camtenido de 4% de glucusinolatos. Josefsson y Appelqvist (1968), en
wtrabajo con colza y nabo encontraron contenidos de glucosinclatos de hasta 7.7%.
Appelgvist y Ohlson (1972) enfatiza ¢l identificar a Brassica napus cémo la dc mayor
centenido de plucosimolatas, principalmente las vanedades de invicrno con valores de hasta
177%, stiendo la progoitrina &) predominante y a B. campesiris como de menor contenido,
con valures entre 3.3 y 4.3% y la gluconapina como ¢l donunante. Mc.Gregor y Downcey
[1975) utihzando un métedo similar al empleado en este trabajo, encontraron en semillas
dz 6 variedaes de B. campesins, de 3.5 a 7.6% de glucosinolatos.

Par lo anterior la variedad silvestre analizada conteniendo 0.92% de glucosinolatos y
adaptada a nuestro medio padria ser una buena base para mejoramiento genético, ya que
en los culuvares de variedad "Canolz”, Daun y Declercq (1988) mencionan concentraciones
de glucosinolatos desde 6 21 % en semillas certificadas hasta 0.70% en semillas comerciales
wltivadas en Canada entre 1982 y 1985, responsabihzando a las cruzas en los campos de. los
contesdas altos cpcuatrados por €1

E:n el caso de Lo tong, ef contenido de giucosinolatos fué similar en la semilla
comercial y en la sivestre; 2.36 y 2.30% respectivamente, cuando la torta estd libre de
cascarilia. Fnla torta con cascarilla los contenidos se diluyeron, guedando en 1.77 y 1.40%,
0 oque nos indica que éstos compuestos se cancentzan en el endospermo. McGregor y
Downey (1945), en la torta Je 6 vanedades de . cempesins encontraron de 0.71 a 1.39,
St y Wraten (1987), en 18 vatiedades tuvieron concenmraciones de 0.29% a 1.84%,
Appelqvist y Joselsson (1967, oitadus por VanEuen y Wolff, 1873); de 2.8 a 3.2% y Ohlsan
(1985) en B. carnpesins menciona contemidos de 3.30 a 3.44%, indicando ademés que el
gucasinolato mayoritario en esta especie es gluconapina (3-butenyl-plucosinolato). En las
variedades "Canola” 13 torta tiene menos de 0.3% (Canola Council of Canada, 1983).

El contenido de fnoatos en la semilla tanto comercial v silvestre fué bajo, aunqu-c
siempre superior en la se milla cultivada (40 y 32 ing/100g respectivamente), y en la torta sin
cascartla (R v 67 m 1g). Existen variedades con bajo contenido de fitatos Anjou, (1978,
atcdo par Ohbson v Ao, 1979), sin embiargo es ¢l Gnico reporte encontrado, Siendo esto

Lo Rte POt voque si ki variedad silvestie agui estudiadi es de bajo coutenido
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de fititos, es una semilla con gran potencial tanto en su actual estado, como base
mejoramiento geneético.

La t¢enica empleada cuantitica tosforo liberado del fitato y ya que las mismas plan
contienen fitasas que hidrohzan el hexatostata de inositol, eon la consiguiente tormacién
penta y tetratostuto de irositol (Anderson, 1963), es posible que al cuantificar el fésfa
asumenda que el titato ¢sta como hexafosfato se obtenga un resultado inferior al real. P
o anterior seria conveniente realizar la determinacidn con semillas homogeneamen
maduras, secar y moler inmediatamente antes de efectuar la determinacién, asi con
emplear metodelogia mas fina cdmo la de intercambio ionico (Harlund y Oﬁerleas, 1977

Los fitatos son los compuestos antinutricionales que actualmente dificultan el vsn d
la torta, de los concentrados e inclusive la obtencion de aislades proteinicos. Adn en la
vanedades "Cannla”, este prohlema prevalece. En la semilla, se encuentran concentracione
de 1.8 a 2.1% (Anjou et al, 1979, citado en Ohlson, 1985). Ohlson (1979) tambiél
menciona 2%. Por Io anterior lus concentrados proteicos que s€ han elaborado a partir de
las semillas de B.campestris muestran altas concentraciones de fitatos, de 3.3 a 7.5% (Jones.
1979), 1o cual las hace no recomerndables al causar problemas de indisporubilidad de zinc
en el organismo que lus consume, efeclo que se suprime al enriquecer o suplementar la
theta con minyares niveles de zinc. kn ratas ba demostarada ser suticiente preporcionar 8()
myg e zime/Ke de dieta (Ohlsony Anjou, 1979). Esta priictica es discutible.

Fs postante mendionar que numerosos praductos vegetales ue conticnen fitatos son
actualmente comerciahzados, Inclusive productos de soya utilizadas en férmulas para
lactantes (Chamipagne y Phulippy, 1989).

En la torta sin cascarilla el contenido de fitatos fu€ casi el doble de lo encontrado en
la semulla y si Ja torta permanece con la cascacilla, el valor es menor al de la torta libre de
esta. La informacion respecto a la localizacion de las titatos en las semillas es en el sentido
de que se encuerntra asociada a las proteinas, en el maiz exclusivamente en el gérmen (Oke,
(965, otado por Oberleas, 1973) y €n la soya s¢ encuentran en la aleurana unidos a la
proteina (Badui, 1990). Los fitatos también son constituyentes importantes de |a harina de
trigo, causonda problemas nutnaonales relactonados con la dispombibidad de mincrales en

Lo repones doade se consume habitualmente pan de triga sin levadura. Anonimo (1975,
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dtade por Jones, ]97‘)).

bl contemdo de minerales es un aspecto muy importante a considerar tanto en lo que
sespecta a i notricidn, come @ la fisicoguimica involucrada en la extraccion de las proteinas,
pars su estudio o uso.

Gillberg v Tornel! (1976) estudiando Ja solubilidad de nitrdgeno de Ja torta de colea,
ohserviron lu presencia de bandas blancas a claras que gparecian ¢n ¢l sedimento vbtenido
rr la centritugacion y al analizarlas encontraron la presencia de grandes cantidades de sales
mingipanmente de Mg, Ca, K, y Na del ac. fitico. Ademds a diterentes pH la solubilidad del
osforo total y de fitata presentaba comportamiento similar y  paralelo, lo cual es
wmprens:ble ya que el ac. titico es la substancia dominante que contiene fosforo en la
enilla de Brassicu. Por lo anterior, es importante analizar los resultudos de contenido
mineral con reserva desde el punto de vista de aporte de micronutrientes, pero con interés
desde fa vision teenoldgica.

