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RESUMEN

La Canavalia ensiformis (L) es una de las leguminosas tropicales mas atrayentes
dado sus altos rendimientos agricolas y elevados contenidos de proteinas para ser
utilizada en procesos biotecnoldgicos. El presente trabajo tuvo como objetivo
desarrollar un procedimiento para la extraccién de las proteinas presentes en la
harina de semillas de C. ensiformis. Para lo cual se determind el efecto de los
bioproductos comerciales ME-50 e IH-Plus sobre los pardmetros productivos y
morfoldgicos de las semillas de C. ensiformis con el fin de obtener una fuente
estable de proteinas. Ademas, se definen las propiedades quimicas, fisicas y tecno-
funcionales de la harina obtenidas a partir de la imbibicién de las semillas en agua
corriente durante 72 horas, la eliminacion de la corteza seminal y posterior secado
de los cotiledones en una estufa a 60 °C. Los resultados fueron comparados con las
semillas sin tratamiento previo. Durante el procedimiento para la extraccion de
proteinas se realiz6 una evaluacion bifactorial la cual contd con 9 tratamientos
utilizando agua destilada como solvente. La evaluacion realizada arrojo que el
proceso de imbibicion mejora las propiedades tecnofuncionales, la cantidad de
proteinas totales y disminuye el contenido de fenoles presentes en la harina. El
tratamiento en el cual se obtuvo la mejor extraccion de proteinas fue en la relacion
1:15 por un tiempo de 90 min, lograndose extraer 72.7 % de las proteinas totales
presentes en la harina. Por lo que el procedimiento evaluado es viable para utilizar

esta harina en procesos biotecnologicos.



SUMMARY

Canavalia ensiformis (L) is one of the most popular tropical legumes given its high
agricultural yields and high protein content to be used in biotechnological processes. The
objective of this work was to develop a procedure for the extraction of proteins present in C.
ensiformis seed flour. For which the effect of the commercial bioproducts ME-50 and IH-
Plus on the productive and morphological parameters of C. ensiformis seeds was
determined in order to obtain a stable source of proteins. In addition, the chemical, physical
and techno-functional properties of the flour obtained from the imbibition of the seeds in
running water for 72 hours, the removal of the seminal cortex and subsequent drying of the
cotyledons in an oven at 60 OC are defined. The results were compared with seeds without
prior treatment. During the procedure for protein extraction, a two-factor evaluation was
carried out which included 9 treatments using distilled water as a solvent. The evaluation
carried out showed that the imbibition process improves the techno functional properties,
the number of total proteins and reduces the content of phenols present in the flour. The
treatment in which the best protein extraction was obtained was in the ratio 1:15 for a time
of 90 min, achieving the extraction of 72.7% of the total proteins present in the flour.

Therefore, the evaluated procedure is viable to use this flour in biotechnological processes.
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1. INTRODUCCION.

La agricultura se enfrenta al desafio de la produccion sostenible de alimentos seguros para
abastecer a la poblacion. La Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y la
Agricultura (FAO) estima un crecimiento de la poblacion mundial del 13 % en el afio 2030 y
del 30 % en el 2050, por lo que sera necesario un incremento del 70 % en la produccién
agricola para satisfacer la demanda internacional de alimentos y garantizar la seguridad

alimentaria (FAOSTAT, 2019)

El uso irracional de agroquimicos para aumentar los rendimientos de las plantas, constituye
una practica no amigable con el ambiente (Lambert et al., 2109). Sin embargo, se conoce
gue mediante métodos biotecnoldgicos se desarrollan alternativas innovadoras para la
nutricion de las plantas. En este sentido, se destacan los productos microbianos vy
organicos, que tienen como fin reducir riesgos de contaminacion del agroecosistema e
incrementar los rendimientos de las plantas (Kuotsu et al., 2014). Entre las alternativas
agroecoldgicas que hoy se proponen en Cuba y el mundo, se encuentra la aplicacién de

bioestimulantes (Sauvu-Jonasse et al., 2020).

Los biofertilizantes a base de aminoacidos constituyen una fuente importante de elementos
indispensables para el desarrollo de las plantas, y facilitan la asimilacion de estos en los
tejidos vegetales. La aplicaciéon cada vez mas frecuente de bioestimulantes en el sector
agricola acrecienta la inocuidad y la calidad nutricional de los alimentos (Ovalle-Torres et
al., 2019). El uso de materias primas derivadas principalmente de plantas es una alternativa

para su utilizacidn como materiales multifuncionales (Gasca-Tuz et al., 2017).

La importancia de utilizar una fuente estable de proteinas de origen vegetal para los

procesos biotecnolégicos radica en que las proteinas vegetales son una materia prima



renovable, sostenible y versatil. Las leguminosas son una fuente importante de proteinas,
a partir de las cuales se pueden obtener productos con valor agregado tales como
hidrolizados proteicos o péptidos con diferentes actividades biolégicas (Kina-Ysa & Flores-

Fernandez, 2020).

Dentro de las leguminosas tropicales la Canavalia ensiformis (L.) es uno de los cultivos
promisorios dada su capacidad de adaptacion a diversas condiciones edafocliméaticas, la
alta germinacion, la facilidad de manipulacion de su semilla, la posibilidad de siembra y
establecimiento con un minimo de preparaciéon de suelo. El poco ataque y los escasos
dafios por plagas y enfermedades, la poca exigencia en agua y su alto potencial de
produccion de granos (Caseres et al., 1995). La utilizacion de la C. ensiformis como recurso
alimenticio esta limitada por su baja digestibilidad de sus proteinas, ademas de la presencia
de factores antinutricionales (FAN) tales como la canavalina A, la canavanina y los taninos.
(Bressani et al., 1987). Las sustancias toxicas presentes en C. ensiformis protegen a la
planta contra el ataque bacterias, virus, insectos y herbivoros segin Rosenthal (1991) Por
lo cual esta leguminosa actualmente no cuenta con un uso extensivo lo que posibilita su
uso en procesos biotecnoldgicos sin que ello implique una competencia con la alimentacion

humana y animal.

Sin embargo, existe evidencia del efecto positivo algunos tratamientos tecnolégicos como
lo es el remojo para eliminar o disminuir estas sustancias antinutricionales. Segun
Hernandez Montiel, (2017) en términos generales, los efectos negativos de los FAN en las
semillas de canavalia pueden ser eliminados, reducidos y/o inhibidos, si las semillas reciben
algun tratamiento fisico, quimico o biolégico antes de ser consumidas (Elias et al. 2009,
Vadivel & Biesalski 2012, Owen et al. 2015). Con frecuencia, la aplicacion de s6lo un

tratamiento a las semillas no logra eliminar los FAN de forma efectiva, por lo que se requiere



utilizar dos o0 mas tratamientos antes de su incorporacion como parte de los alimentos

(Akande & Fabiyi 2010, Doss et al. 2011, Alagbaoso et al. 2016).