S mencionan en la pasta de Brassica campestris, contenidos de dsforo de 1.3% y

16% de caleio (Josefsson, 1972y Ohlsun, 1985). En este trabujo tanto para la seoulla como
wara latorta sin cascarilla, el contenido de tésfore fué de 1.8%. El calcio en la semilla estd
a0 una ceneentracian de U.8% y en la torta descascarillada 0.4%. En la torta de soya el
antemdo de calcio es sinnlar, 0.3%, pero el de fosforo gs mas bajo, 0.7%
Isetssan 1971 y Kjaer, 1960, citados por Josefsson, 19/2) al comparar dos variedades, una
Eelas de bajo glucasinolato, abirmadt que esta altima tuya mayor contenido de fostoro y
alco vy menor de azuafre y polasio; hactendo la observacion de gue el potasio es el catidn
que efectia el Halance del anidn glucosinalate, por 1o que en la variedad de bajo contenido
Je plucosinolato ¢s de esperarse gque éste clemento se encuentre disminuida. Por otro lado,
e las techas de la eita se desconocia el problema tdxico de los titatos en estas semillas
vsus harnas yd que el interés se centraba ain en los glucosinolatas, por lo que es posible
“x s vaniedades con bajos glucosinolatos al tener mayores niveles de fosforo y calcig,
engan tambien mayor contenido de fitatos.

El mugnesio en la semilla se encontrd en 0.3% y en la torta 0.1%, si la torta se

e con cuscarila el Mg es el 0.2%. EI Zn, Fe y Mn se concentran en la torta ya que

salores i san soperiores i las de Lsemidlin s embargo estos altimos elementos son

— ——
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menores en la senmuilla, ya ue s€ encuentran en muy bajas concentracioncs de 0.003 a

0008%. Estos valores concuerdan también con Josefsson (1972).
1L INACTIVACION DE LA MIROSINASA

Si analizamos los diversos trabajos previas en los cuales efectuan un tratamiento de

nactivacion de la enzima tioglucosidasa en la sernilla, entre los que se encuentran LOnnerdal
etal. (1977} y Giltherg y Tarnell (1976), quicnes efectuaron el tratamiento en un tambor
ruaterio 2 90°C por 18 min., posteriormente desgrasaron la semilla y finalmente la
trituraron; Diosday ¢t al. (1984) por el contrario desgrasaron la semilla previn & un
caleatamiento en un horno de conveceidn a 105°C, toda la noche para inactivar la enzima.
Jones (1979) y Ohlson y Anjou (1979), efectuaron una trituracion de las semillas y
descascarillado para someter a los cotiledones a una inactivacién en agua hirviendo, previa
d la extraccion con hexano. Apelqgvist y Josefssan (1967) reportan que 5 minutos & 90° C son
suficientes para inactivar el 96% de la mirosinasa total. Sin cibargo, cuando se pretende
uiiizar [4 harina o torta de estas semiilas como materia prima para la posterior extraceién
de las proteinas, el tratamicnto con calor sobre todo si es drdstico, afecta tanto la solubilidad
de las proteinas como su valor nutricional; por lo que se pensé importante enconirar la
manera e detectar cuando la enzima esta ya inactiva, para no utilizar tratamientos quiza
necesarios,
De los dos procedunientos evalvados el primero es bastante mas laborioso en cuanto & que
es necesaria extracr Ly enzima y purificarla paia obtener valores mas repraducibles, Por el
wntrario, si se utiliza 14 semilla molida, aunque el ensayo no diera valeres cuantitativos de
actividad enzimatica, si detecta la actividad o inactividad de la enzima al adicionar sinigrina
como sustrato extra. La desviacian estandar presentada entre los resultados obtrenidos en el
pumer procedimiento, fué superior al segunda por lo que considerando lo anterior sc pucde
decir yue el segundo procedimiento, puede ser Gtil para determinar la mactivacion de la
enrimal,

Alinaetivar la enzima quedan los giucosinolates intactos, que no son téxicos, s6lo que

sy pacden posteniormente ser hidrolizados por mirnsinasas similares producidas por
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hacterins intestinales (Tani €1 wl., 1971). Por lo que Ohlson (1985) cits a Ballester gt gl
(1970). Tape et al. (1970) y ERlund et al, (1971) entre otros, que han utilizado la extraccidn
acunsa de Jos glucosinolatos de la turta o harina desgrasada para que esta pudiera ser
utilizada ¢n lu alimentacion. Sin embargo este proceso ocasiona grandes pérdidas de s6lidos,
sdermas de producir grandes volimenes de agua cuntaminada que es necesario reutilizar, lo
que lo hace mpractico.

E2n general el procesamieno de las semillas de Brassica en Europa y Norte América
entatiza Ja importancia de inactivar la mirosinasa para evitar enveénenamiento 0O
contarinacion del aceite con compuestos azufrados y para aumentar ¢l valor nutriciona) de
Ia torta. En contraste, en el procesa tradicional de Asia del Sur potencian 1a accion de la
trirosinusa para alcanzar la hidrdlisis maxima de los glucosinolatos (Dietz et al., 1991).

Las variedades asidticas son Brassica campestits o nabo, tal y como nuestra variedad
sivestre, tienen principalmente gluconapina (3-butenilglucosinclato) que por hidrdlisis
enzimitca libera 3-butenilisoticeyanato, 1-ciano-3,4-¢pitivbutano y trazas de 4 pentanitrilo
(Lictz y King, 1987). Si consideramos gue los epitionittilos son inestables en matrices
polares, el [-clano-3,4<¢pitiobutano en e) prensado o exiraceion de Ja torta se polimerizara,
£l producto polimerizado en el laboratorio no resuito toxico en reciente estudio desarrollado
por Dietz et al. (1991) con adminstracion tanto intraperitoneal comno por sonda estomacal
U ratas, en dos dosis de 12 hasta 600 mg/Kg de peso. Ei 4 pentaaitrilo se forma s6lo en
pequenas cantdades ¢n ¢l rango de pH (5 a 6.5) ¢ yue nuimalmente se tritura la semilla
humeda. En ¢! estudio ton ratas mencionudo anteriormente tampoco causd mortalidad,
pérdida de peso o retardo en el crecimiento con la ingesta de dosis de hasta 600 mg/Kg de
peso. Sin embargo en Jas dosis superiores a 200 mg/Kg de peso, se presentd diarrea en
algunas ratas y en otras hubao disminucion de actividad estando menos alertas que las del
grupo control, Y en cuanto al 3-butenil isotiocianato, estudios recientes ( Dietz, 1987)
mdican que es bastame volatl (58°C), por 1o que después del proceso sélo quedarian, si
acasq, trazas de este compuesta.

Par el contrano las vanedades Buropeas que son B napus produce en su hidrélisis 3-
hidroxi-« pentanitrily, 3-oxalidona-tiona, oo volitid y i-ciano2-hidroxi-3,4-epitiobutano en

aproxnnadien e iwaales proporeiones.

it ——r—
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n tesuinen es posible que das vaniedades de lu especie campestris pusdun ser utilizadas
om0 materia prima para la obtencion de aislados y concentrados proteicos o bién en
iimentacion de aves o cerdos si s¢ permite la hidrolisis de los glucosinolatos en lugar de

twvitarli
. TRITURADO Y DESCASCARILLADO.

La senulla no es molida sind triturada o quebrada, lo que facilita la separaci6n de las
sascarillas ya que estando seca al quebrarla practicamente se obtienen los dos cotilcdonces
y lus cascarillas, que posteriormente pueden ser retiradas de manera importante con cribado
y dite. Lo antenor se hizo inmediatamente antes de calocar el material a desgrasar en el
eguipo soxhlet, para evitar que los glucosinolatos fueran hidrolizados.

Theander et al {1977, citado por Aman y Gillberg, 1977), mencionan que en la torta
wn cascarillas se presenta un contenido de 12% de !ilasun-]jgnina, ya que en las cascarillas
se tocalizan principslmente los polifencles condensados (Jones, 1979), que ademis de
interterir con la buena utilizacidon de las proteinas aportan sabores indeseables; por 1o que
es importante que las cascarillas sean retiradas con la finalidad de obtener una harina de

mejor cahidad nutneional, con menor contcnido de fibra ¢n la torta.

IV. EXTRACCION DEL ACEITE Y DESOLVETIZADO.

Industrialmente, las semillas son molidas y calentadas en cilindros de 30 a 60 minutos
temperaturas de 73 a 120°C, posteriormente son prensadas para extraer el aceite
quedando una 1ona hojuelada conteniendo de 12 a 20% de aceite, que posteriormente es
rxtraida con hexano y la relacién de solvente a torta varia segiin la eficiencia de los
itxtracturu& La torta extraida es desolvetizada con calentamiento indirecto o con inyeccion
de vapor. Er el proceso industrial no es rentable retirar las cascarillas, ya que éstas
ontienen aprosimadamente 7% de los lipidos totales de la semilla, uuado €sto a que las
ascanllas contieren cuerpo a la torta de prensa durante la extraceion del aceite. Lo anterior

Canrs ngiendo nuentras el aceite sea el dnica componente de buen valor econdmico, en
1
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et senullas,

En T extraccidon realizada con hexano en proparcion 1:15, aun a las dos horas dejaba
un residuo alto de aceite (23% del contenido inicial) lo que dificuitaba Ia extraccién de las
proteinas, formando cn las elapas de centrifugacion, una capa que no permitia la se paracion.
Pur lu que con fines analiticos o experimentales, no teenoldgicos, se realizo la extracecidn con

éier, ubteriendo asi una harina con salo 1.41 % de grasa aupque quizd sobrecalentada
Y. SOLUBILIZACION DE LAS PROTEINAS.

Para detectar la proteina disuelta se decidio utilizar la lectura espectrofatométrica
a 260-280 nm. Lonnerdal et al. (1977) también utilizan esta forma basada en la
coneentracion relativamente constante de aminoacidos aromaticos en las proteinas y la

ehaarcion de estos a las longitudes de onda mencionadas.

Comao s¢ puede ver en la Grat. ], Ja maxima cantidad de proteina disuelta se obtiene

a pH superiores a 7, coincidiendo con Gillberg y Tornell (1976). Esto puede ser explicado
ye que Lonnerdal (1975, aitado por Gillberg y TOrnell, 1976) menciona que hasta un 60 %
de las proteinas de colza tienen puntos isoeléctricos de 4 a &

A pH 10.8 es importante considerar que la proteina puede estar disminuida en su
volor nutnicional por la fuerte alcalinidad, que favarece la formacion de campuestos como
hsinoalanma y ornitolalaning, que bajan la disponibilidad bioldgica de los aminoicides
esericiales, aungue Lonnerdal et al. (1977) en un aislade obtenido realizando la extraccifn
apH 11 dicen no haber encontrado lisinvalanina y un contenido buena de cisteina, lo que
hace pensdr que no se presentd dano en la proteina.

A pH medios de 7, 7.5 y 8, se lograron solubilidades de B2, 80 y 74% de la proteina
inicial, y & pH de 6y 6.5 la extracci6n bajo. En lo que respecta a la solubilidad de los fitatos,
estos tuvieron menos variacion, sin embargo los meaores niveles de extraccion fueron a pH
15 v 108 (7U y 68Y).

Gillbe rg y Tirnell (1976) evaluando el efecto de la temperatura sobre la solubilidad
del mtrGpeno y del festoro titico, muestran dos picos de maxima solubilidad de nitrogena y

minimi selubilizacion de tostoro titico en valores de pH, el primera de 6.5 a 8 y ¢l segundo
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A b I Camprobamdy ademis el clectn de fn temperidurn gue disminuye las
ieniadanes deestos elententos en las disoluciones a pH de 6.5 a &, pero no en el pH
extremo,

En lo que respecta a la mdxima solubilidad de los fitatos, los mismos autores
encuntiaron ue gsta sucede a pH mienores a 6, notindose en la torta calentada una
disminucion en la solubilidad de estos compuestos igual que en las proteinas.

las sales caloicus y magnésicas del ac. fitico, son solubles a pH de 45 y 6.5
respectivinnente y practicamente insolubles a pH altus (Jackman y Black, 1951). En el
ardlisis de la semulla y hanna reportados en los Cuadres [ y I, encontramos suficientes
cantidades de estos anes, pura precipitar al ac. fitico en los pH superiores a 7.5, por lo que
debido a esto pueden haberse presentado los resultados de menor solubilidad de fitato en
estos pH.

Otra aspecto importante observade fué que la velocidad de centrifugacién fuera
superior a 3,000 RCF, debido a que Gillberg y Térnell (1976) reportaron la mayor
extraceion de nitrdgeno y menor de fitatos por encima de 2,000 RCF.