La biotecnologia ofrece un potencial para aumentar la produccion de bienes para la
satisfaccion de variadas necesidades humanas. En el &rea de produccion y extraccion de
proteinas existen novedosos y variados procesos que se desarrollaron para la fabricacion
a granel de aislados proteicos y su sucesiva aplicacién para el desarrollo de nuevos
productos y/o dar un valor agregado a los productos ya existentes (Flores et al., 2016). Las
proteinas son biomoléculas estructurales y esenciales para las células en todos los seres
vivos (Olson et al., 2016). Van het Hof, (2000) explicé que los métodos de homogenizacién
mecanica, si bien son los mas sencillos, son también los mas eficientes en extraccion de
proteina pues las paredes celulares requieren este tipo de métodos violentos para

romperse y liberar su contenido.

Para la eleccion de una fuente de proteina adecuada se debe considerar el uso posterior
del hidrolizado, asi como el valor agregado del producto final con respecto al inicial (Benitez
et al., 2008). Por lo que a la hora de trazar las tareas investigativas para la obtencion de un
nuevo bioproducto que se formule sobre la base de extractos acuosos de proteina se debe
tener en cuenta la disponibilidad del material proteico a procesar, asi como la factibilidad
de la fuente de dicho material. Debido al gran avance que se produjo en los Ultimos afios
en el ambito de la investigacion cientifica, se dispone de mas informacion y cada vez mas
compleja sobre métodos de analisis y extraccién de las proteinas (Taimal, 2021). No
obstante, en la literatura consultada no se encontré un método de extraccion de proteinas

presentes en las semillas de C. ensiformis. Por lo que se define como:

Problema cientifico: ¢ Como establecer un procedimiento para la obtencién de un extracto

crudo rico en proteinas a partir de semillas de C. ensiformis?



Para solucionar el problema existente, se traza la siguiente hipotesis cientifica:

Hipodtesis: Si se establece un procedimiento para extraer las proteinas presentes en las
semillas de C. ensiformis, entonces se podra obtener un extracto crudo para su uso en
procesos biotecnoldgicos.

Sobre la base de la hip6tesis anterior, se establecié una secuencia experimental, que tuvo

como objetivo general:

Establecer un procedimiento para la obtencién de un extracto crudo rico proteinas a partir

de semillas de C. ensiformis para su uso en procesos bhiotecnoldgicos.

Obijetivos Especificos:

e Determinar el potencial agroproductivo de semillas de C. ensiformis con el uso de
bioproductos comerciales IH-Plus y ME-50.

e Evaluar el efecto de la imbibicion de las semillas de C. ensiformis sobre sus
propiedades quimicas y tecnofuncionales.

¢ Definir un procedimeinto para obtener un extracto crudo rico en proteinas a partir de

harina de semillas de C. ensiformis.

Valor practico: Se caracterizan los indicadores tecnofuncionales para la obtencién de la
harina de semillas de C. ensiformis para su uso en procesos biotecnoldgicos. Se definen
pardmetros operacionales para la extraccion de proteinas de la harina de semillas de C.

ensiformis.

Novedad Cientifica: Se informa por primera vez el uso de microrganismos eficientes en la
agrotecnia de C. ensiformis. Se define un procedimiento para la obtencion de un extracto

acuso de proteinas a partir de harina de semillas de C. ensiformis.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

Dentro de la familia de las leguminosas tropicales, el género Canavalia posee 12 especies
con potencial agropecuario, entre las que se encuentra la Canavalia ensiformis (L), esta
leguminosa posee una alta capacidad de adaptacion a un amplio rango de condiciones
edéficas (Caseres et al.,1995). Se conoce por los nombres vulgares de frijol machete, haba
de burro, nescafé, poroto gigante, Jack bean, Pois sabre y otros. En Cuba, el nombre comun
de nescafé esta dado por su utilizacion casera como infusién en sustitucion y/o mezclado
con café (Roig, 1965). La Canavalia ensiformis (L.) es una leguminosa cuyo origen se
encuentra en discusion, segun (Machicado Paco, 2018) hay dos posturas en autores que
indican que es originaria de india occidental y por otro dice que es originaria de América
Central y del Sur de México. Esta planta es usada principalmente como abono verde en
alimentacion animal, insecticida y como parte fundamental en sistemas agroforestales entre
otros. El desarrollo de productos elaborados a partir de C. ensiformis se espera que
sustituya, reduzca o incluso pueda reemplazar la proteina de soya, por lo que la necesidad

y la dependencia en la soya se puede controlar (Garcia et al., 2019).

2.1 Caracteristicas botanicas y fisioldgicas principales de la C. ensiformis.

Perteneciente a la subfamilia de las Papilionoideae y originaria del nuevo mundo,
antiguamente se cultivaba en América Tropical y formaba parte de la dieta de las personas,
pero posteriormente se redujo su cultivo, a pesar de las potencialidades que ofrece su
utilizacién en los paises tropicales (Caseres et al.,1995). Es una planta anual que se
desarrolla en la regiones tropicales y subtropicales, debido a que puede crecer en
temperaturas de 14 a 27 °C, con precipitacion de 711 a 4 191 mm. Se adapta a un amplio
rango de condiciones edaficas, prosperando en suelos acidos con pH de 4,0 a 6,5; aunque

su desarrollo es mayor en pH de 6,5 (Sheahan, 2012)



Es una planta anual, pero se vuelve perenne en zonas hiumedas y puede sobrevivir de 2 a
4 afos. Posee la capacidad de rebrote después del corte, lo que permite producir mas de
una cosecha. El desarrollo inicial es rapido, el crecimiento productivo es alto y su sistema
radicular presenta alta capacidad de reciclaje de nutrientes. Es una planta erecta, con una
altura de 0.6 a 2 m. Sus hojas constan de 3 foliolos membranaceos en forma de huevo, son
ovadas de 6 a 12 cm de longitud y de color verde oscuro. Presenta inflorescencia de hasta
30 cm de largo con 10-20 flores de color rosa en peddnculos. El fruto es lineal, ligeramente

curvo de hasta 30 cm e indehiscente (Acosta & Hernandez, 2012)

Es considerada la mejor leguminosa para enfrentar frecuentes sequias por ser sumamente
resistente y se adapta a condiciones de suelos deteriorados. Los cultivos de Canavalia
ensiformis (L.) no reportan problemas de plagas y pocas veces es atacado por insectos que
no llegan a afectar su normal desarrollo, por el contrario, atrae abejas polinizadoras
especialmente Apis melifera en su periodo de floracién (Ojeda Quintana et al., 2019).
Segun Machicado (2018), no es muy exigente en suelo, manejando un amplio rango de
textura desde suelos arcillosos y humedos, pasando por suelos francos y presenta algunas
limitaciones en suelos arenosos, crece en suelos superficiales y profundos, aunque la raiz
pivotante se desarrolla mejor en suelos profundos, tolera pH entre 4.0 a 6.5, aunque su

desarrollo es mayor en pH de 6.5.