Valorando los resultados ohtenidos, se decidid seleccionar como pH de extraccién pH

Ty 8 por presentarse buena extraccion de proteina y la menor de fitatos

V. ELECTROFORESIS DE 1.OS EXTRACTOS.

Logrir la resolucion adecuada de las proteinas fué dificil debido a que la extraccion
se realiza de la pasta, $in mngin otro proceso que inactivacion de la enzima, los extractos
abtenidos lienen junto con las proteinas todos los demis compuestos solubles en los
extractos acuosos reahizados. Lo y Hill (1972) repertan en la torta de 8. napus de 7 a 9%
de nitrdgeno no proteico soluble, asi como glucosinolatos y muy baju contenido de
aminodcidos libres, por lo que ellos sugieren utilizar filtracidn en gel para separar las
proteinas sulubles de los demas compuestos gque pueden interferir con el estudio de las
SIS,

Las proteinas en su estado nativo no pudicren ser resueltas debido yuizi & su alto

peso nolevulir, Vi que aae en peles de 7.5% solo se observiron dos bandas, una de ellas
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muy concenteisla, pero en la parte nlts del gel (Fotografin 1).

las pesos moleculares detectados en Jos extractos obtenidos y desnaturalizados,
weron de 10 a 74 KDa (Fotogratia 2 y CUADRO III). J.annerdal y Janson (1972) separan
v curacterizan las proteinas de bajo peso molecular de semillas de Brassica napus,
repuntando 4 proteinas de pesos ooleculares de 12 a 14 KDu altamente basicas, cuya
omposiadn aminoacidica es similor y con puntos isoelectricos de 9 a 11. Debido 4 gue
ytlhzamoes un tamaiio de poro lo suficientemente grande para dar entrada a la mayor
wntidad de protelnas, es probable que eso sea la causa de no delectar proteinas de pesos
moleculares menares 0 moyores. Ya gue en el trabajo mencionado anteriormente utilizan
parn las proteinas de bajo peso molecular, separaciones por columna y en la electroforesis
wi gel al 15% v la carnda se realiza a pll Acidos.

Ohlsen (198)), agrupa las proteinas de acuerdo a su peso molecular de la siguiente
manera: 320, 150, 78 y 13 KDa, senalando camo las mas abundantes las de 150 KDa.
Linnerdal et gl (1977), vulizando cromatografia, obtiene también 4 grupos de proteinas:
50, 150, de 50 a 75 y 13 KDa.

Applegvist y Ohlson (1973) mencionan que las proteinas tienen pesos moleculares
de 15 0 150 KDa y que el 20% de las proteinds tienen pesas moleculares entre 15 y 50 KDa,
| santerior concuerda con nuestros resultados va que las bandas correspondientes a los pesos
nalzculares de 200 36 KDa se presentaron en mayor concentracion.

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

v hajos, presentan mejor digestibilidad (Lacroix et al.,, 1983)

Vil. PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS.

Al trabajar con los extractos de pH 7 y 8, para precipitar la proteina, y mantener
dsuelta la mayor cantidad posible de fitatos. Fn la Grafica 2 se observa que la mayor
precipitacion, se logra a pt 3.5 y 4 en ambos extrictos, siendo superior en el extracto pH
o gque es razonable 1 consideramos gue en el extracto de pH 7 habja més proteina

el

Flnvivimo rendimivrio Togrado, en hase a proteina iniciol y precipitada (53%) en e
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aracta de pH 7, precipitando a pH 3.5, no fué seleccionado debido a que Ja cantidad de
osforo fitiwe en el precipitado se incrementa con cada descenso en el pH de precipitacion,
s la re.acidn de PN precipicundo a pH 4.8 ¢s de 0,06 y se increments a 0.15 al precipitar
10H 3 (Gillberg y Tarnell, 1976).
Cunsiderando to antenor, tué considerado mas adecuado ann eon menor rendimicnto
%), el pH de preapitacion de &, (Graf. 3) en el extracto pH7 y de 26% en el extracto
pHS. Cbeniéndose un precipiado proteinico cast libre de fitatos y con un excelente nivel
‘e c0 (93%%).
| Li temperatura o la que se efectud la centrifugacidn para la separacion del
'prcciplmdo fué mas baju que en la extraccion 10°C, con la intencién de que los fitatos
aedatan solubles, ya que la extraccion de fitatos analiticamente se realiza a bajas
emperaturas ¥y medios acidos (Oberleas, 1973).
2n estos resultados existen tres puntos principales de discusidn que son; rendimiento,
motenido de proteina en e} aislado obtenido vy contenido de fitates en e} mismo. El
rrdimicnto ogrado en este trabajo (369 ) s bajo, ya que se pusc especial énfasis en lograr
ner contenido de preteinag y bujo de fitato, obteniéndose las proteinas precipitadas en una
wla elapa, En la literatura existen diversos reportes de obtencién de aisladaos,
wacipalmente wlilizando Brussica napus y los mas 1ecientes con varicdades "Canola”, pero
wlos tiepen pobres resultados en rendimentos. Utiizando como materia prima una torta

Caeraaly Owen (1971 aitaido por Ohlson, 1988) tecupero el 18% del nitrdgeno onginal de

lsenlla, obreniendo un aislado con 84% de protefna. Kroon et al. (1970, citados por
didsan, 1983 wuvieron rendimientos de entre 29 a 49% y productos conteniendo mas de
w5 de proteina. Sosulski et al. (1972) bajo condiciones de laboratorio reportan un
endimiento cercany al S0% y el aislado tontenia §0% de proteina. Otros autares tienen
aas rendinuentos reales si consideramos gue los rendinientos que reportan son en base
ateing disuelta y 0o a la proteina inicial de la harina, esie es el caso de lus siguientes
uores citados por Gillberg y Tornell (1976): Girauit (1973) obtuve 53% de recuperacion
¢ proednis disueitas, Pokorny et al. (1963) un 49% y Gillberg y Tornell (1970) un 55%.
Seomparamos el resultado de este trabajo con lo reatizado en B. napus por Gillberg

il (1976) guienes prepararon tres aiskados: uno a pH o 1L1y recuperacion a pH 4,
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weeuperanda 75% de b praleinny 16% del ac, fitico nicial. El segundo, extruyendo a pH
$2y preciptande g pH 3.7 logrando obtener 45% de nitiGpeno y permameciendo cn el
prducta 18% de los fitatos; y el tercero a pH 6.2 y precipitando a pH 4 obteniendo en el
aisldo 20% del ac. fitico imcial y 85% de 1n proteina. Tenemos que en el segundo aislado
Py smilitudes e cuanto o rendioniento, ya que el de ellos, es levemiente superior siendo
reulizado en dos etapas de precipitacion. En lo que respecta a contenido de fitatos en el
aislado, ellos tuvieran mayor contenido de fitato precipitado debide a que utilizaron un pH
tejo y es muy probable que los fitatos que se quedan supendidos unidos a proteinas en el
sobrenadante de la primer precipitacion, precipiten junto con ellasen la segunda c.tupa. Cho
vy Thompsan (1984} mencionan gue a pH bajos en gencral los fitatos se unen a las proteinas
y que utilizando agentes acetilantes y recuperando la prateina por precipitacion o diélisis se
sbueren rendimientos de 43 a 67% de una prateina con muy bajo contenido de fitato, y en
una segur.da etapa o re-precipitacion se obtiene un 8 a 11% mas de proteina pero con alto
l wntenidy de titato, El contemdo de proteina del aislado obtenido en este trabajo fué
auperior (93%), por lo que habria que analizar detenidamente para vptar por un 10 a 18%
ris de rendimiento o un 8 a 10% mis de proteina en el aislado, quedando este ademas
sricticamente hibre de fitatas.