Las semillas maduras se cosechan en el periodo de 180 a 300 dias después de la siembra,
con produccién maxima de 4,6 kg-ha™ de semilla, aunque es mas frecuente cosechar 1
kg-ha™ (Sheahan, 2012). El gran tamafio de la semilla y su alta germinacion (>90%)
generan plantas vigorosas, por lo que presenta un rapido y facil establecimiento (Escobar
et al., 1984). La C. ensiformis sembrada en condiciones favorables, rinde en Venezuela
entre 2,5 y mas de 6 kg-ha™, mientras que en Cuba en un suelo ferralitico rojo produjo
menos de 1 kg-ha cuando se sembré en julio y mas de 2 kg-ha cuando se sembré en el
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mes de diciembre (Valdivié & Elias, 2006). En el estado de Yucatan, México, se reportan

rendimientos de entre 1y 3,8 kg-ha* de semilla (Hernandez et al., 2016, Chel et al., 2016).

Las semillas son elipsoidales, de 12-20 y de unos 2 cm cada una, de color blanco y suave
con una cicatriz de semillas de color marrén que es alrededor de un tercio de la longitud de
la semilla. Sus raices tienen nddulos que fijan nitrégeno. Las semillas poseen una alta
proporcion de aminoacidos esenciales a excepcién de triptéfano. (Ramirez, 2015) Por otra
parte, se usa como fuente industrial de lectinas y ureasa. La semilla se utiliza como
repelente para el control de babosas y las hojas controlan los zompopos matando al hongo
alimenticio que ellos cultivan. También se utiliza en la alimentacion animal por ser
importante fuente de gran valor energético y proteico (Acosta & Hernandez, 2012). El gran
tamafo de la semilla (1 a 1,5 g) y su alta germinacion (>90%) generan plantas vigorosas.

por lo que presenta un rapido y facil establecimiento (Escobar et al., 1984).

2.1.1 Uso de los Microrganismos eficientes (ME) en cultivos de leguminosa.

Varios autores han propuesto la implementacion de tecnologias limpias a través del uso de
microorganismos con efectos benéficos segun lo planteado por Tanya Morocho & Leiva-
Mora, (2019) La aplicacién de los microorganismos eficientes (ME) en las plantas inducen
mecanismos de eliminacién de insectos y enfermedades en las plantas, puesto que pueden
inducir la resistencia sistémica de los cultivos a enfermedades, consume los exudados de
raices, hojas, floresy frutos, evitando la propagacion de organismos patdgenos y desarrollo
de enfermedades, incrementa el crecimiento, calidad y productividad de los cultivos, y
promueven la oracidn, fructificacion y maduracion por sus efectos hormonales en zonas
meristematicas. Incrementa la capacidad de fotosintesis a través de un mayor desarrollo

foliar (Haney et al., 2015).



Con la aplicacién de microorganismos benéficos el suelo retiene mas agua, lo que implica
una mejora de los cultivos que incrementan su resistencia al estrés hidrico en épocas de
sequia. (Tanya Morocho & Leiva-Mora, 2019). El uso de cepas nativas de Rhizobium como
biofertilizantes contribuye al mantenimiento de la biodiversidad del suelo, mediante la
reduccion de los impactos negativos de los fertilizantes minerales (Nkot et al., 2015; Ouma
et al., 2016). Dicha mejora segun (Toalombo, 2012) referenciado por Tanya Morocho y
Leiva-Mora (2019) viene dada tanto por el incremento de materia organica en el suelo,
reduciendo la porosidad, como consecuencia de la actividad microbiana, como por el
equilibrio i6nico, favoreciendo asi la interaccion de las cargas superficiales de la estructura
fisica del suelo con las cargas ionicas del agua. Lo cual tienen un efecto mas rapido

comparado con el fertilizante organico (Abdel-Fattah et al., 2016)

Estudios realizados por han Panke-Buisse et al., (2017) han demostrado que los
microorganismos pueden modificar multiples rasgos de las plantas incluyendo el desarrollo
del follaje y la floracién. Por otro lado, Bisen et al., (2015). Manifesté que a partir de la
aplicacion de los Microorganismos Eficientes se logra reducir las demandas de productos
guimicos, y se increment6 el nimero de flores, el nUmero de frutos y la calidad de los
mismos. Como alternativa para mejorar la produccién del grano, segun Calero Hurtado,
(2019) se recomienda el empleo de los Microorganismos Eficientes, los cuales producen
sustancias benéficas para la vida animal y vegetal. Pedraza et al. (2010) describieron que
el principio fundamental de estos productos consiste en el incremento de un grupo de
microorganismos benéficos en el suelo, con el objetivo de mejorar las condiciones de este,
eliminar la putrefaccién (incluyendo enfermedades) y optimizar el uso de la materia organica

por los cultivos.

En la actualidad existe un enfoque popular para el tratamiento de semillas que incluye la
inoculacion de estas con microorganismos benéficos (aspecto biolégico) y la hidratacién de
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semillas (aspecto fisiolégico) para protegerlas de varias enfermedades transmitidas por
semillas y por el suelo. (Tanya Morocho & Leiva-Mora, 2019). La aplicacién de
microorganismos benéficos a las semillas es un mecanismo eficiente para la colocacion de
in6culos microbianos en el suelo, donde estardn bien posicionados para germinar y
colonizar las raices de las plantulas, protegiéndolas contra plagas y enfermedades
(O’Callaghan, 2016). Este tratamiento es capaz de activar cambios en las caracteristicas
de las plantas y facilitar la germinacioén y el crecimiento uniformes de las semillas asociados

con la inoculacion de microorganismos.

2.2 Composicién fitoquimica de las semillas de C. esiformis

Los contenidos de proteina bruta en las hojas (17 a 24%), las legumbres (17,8 a 21,9%) y
los granos (32,5 a 36,3%), indican que la Canavalia ensiformes (L.) posee un alto valor
nutritivo (Mora & Parra 1982). Aunque Escobar et al., (1984) sefiala que el grano posee un
bajo contenido de lipidos (4%) y que al igual que muchas otras leguminosas presenta
deficiencia en aminoacidos azufrados, mientras que las variedades pueden presentar

variaciones considerables en el valor nutritivo (Ledn et al., 1989).

Tabla 1. Composicion quimica de las semillas de C. ensiformis.

Componente U/M Valor
Materia seca % 69.4-91.6
Proteina cruda % 18.8-33.4
Almidon % 27.7-56.7
Energia metabolizable Mcal kg MS™ 2.1-3.35
Digestibilidad de la materia organica % 60.9

Fuente: (Hernandez-Montiel et al., 2017)



Las leguminosas contienen altas concentraciones de aminoacidos no proteicos, los cuales
son téxicos para los animales debido a que se incorporan en las cadenas de péptidos en
lugar de los aminoacidos homologos. (Ruiz Bedolla et al., 2019). Hernandez-Montiel et al.,
(2017) expreso que el contenido de proteina cruda y energia metabolizable de las semillas
de C. ensiformis (L.) las hace atractiva como ingrediente proteinico; pero este tipo de
semillas poseen diversos factores antinutricionales que limitan su incorporacion de forma
extensiva en los programas de alimentacion de ovinos. Los factores antinutricionales (FAN)
y sustancias toxicas presentes en C. ensiformis (L.) protegen a la planta contra el ataque
de bacterias, virus, insectos y herbivoros (Rosenthal, 1991); pero, este tipo de sustancias

son toxicas para los animales (Ologhobo, et al., 2003).