Sosulski et al. (1976) cita a Sosulski y Bakal (1969) para comparar el rendimiento
de 0% en la obtenaidn de un anlado de B napuy, can el rendimiento de 70% en la
brencon de uno de soya,

Los bajos rendimientos son atribuides. principalmente a los muy variados tipos de
proteinas que contorman la parte proteinica de esta semilla, ya que exislen proteinas de
pesos moleculares desde 11 hasta 300 KDa y puntos isceléctricos, desde 4 hasta 11
(Lonnerdal y Janson, 1972; Lonerdal et al., 1977). Asi como a la presencia de titatos, que

aecran fuertemente la recuperacion del nitrogence disuglto.

YIlI. CARACTERIZACION FISICCQUIMICA Y NUTRICIONAL DEL AISLADO
OBTENIDO:

FIeonmenido de protes logrado en el sisliacda agui obienido (Cuadro 1V) es buena
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sentatderimos que Owen (1971, citado por Ohlson, 1985) obtuvo un aislado con 84% de
groteina. Kroon et al. (1970, citados por Ohlsan, 1985) elaboraron un aislado conteniendo
mds de H% de proteina, Sosulsk: et al. (1972) reporstan un asslado con 86% de proteina.
Sosulske €2 ale (1976) obticnen uno con 829 de proteina.

Otro aspecte importante es ki ealidad de las proteinas exiraidas, ya que un valor
rulnitivl relativo a caseing de 91% es bastante bueno, considerando que es una fuente
wielol. El puntaje quimico obtemdao con la referencia FAQO/OMS/UNU 1985 (Paredes et
o, 1991), tiene un valor de 75 y el aminodeido iimitante es lisina,lo que no concuerda con
los reportes antenores para el género aqui estudiade, ya que se ha acostombrado utilizar -
lareferenecia de 1973,

Un punto mteresante es que el valar nutiitivo relativo de la harina sin cascarilla es
superior al del aislado, lo gue significa que la composicion de aminoacidos en las proteinas

[
viginales es mejor que ¢l de las fracciones que se lograrcn separar y que constituyen el

Hyslado proteinico obtenido,

Existen diversos reportes en la literatura respecto a la calidad de 1a prateina de este
tpo de semullas, y todos concuerdan en que es de excelente calidad. Analizando el
aminograma presentado por Junes (1979) de un concentrado proteico de Brassicy cumpestris
wnedad Echo y comparindolo con el patron FAO/OMS 1973, se obtiene  un puntaje
wimico de 95, can soleucing como primer limitante. Al obtener el puntaje gquimico en
westro wislado con el patron de referencia FAO/OMS 1973, efecivamente el primer
rinodceido limitante es isoleucina como €n el reporte antenior, salo que ¢l valor es inferior
(). Onlson (1979) menciona para concentradus proteicos puntaje guimicos de 100 y
ilores de PER de 3.5 para un concentrade de colza, 2.2 para harina texturizada de saya
V1Y para un aslado de soya.

Loy glucosinolatos no fueron detectados en el analisis reatizado, el cual con U.60mg/g,
muestra una recuperacion de 95% (Saimi y Wratlen, 1987). Lo yue coincide con lo reportado
pur Susulski et ul. (1976) de un aislado con B. napus, con cero contenido de glucasinolato.
Lmes 11979) menciona que después de etapas de extraceiones acuosas, cuando ¢l contenido
maal de glucosinolatos no ¢s muy alto los glucosinolatos residuales no son detectados por

Nonctados rutinariimente empleados. Por otra parte Diosday et al. (1984) abtienen por
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ptilticion un aslado contenicodo 81% de proteing y 0.42mg de glucosinolatos/g.

pes (1978, citudo por Ohlson y Anjou, 1979) reportan que si los niveles de glucosinolatos
)1 dieta son menores a 0.45mg/e, no se presentardn problemas ni con el crecimiento ni
bl glandula ticoidea. Considerando esto el prablema de la toxicidad de los glucasinolatos
fopcrece en os aishados proteicos,

El contenido de fitutos en el aislado ¢s tan bajo que no es detectado. Cuando la
picina extraida fué precipitada el sobrenadante se analiz6 para fitatos y la diferencia con
p fikios  iniciales que pucde haber precipitado con la proteina, lo que seria
kximadamente 0.08mg/, cantidad que no fué detectada pbr el métado empleado. Aman
[ Iberg (1977) reporta que los aislados proteinicos de Brassica pueden tener cantidades
hles de ac. fitico dependiendo dei mérodo empleado

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

r contenidos variables de fitatos, asl Champagne y Phillippy (1989) wutilizan en su
figacion un aislado de soya Ralston-Purina conteniendo 1.30% de ac. fitico y Harland
deas (1977) encontraron contenidos de fitatos desde 1.42 a 1.82% cn concentradaos de
R iextunzados y en dos mas valores de 0.28 y 0.59%. Por lo que cl aislado obtenido
pée considerarse seguro en cuanto al contemido del ac. fitico.

El aislado obtenido presentd 28% mis capacidad de absorcion de aceite, que el
L-JH Jesoya anahzado (Cuadro V). Un aislado de # naprs (Sosulski, 1976) presentd una
pron Jde weeite de 318%, QOhlson (1985) entatiza la importancia de su alta capacdad de
1 rasas, propiedad que puede ser utilizada para regular el contenido de grasa en los
s,

L cupacidad espumante también tué superior, siendo quizd su mejor propiedad con
crenologicos, ya que presentd un valor 600% mas alto gue el del aislado de soya aqui
sado, Sin embargo, comparado con reportes previos (Sosulski et al., 1976) can valores
W%, el aislado agui obtenido aparente mente presentd una menor cantidad de proteinas
Tentes. Se debe considerar que durante el proceso de obtencidn de las proteinas, la
Tuse presenti en varias etapas, perdicndose en cada una de ellas precisamente este
L proteinas