Tabla 2 Principales componentes antinutricionales en la semilla de C. ensiformis.

Componente antinutricionales u/M Cantidad
Fenoles libres totales (mg100g™) 3830-4600
Taninos (mg 100 g™ 82.5 -1 600
Saponinas (mg 100 g™ 571
Concanavalina A (mg 100 g™ 2400 - 3500
Canavanina (mg 100 g-1) (mg 100 g™ 4290 - 4420
L-DOPA (mg 100 g-1) 1700 - 2400 (mg 100 g™ 5-11.2
Cianuro de hidrogeno (mg 100 g—1) (mg 100 g™ 2200 - 2780
Fitina (mg 100 g-1) (mg 100 g™ 18.5
Fitina-Fésforo (mg 100 g-1) (mg 100 g™ 5.22
Actividad inhibidora de tripsina (U mg-1) (Umg™) 0.38-27.4
Actividad inhibidora de quimiotripsina (U mg-1) (Umg™) 21.1
Actividad inhibidora de alfa-amilasa (U mg-1) (Umg™) 7.1
Titulo hemaglutinante (U mg-1) (Umg™) 16

Fuente: (Hernandez-Montiel, et al., 2017)
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En términos generales, los efectos negativos de los FAN en las semillas de canavalia
pueden ser eliminados, reducidos y/o inhibidos, si las semillas reciben algun tratamiento
fisico, quimico o biologico antes de ser consumidas (Owen et al., 2015). En una descripciéon
detallada de los cuatro téxicos identificados en esta planta. (Escobar et al., 1984) sefialan
gue la concanavalina A posee alta solubilidad en soluciones salinas débiles y que es una
proteina termolabil (calor hUmedo); la canavanina y la canalina son altamente solubles en
medio acuoso y estables a la accién del calor; mientras que la ureasa no afecta a los

animales. (Céseres et al.,1995)

Entre los aminoacidos vegetales esta la L-canavanina, que es un aminoacido no proteico y
se encuentra en forma libre en las semillas de C. ensiformis (Nort et al., 2015) La L-
canavanina es un aminoacido no proteinico que se encuentra en las semillas, hojas, tallos
y raices de la C. ensiformis y puede representar entre el 4 y 5 % del peso seco de las
semillas. (Zamora, 2003). La L-canavanina es un analogo de la arginina; su funcion natural
en las leguminosas es la defensa quimica contra insectos y otros herbivoros. (Yang et al.,

2015).

Existen varios procesos tecnoldgicos que se pueden aplicar a las semillas de C.ensiformis
L. para eliminar, reducir o inactivar los FAN y para alterar la estructura del almidén con la
finalidad de mejorar el acceso de los granulos al ataque enzimatico y la utilizacion de los

nutrientes. (Emenike et al., 2016)

2.2.1 Métodos para disminuir la fitotoxicidad de las leguminosas

A pesar de que las leguminosas presenten un doble interés, nutricional y agricola, debido
a su elevado contenido de nutrientes y compuestos beneficiosos, tales como: carbohidratos,

minerales, fibra alimentaria, proteina, vitaminas, &cidos grasos poliinsaturados y
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compuestos antioxidante, también hay que mencionar la presencia ciertos compuestos
antinutritivos. Entre ellos destacan compuestos tales como, inhibidores de enzimas
(tripsina, quimotripsina, -amilasa), fitatos, taninos, lectinas, -galactésidos, etc. que

disminuyen su valor nutritivo. (Aguilera, 2009).

Existen diversos procesos para reducir, eliminar y/o inhibir a los FAN de la canavalia (Valifio
et al., 2015). Existen varios procesos tecnoldgicos que se pueden aplicar a las semillas de
Canavalia ensiformis L. para eliminar, reducir o inactivar los FAN y para alterar la estructura
del almidén con la finalidad de mejorar el acceso de los granulos al ataque enzimatico y la
utilizaciéon de los nutrientes. (Emenike et al., 2016). En términos generales, los principios
utilizados para el procesamiento de las semillas de canavalia son el fraccionamiento de la
semilla, temperaturas elevadas con o sin humedad, alta presién, remojo en agua,

tratamientos quimicos, fermentacion y germinacion (Akande & Fabiyi, 2010).

La absorcién de agua por la semilla desencadena una secuencia de cambios metabolicos
gue incluye la respiracion, sintesis proteica y movilizacion de reservas. A su vez, la division
y el alargamiento celular en el embrién provocan la rotura de las cubiertas seminales, que
generalmente se produce por la emergencia de la radicula. (Chong et al., 2002). La
imbibicion es el proceso de absorcidn de agua por la semilla. Se da por las diferencias de
potencial hidrico entre la semilla y la solucién de imbibicion. Este proceso consta de tres

fases (Suarez & Melgarejo, 2014). Ver (Figura 1).

i) incremento rapido en la absorcién de agua.

i) fase de estabilizacién y movilizacién de nutrientes.

iii) absorcién de agua que generalmente coincide con el proceso de germinacion.
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Figura 1. Fases del proceso de germinacion. Fuente: (Suarez & Melgarejo, 2014)

La absorcién de agua es el primer paso para la germinacién, sin el cual el proceso no
puede darse. Durante esta fase se produce una intensa absorcién de agua por parte de
los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompafiado de un

aumento proporcional en la actividad respiratoria. (Doria, 2010)

La hidratacion de la semilla, con el consiguiente aumento en humedad y disminucién
porcentual del contenido en nutrientes debido a la difusién de los componentes solubles
hacia la solucién (principalmente carbohidratos y vitaminas solubles). Los componentes de
la semilla que ejercen mayor influencia en la absorcién de agua son las proteinas y algunos
polisacaridos como almidén, hemicelulosas y pectinas. Normalmente se utiliza el remojo
COMO un paso previo a otro tratamiento (Aguilera, 2009). A pesar de que cientificamente se
reconoce las bondades del remojo de los granos, esta practica no es utilizada en forma

masiva, (Serna-Cock et al., 2019)
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(Aguilar & Vélez, 2013) reportaron una disminucion de lectinas cuando germinaron frijol
durante 5 dias hasta alcanzar una concentracion de 2.5 mg / 100 g, mejorando el valor
biolégico y nutricional del frijol debido a que las lectinas son glucoproteinas que interactdan
con carbohidratos formando aglutinaciones y por lo tanto impiden su absorcion al cruzar el
tracto gastrointestinal. La germinacion es la reanudacion del ciclo de vida, donde la semilla
bajo condiciones 6ptimas de humedad, tiempo y temperatura se convierte en plantula.
(Mufioz-Llandes et al., 2021). La germinacién resulta ser un método de bioproceso capaz
de mejorar la calidad nutricional y funcional de las harinas obtenidas a partir de leguminosas
en comparacion a las resultantes de leguminosas sin germinar, convirtiendo dicho proceso
en una alternativa econémica y eficaz para generar ingredientes modificados con potencial
uso en el desarrollo e innovacion de alimentos funcionales con multiples beneficios a la
salud humana. Ademas, el incremento en las propiedades tecno funcionales podria permitir
la optimizacién de tiempos y costos de produccién a gran escala. (Mufioz-Llandes et al.,

2021)

2.3 Clasificacién de las proteinas de las semillas de la C. ensiformis.

Las proteinas son moléculas muy complejas; presentan una estructura légica y funcional
especifica para cada una de ellas; tienen como caracteristicas comunes que sus unidades
estructurales son aminoacidos, se encuentran unidos entre si mediante uniones covalentes
conocidos como enlaces peptidicos y, segun el tamafio de las cadenas, pueden ser desde
una simple unién de dos aminoacidos llamados dipéptido, hasta grandes macromoléculas
de proteina, pasando por las de tamafio mediano o polipéptidos. (Alvares et al., 2013). La
complejidad y la diversidad son caracteristicas predominantes de las proteinas, por lo tanto,
resulta dificil establecer una clasificacion. rigurosa; sin embargo, los diversos métodos para
clasificarlas se basan en cuatro criterios fundamentales: composicién, forma, solubilidad y
funcién bioldgica (Chel Guerrero et al., 2003).
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La complejidad y la diversidad son caracteristicas predominantes de las proteinas, por lo
tanto, resulta dificil establecer una clasificacion rigurosa; sin embargo, los diversos métodos
para clasificarlas se basan en cuatro criterios fundamentales: composicion, forma,
solubilidad y funcién biol6égica (Chel et al., 2003). La clasificacion mas utilizada para fines
practicos es de acuerdo a su solubilidad, siendo el método de Osborne (1961), el mas

conocido el cual reporta cuatro tipos de proteina (Ibafies, 1991)

Albuminas; solubles en agua y en soluciones salinas diluidas; precipitan en soluciones de

sulfato de amonio a una concentraciéon cercana a la saturacion (Chel et al., 2003).

Globulinas; generalmente insolubles en agua, pero solubles en soluciones salinas diluidas,

ejemplo de éstas es la miosina (Guéguen & Cerletti, 1994)

Los cultivos de plantas a menudo se procesan en extractos de proteinas de alta pureza,
gue consisten principalmente en globulinas. Las globulinas no pueden formar capas
interfaciales rigidas debido a su estado compacto y altamente agregado (Yang & Sagis,

2021).

Prolaminas; estas proteinas son solubles en etanol 50-80%. Constituyen un grupo cuyo
nombre se origind por el alto contenido de prolina y nitrbgeno amidico proveniente de la
glutamina, que es el aminoacido presente en altas cantidades y que juntos en algunos casos

llegan a ser hasta el 50% del nitrégeno del grano (Segura-Nieto & Jiménez-Flores, 1999).

Glutelinas; que se caracterizan por ser solubles en medio acido o alcalino, como es la
oricenina del arroz. Las glutelinas cuyo representante mas conocido son las gluteninas

aisladas del trigo (Huang & Khan, 1997).
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Las fracciones mas importantes de las leguminosas son las albuminas y las globulinas. Las
albuminas incluyen algunas moléculas que poseen propiedades funcionales y muchas son
enzimas que metabolizan las sustancias almacenadas en la semilla, como por ejemplo las
glicosidasas y las proteasas, que tienen un papel importante en la degradacion proteica
durante la germinacion (Chel et al., 2003). Otras participan en la defensa de la planta, como
son los inhibidores de tripsina y las lectinas (Guéguen & Cerletti,1994). La distribucion de
las proteinas de almacenamiento en las leguminosas, de acuerdo con su solubilidad, revela
gue las globulinas son el grupo principal ya que se les encuentra en la mayoria con un

intervalo de 35 a 72% (Chel et al., 2003).

Tabla 3: Composicion de proteinas de leguminosas segun la clasificacion de Osborne

(1961) (g de fraccién de proteina/100 g de proteina).

Fracciones de proteinas
Granos de leguminosas
Albdminas Globulinas Prolaminas Glutelinas

Phaseolus vulgaris 276-36,6 35-39,3 0,1-02 04-0,2
Canavalia ensiformis 14 66 14 0,8
Canavalia gladiata 12 79 6 0,3
Lupinus mutabilis Sweet 11,2 71,8 1 5,5
Pisum. Sativum 21 66 — 12
Glicine max 10 90 0 0

Fuente (Chel et al., 2003).

2.3.1 Propiedades funcionales de las proteinas.

Las propiedades funcionales de las proteinas han sido definidas como cualquier propiedad
fisicoguimica de las proteinas, que afecta el comportamiento y caracteristicas de los
alimentos en los cuales se encuentran o son agregadas y que contribuye a la calidad final

del producto. Estas caracteristicas pueden ser sensoriales, nutricias y bioquimicas. La
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aplicacion practica que una proteina puede tener depende en gran medida de esa

funcionalidad (Chel et al., 2003).

Estas propiedades pueden agruparse en:

A) Propiedades de hidratacién, que dependen principalmente de la interaccion
proteina- agua y son aquellas como la absorciébn y retencion de agua,

solubilidad, dispersabilidad y viscosidad.

Propiedades que dependen de la interaccion proteina-proteina y son aquellas como la

gelificacion, coagulacion, elasticidad, cohesividad, dureza y adhesividad (Chel et al., 2003).

B) Propiedades de superficie que dependen de la interaccion de la proteina con dos fases
inmiscible: agua/ aceite, agua/ aire que son emulsificacion, espumado y capaz de enlazar

lipidos.

(03] La composicion de proteinas y carbohidratos de los granos influencia las
propiedades tecnofuncionales de las respectivas harinas y de los productos elaborados de
ellas (Santiago et al., 2018). La capacidad de absorcién y retencion de agua son
propiedades tecnofuncionales propias de las legumbres secas, que permiten determinar los
tiempos adecuados de remojo de los granos, y estan relacionadas directamente por el

contenido proteico y la interaccion proteina — agua. (Sanchez et al., 2017).

A pesar de que cientificamente se reconoce las bondades de la imbibiciéon en agua de los
granos, esta practica no es utilizada en forma masiva (Serna-Cock et al., 2019). La
capacidad de absorcion de agua indica la aptitud a embeber agua en su estructura en forma
espontanea, cuando se le pone en contacto con agua a través de una superficie que se

mantiene hiumeda o por inmersién. Mientras que la capacidad de retencion de agua es la
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aptitud de un material hidratado a retener agua frente a la accion de una fuerza externa de
gravedad centrifuga o de compresion y comprende la suma del agua enlazada, agua
hidrodinAmica y agua fisicamente atrapada, siendo ésta la que contribuye en mayor

proporcion que las otras dos (Chel et al., 2003).