P looseteree a ke estabilidad deta espuma es bastante buena ya que el 92%
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pernuinece una hara y el 84% dos horas, no ocurriendo asi con el aislado de soya evaluado,
Comparado con el anlade obtenido por Sosluski, se obtiene en este trabajo mejor
estubihdad a la hora ¢ agual a las dos horas de reposo.
La capacidad emulsificante fué un 6(% de la del aislado de soya y la estabilidad de
L emulsion tud apenas 37% de la de soya. De manera general diferentes trabajos han
documentado las propiedades funcionales de productos proteinicos de Brassica,
Nakai et al. (1980), Paulson et al. (1984), Thompson et al. (1982), ellos han demostrado
bucna capacidad emulsitficante, de batido y de absorcion de grasa pero mala funeionalidad
en cuanio a pelificacion, asf como Ja solubilidad en pH intermedios también es baja.,' siendo |
esta una de sus principales bimitantes tecnolopicas. |
Actualmente se pueden utilizar procesos adicionales para elevar la calidad funcional

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

“curucteristicas funciomiles diferentes casi para cada uso. De la mistma manera algunos

investigadores buscan mejorar las caracteristicas tecnoldgicas de las proteinas de Brassica.
Puulson y Tung (1988), mncrementan la capacidad emulsificante y la estahilidad de la
emulsion con succinilacion de la proteina. Paulson y Tung (1987) también con anhidrido

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

La semilla de B. campestris silvestre tiene un buen potencial nutricional ya que
wesenta adecuado contenido de proteina de buena calidad y bejos niveles de glucosinolatos
(fitntos,

El contenido de protuna €s mayor y el de compuestos téxicos es mfcnor en la
¢rulla silvestre que cn la especic eultivada, | ”

Respecto a la inactivacidn de la tioglucosidasa, realizando la extraceidon del aceite a
WC, inmediatamente despu€s de! tnturado y descasacrillado, la enzima es inactivada,
windose asi la hideGlisis indeseable de los glucosinolatos.

Pura la obtencidon del aislado protéico se detectd que, ¢l pH de mayor solubilizacion
& mtrdgeno y menor de fitatos es de 7 a 7.5. En las proteinas solubilizadas sc detectaron
xos moleculares de 10 a 74 KDa.

Realizando una extraccion a pH 7.5 y precipitando a pH 4, se ubtiene un rendimiento
i la obtencion de proteina de 30%, precipitando a pH 3.5 el rendimiento aumenta a 50%,
x0 la calidad del aistado (contenido de fitatos) es inferior.

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

maje quimico de 0.75, con lisina como primer aminodcido limitante. El alslado esta libre

compuestos toxicos y presenta buena capacidad de ahsorcion de aceite y capacidad
pumante. Sus propiedades emulsificantes y de absorcion de agua son aproximadamente
1 60% de las que presenta un aislado de soya.




LITERATURA CITADA 55
LITERATURA CITADA.

AACC. 1974, Cereal Laburatory Methods, Rev. 7th ed. American Association of Cereal
Chemists, St. Paul, Minn. U. S. A

Altschud, AM., & H.I. Wilcke. 1985. New Prutein Foods. Food Science and Technology :
A series of monographs. Vol 5. Academic Press, Ine. p.339.

Aman, P., & L Uillberg. 1977. Preparation of rapeseed protein isolates: a study of the
distribution of carbohydrates in the preparation of repeseed protein aislates. I.Food
Sci, 42 (4):1114. A

Anderson, G., 1963. Effect of Fe/P ratio and acid concentration on precipitation of ferric
inositol hexaphosphate. J. Sci. Food Agric. 14:352.

AOAC. 1990. Official Methods of Analysis. L1th cd Association of Official Analytical
Chemusts. Washington,D.C. U. §. A

Appelgvist, L, & E. Josefsson. 1967. Method for quantitative detemmination of
isuthiocyanates and oxazolidinethiones in digests of seed meals of mape and turnip
rape. I. Sci. Food Agi. 18 (11):510

Appelqvist, LA, & R. Ghlsan. 1972 Rape seed cultivation, composition, processing and
utilization, 1a. Ed. Elsevier Publishing Company, U.S.A. p.169.

Aspinall, G.O.,, & K.S. Jiang. 1974. Rapeseed hull pectin. Carbohid. Res. 38.:247

Badui, S., 1990. Quimica de alimentos. 2a.cd. Edit. Alhambra Mexicana México, D.F. p.218,
372y 617.

Buker, H., O.Fraak, l.Rusofl. R. Morck, & S Hunter. 1978, Protein quality of foodstufls
determined with Tetrchymena thermaphila and rat. Nutrition Reponts International.
17:525.

Bates, R P_ 1983, Apropiate Food Technology. en Sustainable Food Systems. Ed. Knorr,D.
Avi Publishing Company,Inc. Westport, Connecticut. USA. p.176.

Bhatty, R.S., 1972, A note on trichloroacetic acid preclpitation of vilseed pruteins. Cereal
Chem.49:729.

Canula Council of Canada. 1983. Research summary No.2 Winnipeg, Manitoba, R33-1B3;

Canada.



LITERATURA CITADA 56

Campbedl, 1252, 1987, Eifects of different [ntact glucosinolates on llver hemorrhage In laying
hens and the influcnce of vitamin K. Nutrition Reports International.35 (6):1221.

Campbell, L.D., 1987. Intact glucosinolates and glucesinolate hydrolysis products as
causative agents in liver hemorrbage in laying hems. Nutntion Reports
imernationul.36 (3):491.

Champagne, E.T.,, & B.Q. Phillippy. 1989. Effects of pH vna calcium, zinc, and phytate
solubilities and complexes fullowing In vitro digestiuns of suy profein isolate. J. of
tood Sci. 54 (3):1989. _ .

Cheftel, J.C., y H. Cheftel. 1976. Introduccibn a la bioqufmica y tecaologfa de los alimentos,
Voll. Ed. Acribia. Zaragoza Espena. p.100 y 222

Cho, Y.S., & LThompson. 1984. Precipitation behavior of extracted mitrogen, phytic acid
und minerals in rapesced flour mudified by acylatiog agents. J. of Food 3ci. 49:765,

Cooper T.G., 1977. The tools of biochemistry. University of Pittsburgh. John Wiley &
Sons.,N.Y. p.355

Jate, F.A,, 1982 Industria canola en Canada. Informacifn de la Embajada de Canadf en
Mexico.

Daun, J K, & D.R. DeClercg. 1988, Quality of yellow aad dark seeds in Brussica campextris
Canvla varieties candle and tobin. J. Am. Qil Chemists'Soc. 65 (1):122

Duun, J.K., 1986. Glucosinolate levels in western canadian rapeseed and canola. J. Am.;"OiI
Chemists'Soc. 63 (5):639.

Daun, J.K, 1986, Evucic acid levels in western caprdian canola and rapeseed, J. Am, Qil
Chemists’Soc. 63(3).