2.4 Métodos de extraccién y cuantificacion de proteinas.

Durante el siglo XIX se presenta la primera extraccién de proteinas en la cual se realizaron
tratamientos para la obtencién de albumina de huevo, con reportes que permitian aislar
sustancias similares en plantas. Conforme se realizaban distintas investigaciones se obtuvo
como primer producto proteina de origen animal, la misma que es consumida por sus altos
indices proteicos Gallegos et al. (2018). La industria debe asumir ese reto y buscar el mejor
método/proceso optimizado para extraer una proteina de alto valor nutricional (Gamboa &

Llanos, 2022)

Las proteinas son uno de los macronutrientes que encontramos en los alimentos junto a los
hidratos de carbono y lipidos. Son los elementos béasicos del cuerpo, esenciales en todo el
metabolismo. Su principal funcién no es energética sino estructural, es decir, contribuyen a
la formacion, desarrollo y renovacién de todos los 6rganos y sistemas del organismo y
desempefian también un gran nimero de funciones en las células de los seres vivos. Las
proteinas son macromoléculas que estan formadas por carbono, oxigeno, hidrogeno y
nitrégeno fundamentalmente, aunque también pueden contener minerales como azufre,

hierro y fésforo (Taimal, 2021).

Las proteinas, a diferencia de otras moléculas biolégicas como carbohidratos y lipidos son
los Unicos macronutrientes que no tienen un compuesto inactivo que sirva como reservorio.

Siendo asi, las proteinas contractiles del musculo esquelético, son el método de reserva
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més grande y responden de forma anabdlica a la alimentacion. Las proteinas vegetales son
nutrientes que el organismo utiliza para el crecimiento y la reparacion de los tejidos, para la

sintesis de enzimas y hormonas (Taimal, 2021).

La extraccion de proteinas de los tejidos vegetales es generalmente dificil debido a la
presencia de varias moléculas (pared celular, polisacaridos y lipidos) y compuestos que
interfieren. Por esta razon, la etapa de separacion de proteinas es un gran desafio para
obtener buenos resultados en los estudios protedmicos de plantas, (da Silva Viana et al.,
2020). Las proteinas presentes en los vegetales son de tipo intracelular, por lo que es
necesario la aplicacién de métodos para la ruptura de las paredes celularesy asi recuperar
la mayor cantidad de compuestos de interés. Estos métodos pueden ser mecanicos y no

mecanicos (Taimal, 2021).

Existen diferentes formas de extraer la proteina en muestras vegetales, se mencionan

algunas de ellas:

e Métodos mecanicos: Son métodos basados en el uso de la friccion y de fuerzas de
corte cuyo objetivo es deformar la célula hasta su ruptura. Dentro de los principales
meétodos se encuentran el uso de molinos y equipos de ultrasonido.

¢ Métodos no mecanicos: Se basan en tratamientos de separacion de componentes
e hidrolisis de las paredes celulares mediante el uso de métodos quimicos o

enzimaticos, por lo que facilita la extraccion de las proteinas.

Segun Yaned et al. (2017) en su investigacion realizada sobre la Optimizacién del protocolo
para la extraccion y la cuantificacion de proteinas totales en semillas de maiz, utiliza el

método de agitacion orbital el cual ocupa tres solventes diferentes como: el TCA, Tris-HCI
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y Tris-Base con la ayuda de los movimientos de las bandejas y el calor se pueden remover

los liquidos para separar la parte liquida de la sélida de la proteina.

Mientras que resultados de las investigaciones desarrolladas por Lamsal et al. (2020) en su
investigacion sobre sonicacion de alta potencia en proteinas de soja, utiliza tratamientos de
ultrasonidos donde las ondas sonoras ayudan a disminuir la oxidacion de la proteina debido
a que pueden aumentar la cantidad de flavonoides con actividad de extincion de radicales
y recuperar las isoflavonas durante la extraccion. El efecto del pretratamiento de
ultrasonido de alta potencia sobre la extraccion de las proteinas de garbanzo, frijol y soja,
establece que el método de ultrasonido es un proceso que ayuda a acelerar la solubilizacion
de la proteina por lo cual se obtienen rendimientos altos de la misma. Este proceso es

econdémicamente rentable en el &mbito alimentario (Lamsal et al., 2019)

También Chen et al. (2019) en su estudio sobre la extraccidén de proteina de mani maneja
el método enzimatico, este método se basa en la capacidad inherente de las enzimas para
catalizar reacciones mediante la degradacién o alteracion de las paredes celulares

permitiendo asi una mejor liberacién y extraccion de proteinas.

Actualmente para la extraccion de proteina se utiliza mucho la solubilizacién/precipitacion
isoeléctrica, debido a que es una de las més rapidas, efectivas y cumple con la mayoria de
caracteristicas que puedes necesitar de la proteina, pero la tecnologia avanza mucho,
ahora el ultrasonido también puede ayudar y formar parte de estas nuevas técnicas
avanzadas con algunos solventes especificos. La electroforesis también es una buena

técnica para obtener proteinas y separarlas por tamafios (Gamboa & Llanos, 2022).

Las proteinas de las legumbres, como las de los frijoles secos, se extraen mediante

métodos que se pueden dividir en procesos de fraccionamiento acuoso o seco. El
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fraccionamiento acuoso garantiza un mayor rendimiento proteico, es posible obtener
rendimientos de hasta 93% en la extraccién de proteina de frijol seco por el método de
fraccionamiento acuoso, resultandos concentrados con un contenido de proteina superior

al 70% (Ferreira et al., 2022).

Los laboratorios analiticos han desarrollado diversas técnicas para la cuantificacién de
proteinas, por ejemplo, del método normalizado Kjeldahl que se aplica en diferentes
matrices como cerveza, leche, pan, entre otras. (AOAC, 2016) y métodos
espectrofotométricos como Lowry, (1951) Bradford (1976) y BCA (Smith, 1985). Por otro
lado, el método de Hartree-Lowry (modificacion subsecuente del método de Lowry) es un
método espectrofotométrico utilizado para la cuantificacion de proteinas debido que
presenta ventajas tales como su sensibilidad, limite de deteccion del orden de 15 g de

proteina, precision y facil implementacion (Hartree, 1972).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue desarrollada en la Universidad de Ciego de Avila de mayo del
2021 a junio del 2023. Como material vegetal se utilizaron semillas de C. ensiformis, las
cuales se cultivaron en la Estacion Experimental Juan Tomas Roig perteneciente al Centro
de Bioplantas, Universidad de Ciego de Avila Maximo Goémez Béez. Las mismas se
colectaron en diciembre del 2021. La investigacion se desarroll en tres momentos, en un
primer momento se determinar el efecto de los Bioproductos comerciales IH-plus y ME-50
sobre los caracteres morfol6gicos y agroproductivos de las semillas de C. ensiformis con el
fin de obtener una fuente estable de proteinas para su posterior uso en procesos
biotecnoldgicos. La evaluacion de los parametros antes descritos se realizé en enero del
2022 en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la Universidad de Ciego de Avila Maximo
Gomez Baez. Lo cual permiti6 a partir de los resultados obtenidos definir el manejo

agrotécnico a seguir en el cultivo de la C. ensiformis.