Cietz, HM,, & R.D. King. 1987. Characterization of rapeseed (B. campestris) from Nepal
and evaluation of the processing methods. Trop. Sci.27:147.

Dietz, H.M., S.Paniprahi, & R.V Harris. 1991. Toxicity of hydrolysis products from 3-buteny]
glucosinolate in mats, J. Agric. Food Chem. 39:311.

Dosday, L.1., Y.M. Tzcng, & L.J. Rubin. 1984. Preparation of rapeseed proteia concentrates
and isolates using ultrafiltration. J.Food Sci. 49.764.

Fures, 1., 1989, Estudio morfuanatimicy, fenoltgico y bromatoligicu de Brassica caumpesiris

Ly Sisymbrivm irio L. (Cruciferae) de la zona urbana de Manterrey, N.L. Méxicu.



LITERATURA CITADA 57
Tesis profesional. F.C.B. UAN.L.

Gillberg, L., & B. Tornell. 1976. Preparation of rapeseed protein isolates. J. Food Sci.
41:1063.

Gonzilez, M.R., 1974. El nabo aceitero (Brassica sp) una alternativa agroindustrial en el
uso de los recursos del agricultor sonorense. Tesis profesional, Chapingo, México.

Gorill, A.D.L., D.M. Walker, & J.D. Jones. 1974. Rapeseed protein sources and aminoacid
supplementation of diets for weanling rats. Can. J. Animal Sci.54:659.

Graf, E, & F.R. Dintzis. 1982. High-performance liquid chmmatographlc method l'or the
determination of phytate. Analytsca] Biachemistry.119: 413 ‘

Harland, B., & D. Oberieas. 1977. A modified method for phytate analysns wsing an ion-
exchange procedure: Application to textured vegetable proteins. Cereal Chem.
S54(4):827.

Hermansson, A.M., 1979, Methods of studyng functional characteristics of v;gemble
proteins. J. Am. Oil Chemists’Sac. 56:272.

lnstituto Nacianat de la Nutricidn. 1984. Memorias del 2do. Simposium "Avances en Ciencia

.

y Tecnologia de Alimentos” Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Ver.México.

Jackman, R., & C. Black. 1951. Solubility of iron, aluminium, calcium and magnesium
inositol phosphates at different pH values. Soil. Sci. 72:179,

Jones, J.D., 1979. Rapeseed protein concentrate preparation and evaluation. J. Am. Oil
Chemists'Soc. 56(8):716.

Jusefsson, E., & L. Appeiqgvist. 1968. Glucosinolates in seed of rape and turnip rape as
affected by variety and environment. J, Sci. Food Agric.19 (10):564.

Josetsson, E., 1972. Nutritional value and use of rapeseed meal. pag.354 en: Rape sced
cultivation, composition, processing and utilization. la. Ed. Elsevier Publishing
Company. US.A

King, 1., C. Aguirre, & S. de Pablo. 1985. Functional properties of lupin protein isolates. J.
Food Sci. 50 (1):82.

Kipps, M.C,, 1970. Production of field crops. 6th.ed. Mc.Graw Hill Book Company. U.S.A.
p.739.

Rolur, C.W., L.C.Cho. & W.L. Watrous. 1979. Vegetable protein application in yogurt, coffe



LITERATURA CITADA 58
creminers y whip tuppings. 1. Am. Qi Chemists’Soc.56:389.

Krumer, LK.G., F.D, Saurcr, & W.I. Pigden. Eds, 1983, Erucic acid: production, usage,
chemistry and toxicological evaloation. Academic Press. Toronto, Canada.

Lacrox, M., J.Amiot, & G.J. Brisson. 1983. Hydrolysis and nltrafiliration treatment to
impruve the nufritive value of rapeseed proteins. J. of food Sci. 48:1644.

Landaverde, A., 1942, Las plantas oleaginusas. Ediciones Bartolomé Trucca, Méxica,D.F.
p-171.

lawhon, J.T., & C.M. Cater. 1971. Effects uf processing methods and pH of precipitation

on the yields and functionsl pmpcriée.% of pmle;in isolates fmm giandiess cottonseed.
J.Food Sci. 36:372.

Lin, M.JY., E.S. Humbert, & F.W. Sosulski, 1974, Certain functional pruperties of sunfluwer
meal products. J. Food Sci. 39:368.

Lo, M. T, & D.CCHill. 1972, Camposition of aquenus extracts of rapesecd meals. 1.5ci. Food
Apric. 23:823.

Lockhart, JAR., & AJl. Wiseman. 1975, Introduction to crups husbandry. 3th.ed.
Pregamon Press. p.149.

Lannerdal., B., & J.CH. Janson. 1972. Studies on Brassica seed proteins. L The low
molecular weight proteins in rapeseed. Isolation and characterization. Biochim.
Biaphys. Acta.278:175. o

Lonnerdal, B., L. Giliberg, & B. Tornell. 1977, Preparation of rapeseed protein jsolated: s
study of rapesced proleis isolates by molecular sieve chromatography. J. Food
Sc1.42:75.

Maheshwan, PN, D.W., Stanley, & 1.1. Gray. 1981. Detoxification of rapeseed products. J.
of Food Protection. 44{6):459.

Marshall, W.I11, T.R. Dutson, Z.L. Carpenter, & G, Smith. 1975. A simple method o.
emulsion end point determination. J. Food Sci.40:896.

Mutson, F.H., 1973, Potential toxicity of foods lipids. Pag.189 en: Toxicants occurrimy
naturally in toads. ed. Comittee on food protection. Food and Nutrition Board
Natenad Research Counal. 2th.ed National Academy of Science. Waslington,D.C,

Moo Greeor DL & R K Downey. 1975 A rapid and simple assay for identifying lov



LITERATURA CITADA 5

glucosinolutes rupeaced. Con, J. Pt Sci. 55: 194

Mcicalte, DS, & D.M. Elkins. 1980. Crops Production: Principles and practices. 4th.cc
Mc.Millan Publishing Co. Inc. New York, U.S.A. P.502-504,

Millan, F., E. Vioyue, & M.P. Maza. 1884, Polar lipids of sunflower meal and isolates. .
Am. OIl Chemists'Soc. 61 (8): 1347,

Millan, F., M.P. Maza, A. Lanzdn, & E. Vicque. 1987. Jujuba: caracteristicas generales d
la hurina y estudio de sus proteinas. Grasas y aceites.38 (1):33.

Moreno, S., 1993, Estudio Muorfoanatémico, Ecofisiolégico y Bioquimico de especie
silvestres del género Phaseolus en Nuevo Le(n. Tcs-is.dc Macstria. F.C.B. UANL:.

Nakai, S, L. Ho, N. Helbig, AKato, & M.A.Tur;g'. .1980. Relationship betwee:
hydrophobivity and emulsifing properties of some plant proteias. Can. [nst. Food Sci
Technol. 1. 13:23.

Nash, M.J., 1978 Crop conservation and storage in cool tgmperate climates, la.ed
Pergamon Press. USA.

Oberleas, 1D., 1973. Phytates. Pag.363 en: Toxicants Occurring Naturally in Foods.2nd ed
National Academy of Scicnees. Washington,D.C.

Ohlson, R, & K. Asj'ou. 1979. Rapeseed protein products. J. Am. Oil Chemists’Soc. 56:431

Ohlscn, R., 1985. Rapeseed. Pag. 339 en: New Protein Foods. Val.5,Seed Storage proteins
Ed. Altschul, AM, y Wileke,H.L. Academic Press,Inc. New York, U.S.A.

Paredes-1.opez, O, C.Ordorica-Falomir, & M.R. Olivares-VYazquez 1991. Chickpea Protein
Isvlates: Physicochemical, Functional and Nutritional Characterization J.of Food Sci.
56(3):726.

Paulson, AT., M.A. Tung, M.R. Garland, & S.Nakai 1984. Functionality of modified planf
proteins in model food systems. Can. Inst Food Sei. Technal, J. 17:202

Paulsan, AT, & M.A Tuog. 1987, Solubility, hydrophobicity and net charge of succigylated
canela protein isofate. J. of Food Sci. 52 (6):1557.

Paulson, AT., & M.A. Tunp. 1988, Emulsification properties of succinylated canola protein
isolate. J. Food Sc.. 53 (3):817.

Paulson, AT, & M.A, Tung. 1988, Rheulogy and microstructure of succinylated canola

prodein isolate. J. Food Sci. 33 (3):82 1L



LITERATURA CITADA 60

pehet, Pl y V.R. Young. Editores. 1980. Evaluacion autriciopal de alimentos proteinicos.
Publicacion téenica UN.U. p. 3,7,19.36 y 149.

phoelman, J.M., 1979. Breeding Field Crops. 2d.ed. AVI Publishing Company,lnc. Westport
Caonnecticut.p.62-63.

Rohles. R.. JURZ. Produccion de olenginosas y (textiles. laed. Editoriu]l Limusa S.A
Mixico,D.EF p.d4l7.

Rzedowski, J., 1978, Vegetacinn de México. Ed.Limusa, México,D.F, p. 41,54,68 y 220.
Spini, H.S., & N. Wratten. 1987. Quantitative determination of total glucosinolates in
rapeseed and meal digest's. J. Assac. Off. Anal. Chem. 70 (1):141," - ‘

Salazar, T.E., 1984. Datos auloecoligicos de Brassica campestris L. (Cruciferae) en Genéral
Escobedo, N.L. Méxicu. Tesis Profesional. F.C.B. U.AN.L.

Scheider, W.L.. 1985, Nutricion. Conceptos basicos y aplicaciones. la. Ed. Editorial McGraw-
Hill de México. p. 145 -

Schleif, R F., & P.C. Wensink. 1981, Practical methods in molecular biology. Edit. Springer-
Verlag. New York [LS. A p.78.

Shahici, F., & 1L Gabon. 1990. Fate of sinigrin in methanol/ammonia/water-hexane
extraction of B. juncea mustard seed. J. of Food Sci.55(3):793.

Sidigyy, LR, & P.J. Wood. 1971, Structural investigation of water soluble rapeseed
(Brassica ca;npeslris_,) polysaccharides. Part.1.Rapesced amyloid. Carbnh;d.
Res. 17:Y7.

Sddwyui, LR, & PJ. Wood. 1972, Structural investigation of water soluble rapeseed

(Brassica campestris) pulysaccharides. Part.2 An acidic arabinogalactan. Carbohyd.
Res. 24:1.
Sidztiqui, LR., P.J. Wood, & G. Khanzada. 1973. Low molecular weight carbohydrates from

! rupeseed (Brussica campestris) meal. J.Sci. Food Agric.24:1427.

Singh, D., 1958. Rape and mustard. Indian Central Oilseed Comittee, Bombay.

Seughter, €, y C. Duitus, 1980. Las semillas y sus usos. la Ed. Edit. A.G'T.S.A. Planta

Atlas  de Ménico, DUF. p0, 12,115 y 174,
Susluski, W, 1962, The centifuge method for determinating flour absorption in hard red

spring wheats, Cerenl Chem 39:344.




LITERATURA CITADA 61

Sosluski, F.W. F.S. Soliman & R.S. Bhatty. 1972, DiMusion extraction of giucesinolates from
rapeseed. Cun, Inst. Food Sci. TechnolJ. 5:101.

Sosluski, F., ES. Humbert & K. Bui. 1976. Funclional properties of rapeseed flours,
concentrates and isolate. J. ['ood Sci.41:134Y9.

Tiuni, N., M. Ohtsuru, & T. Hata. 1974, Isulation of myrosinase-producing microorganism.
Agric. Biol. Chem. 38:1617.

Thempson, LU, R.EK. Ly, & JD. Jones. 1982. Functiunal pruperties snd foud
applicativns of rapeseed protein concentrate. J.Food Sci.47:1175.

VanEuen, CH., ME. Daxenbichler, & LA, Walff. 1969. Natural glucosinolates
(thioglucosides) in foods and feeds. J. Agric. Fuod Chem, 17:483.

vanFiuen, C.H., y LA Wolft. 1973, Naturn! sulfur compounds. Pag.210 cn: Toxicants
occurring naturally in foods. 2nd ed. National Academy of Science, Washington,D.G:

Vavilov, 1951. 'The arigin, variation, immunity add breeding of cultivated plants. Trad. de
Chester, K.S. Ed. Waltons Mass.U.S.A. p.54

Weher. F.E. S AL Taillie, & K.R. Stauffer. 1974, Functiosel characteristics of mustard
muctlage. J. Food Sci. 39:461.

Wheeler, 1ol & RN Ferrel 1971 A method for phytic acid determipation in wheat and
wheat fractions. Cereal Chem. 48:312.

Zaugy, W, & Knox, R, 1966. Indirect determination of inorganic phospbate by atomic
absurption spectrometric determination of molybdenum. Analytical Chem. 38
(12): 1759,

Zewss, C, 1978 Analytical methods for atomic absorption and flame emission. Manual

atomiv absorption spectrometer FMDA4,




- 0N 1

"¢ UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
DIRECéiON GENERAL DE BIBLIOTECAS ‘f ;

’ M Uy
1
- = R ri
v b "y . .
- o [}
i.. o £ ] |
- . 1
1 = 1
{
! PR T TS u
. bl o |_! ]
» d
. . -

-