La segunda etapa de la investigacion se desarrollé a partir de las semillas obtenidas del
mejor tratamiento devenido de la evaluacién del efecto de los bioproductos utilizados en el
estudio agrotécnico. Para lo cual se desarrollé un procedimeinto tecnoldgico para obtener
harina de semillas de C. ensiformis la cual fue validada a partir de estudios de sus
propiedades quimicas, tecnofuncionales y fisicas. El procedimiento tecnolégico de
obtencion de la harina se desarrollé en el laboratorio de microbiologia de la Universidad de
Ciego de Avila mientras que los analisis quimicos y la determinacion de las propiedades
tecnofuncionales se realizaron por triplicados en el Departamento de Productos Naturales
del Centro de Bioplantas. Mientras que en la tercera etapa de la investigacion se evalué un
procedimiento para la extraccién de proteinas obteniéndose un extracto crudo acuoso. Para

lo cual se parti6 de los resultados obtenidos con anterioridad utilizando la harina que
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presento indicadores quimicos y tecnofuncionales acorde a las necesidades del proceso

evaluado.

Para el procesamiento estadistico de los datos se utilizé el programa estadistico SPSS
(Version 11.5 para Windows, SPSS Inc.) A los datos procesados se le determind la
distribucion normal por Kolmogorov Snirnov, homogeneidad de varianza por el método
Levene, la significacion de las medias se realizo por la Prueba T-Stiudents, ANOVA simple
y ANOVA bifactorial, con prueba de Tukey P< 0.05. Los datos referidos en porcentaje fueron
transformados por la ecuacion matematica y'= 2arcosenovy/100, solo para analisis
estadisticos. La recta que define la ecuacion para la determinacion de la concentracion de
fenoles totales y proteinas solubles se determiné utilizando el programa Microsoft Office
Exel 2019. En cada tabla y figura de la seccion Resultados y discusion se describe el

tratamiento estadistico especifico ejecutado.

3.1 Determinacion del potencial agroproductivo de semillas de C. ensiformis con

el uso de bioproductos comerciales IH-Plus y ME-50.

El area experimental para el estudio agrondmico estda enclavada en la Estacion
Experimental Juan Tomas Roig, la cual se encuentra ubicada geograficamente en los
21,889637° N, -78,695897° W. El suelo empleado fue ferralitico Rojo Compactado Eltrico
segun la clasificacion realizada por Hernandez-Jiménez et al., (2019). Se partié6 de un

disefio de bloques al azar, con tres tratamientos y tres réplicas por cada uno de ellos.
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Figura 2. Foto satelital de la estacién experimental Juan Tomas Roig.

Se establecieron nueve parcelas con una dimension de 5,4 m de ancho por 5,8 m de largo
y un area de 31,32 m?, con distancia de 0,90 m entre surcos y 0,70 m entre plantas. Cada
parcela contd con cinco surcos y un total de 35 plantas, en total se plantaron 315 semillas.
El area cultivada fue de 16,2 m ancho por 17,4 m de largo para un area total de 281,9 m2.
En el estudio se aplicaron los bioproductos comerciales IH-plus y ME-50, los cuales
pertenecen a la gama de Microorganismos Eficientes (ME). Se realizaron aplicaciones
foliares cada siete dias con dosis de 50 mL-L?, segln lo recomienda el fabricante de los
referidos bioproductos. La aplicacion de los productos se realizé con una mochila en el
horario entre las seis y nueve ante meridiano para evitar la incidencia directa de los rayos

del sol sobre los microrganismos.

24



Para evaluar el rendimiento de las semillas se traz6 un area de un metro cuadrado por
réplica y se cosecharon todas las legumbres presentes en las plantas. Posteriormente se
separaron las semillas de las legumbres y se les determind la masa. El resultado del
rendimiento de semillas se cuantifico en kg-ha. Se caracterizdé la morfologia de las

legumbres y las semillas. Para ello se cuantificaron los siguientes indicadores morfolégicos:

Masa total de las lequmbres: se tomaron 50 legumbres por tratamiento y se determindé la

masa total utilizando una balanza técnica marca Sartorius modelo BSA 2201 con una

presicion de 0,1g.

Largo de las legumbres: se utilizaron 50 legumbres por tratamiento, para lo cual se empleé

una regla graduada con un margen de error de 0,1 mm.

Semillas por legumbre: se tomaron 50 legumbres por tratamiento y se cuantificaron la

cantidad de semilla por cada legumbre.

Largo, ancho y grosor de la semilla: se midié con un pie de rey digital con un margen de

error de 0,001 mm.

Masa de la semilla: se masaron todas las semillas cosechadas por cada tratamiento, para

lo cual se emple6 una balanza analitica Sartorius modelo BSA 2201.

Volumen de la semilla: se determiné por la ecuacion 4/3 « (1/2 L*G*A).

V (semillas) = 4/3 m (1/2 L*G*A) (Romero- Saritama et al., 2016)

Leyenda: V(semilas) (volumen de las semillas, mm3), L (largo de las semillas, mm), G

(grosor de las semillas, mm) y A (ancho de las semillas, mm).
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3.2 Definicion del efecto de la imbibicion de las semillas de C. ensiformis sobre

sus propiedades quimicas y tecnofuncionales.

Para obtener harina de las semillas de C. ensiformis se utilizé el método de imbibicién-
secado. En el proceso de imbibicion de las semillas se evalué el tiempo a las 0, 12, 24, 36,
48, 60, 72 y 84 h. La relaciébn masa/volumen fue de 1 g de semillas/20 ml de agua. Se masé
20 g de semilla de C. ensiformis (aproximadamente 12 unidades) en una balanza técnica
marca Sartorius modelo BSA 2201. Posteriormente, las semillas se lavaron con agua
corriente y se colocaron en vasos precipitados de 500 ml con 400 ml de agua corriente.
Mientras que las semillas del tratamiento control (0 horas de imbibicién) se evaluaron en el
momento inicial. Una vez que concluy6 el proceso de imbibicién las semillas se secaron
con papel de filtro absorbente Macherey-Nogel (MN640w 100 g mm). Finalmente se
determind la masa de las semillas embebidas y se calculé el indice de absorcion a partir de

la formula:

indice (abs) = m (humeda) / m (fresca)

Leyenda: indice (abs) (indice de absorcion), m (himeda) (masa himeda, g) y m

(fresca) (masa fresca, Q).

Posteriormente se elimind de forma manual la testa y se determiné la masa del cotiledon
sin la testa. Ademas, se evalu6 el porcentaje de semillas que presentaron ruptura de la
corteza seminal, factor que posibilita retirar la testa de una forma mas sencilla.
Seguidamente, se procedi6é a realizar el proceso de secado a los cotiledones sin testa, el

cual se realiz6 en una estufa eléctrica con control digital de temperatura Marca Boxun a
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60 °C por 24 h definiéndose la curva de secado de los cotiledones de la C. ensiformis. La
pérdida de humedad de las semillas sin testa en el proceso de secado se evallo cada 2 h,

para lo cual se les determiné la masa a los cotiledones y se calcul6 mediante la ecuacion:

A Humedad = {1- [ m (fresca) - m (seca)/ m (seca)]} * 100

Leyenda: A Humedad (pérdida de humedad), m (fresca) (masa fresca, g) y m (seca)

(masa seca, Q).

Los valores tomados para realizar la curva de secado fueron referidos al indice de pérdida
de humedad (A Humedad.) Las semillas secas sin testa se trituraron en un molino manual
de discos, mientras que las semillas con testa se trituraron en un molino de martillos con
maya de 1180 um. Se evaluaron las propiedades quimicas, tecnofuncionales y fisicas.

Ademas, se determind el rendimiento industrial en referencia a masa fresca.

La harina de semillas proveniente del mejor tratamiento tecnolégico del proceso de
imbibicion se comparé con la harina de semillas sin proceso previo de imbibicion. Esta
harina se envasé y sellé en bolsa de polipropileno de 50 um para el posterior andlisis de

sus propiedades quimicas, tecnofuncionales y fisicas.

3.2.1 Caracterizacién quimica de las harinas de C. ensiformis.

Para la caracterizacion quimica de las harinas de semillas con testa y sin testa se determiné
el contenido de proteina bruta por el método Kendalj (AOAC International, 2016). El
contenido de proteinas solubles totales se determiné por el método de Bradford (1976) y se

expreso en mg-mL?, referidos a una curva de calibraciéon de albimina de suero bovino.

El contenido de compuestos fendlicos solubles se determind por el método descrito por Gurr

et al. (1992) con modificaciones. Se utilizaron 10 pL del extracto crudo, se le adicionaron
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990 pL de agua destilada y 100 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Se dejo reposar durante
cinco minutos. Luego se agregaron 600 pL de una solucién de NaOH (1 mol-L?) saturada
con Na>COs. La mezcla se incub6 por una hora a 25°C para permitir el desarrollo del color.
Se midi6 la absorbancia a 725 nm en espectrofotdmetro Rayleigh Vis-7236. El contenido
de compuestos fenodlicos se expresé en mg-mL*? referido a una curva de calibracion de

acido clorogénico.

3.2 2. Determinacién de las propiedades tecnofuncionales de las harinas de C.

ensiformis.

Como propiedades tecnofuncionales se determinaron la capacidad de retencion de agua
(CRA) y la capacidad de formacién de espumantes (CFE) segun lo describe Bravo Delgado
(2019). Para determinar la capacidad de retencion de agua (CRA) se tom6 1 g de la muestra
de harina de C. ensiformis (con testa y sin testa) y se le afiadieron 10 ml de agua destilada
en tubos de centrifugas de 16 ml de capacidad. Se agitaron durante 1 min a temperatura
ambiente, para lo cual se utilizé un Vortex. Los tubos se centrifugaron a 15 000 x g por 30
min a 4 £ 2 °C. en una centrifuga marca (Heal Force®). Posteriormente se deseché el
liquido sobrenadante y se masé nuevamente la muestra de harina. Los resultados se

expresaron como gramo de agua absorbida por gramo de muestra.

CRA=mp —mq1/mq Bravo Delgado (2019)

Leyenda: CRA (coeficiente de retencion de agua), m, (masa humeda, g) y m;

(masa seca, Q).
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Para determinar la capacidad de formacion de espumante (CFE), se mezclaron 2 g de la
harina de C. ensiformis (con testa y sin testa) con 100 ml de agua destilada por 5 min en
una licuadora comercial. Transcurrido este tiempo, se transfirié a una probeta de 100 mly
se midio el volumen final a los 30 s. La capacidad espumante se expresé como el porcentaje

de aumento en volumen.

CFE = (V2 — V1)/V1 100 Bravo Delgado (2019)

Leyenda: CFE (porcentaje de formacion de espuma), V. (Volumen final, mL) y V1 (volumen

inicial, mL).

3.2.3 Caracterizacion fisica (granulometria) de la harina de semillas sin testa de C.

ensiformis.

Para determinar las caracteristicas granulométricas de la harina de C. ensiformis (con testa
y sin testa) se utilizaron 100 g, los cuales fueron en el tamizador (Ro-tap-SDILTEST-
modelo CL-313-8, Italy) con un juego de tamices (tamiz standard) con aperturas de 2360,
1180, 500, 600, 250 y 180 um y colector, mantenidas bajo agitacion durante 15 min,
finalmente se masaron las fracciones de harina retenidas en cada tamiz y calculado el
porcentaje de retencion. El valor del tamafio medio final fue obtenido de cinco repeticiones.
Como se describié anteriormente las semillas no embebidas fueron trituradas en un molino
de matrtillo con tamiz de 1180 um. A la harina restante no se le realiz6 el tamizaje dado que
se deduce que el método utilizado da una mayor uniformidad granulométrica con tamafos

de particulas menores a la apertura del tamiz utilizado.
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3.3 Definicion del procedimeinto para obtener un extracto crudo rico en proteinas

a partir de harina de semillas de C. ensiformis.

Para la extraccion de proteinas se realizd una evaluacién bifactorial en la cual se analizé la

capacidad de dilucion de proteinas presentes en la harina de la C. ensiformis en agua

destilada. Los factores que se tomaron en cuenta fueron la relacion masa volumen y el

tiempo de extraccion segun lo define la tabla 4. Para lo cual se masaron 2, 3 'y 6 gramos

de harina y se disolvieron en 30 mililitros de agua destilada. La disolucién se envasé en

frascos de cristal que se colocaron en una zaranda eléctrica por un periodo de tiempo de

60, 90 y 120 minutos.

Tabla 4. Disefio experimental para la extraccion de proteinas de la harina de C.

ensiformis.
Tratamiento Relaciéon masal/volumen (g/mL) Tiempo (min)
1 01:05 69/30ml 60
2 01:05 69/30ml 90
3 01:05 69/30ml 120
4 01:10 3g/30ml 60
5 01:10 3g/30ml 90
6 01:10 3g/30ml 120
7 01:15 29/30ml 60
8 01:15 29/30ml 90
9 01:15 29/30ml 120

En total se realizaron 9 tratamientos y tres réplicas de cada uno de ellos. Las disoluciones

una vez trascurrido el tiempo de agitacion fueron transferidas a un tubo de centrifuga de 33

ml y centrifugados a 3000 rpm durante 15 min. Para lo cual se utiliz6 una centrifuga

refrigerada a 4 °C. Una vez centrifugadas las muestras se tomé el sobrenadante y se le



determind las proteinas solubles por el método Bradford (1976). Los soélidos restantes
durante el proceso de centrifugacion fueron almacenados en refrigeracion a una

temperatura de — 4 °C para futuras investigaciones.

31



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion del potencial agroproductivos de semillas de C. ensiformis con

el uso de bioproductos comerciales IH-Plus y ME-50.

Como se observa en la figura 3, los resultados obtenidos cuando se utilizaron los
bioproductos comerciales ME-50 e IH-Plus mostraron un efecto positivo de éstos sobre el
largo de la vaina. Se observaron diferencias estadisticas significativas para la variable
(Largo de la vaina) entre los tratamientos de ME-50 e IH-Plus con respecto al testigo. No
existieron diferencias significativas entre los tratamientos de ME-50 e IH-Plus. Segun
Cidicco (2004) las vainas de la C. ensiformis (L.) pueden llegar a medir hasta 30 cm, por lo
gue los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de los bioproductos comerciales

supera lo descrito por este autor.
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Figura 3: Largo de la vaina (cm) de C. ensiformis tratadas con los bioproductos comerciales (ME-50
e IH-Plus). Medias con letras desiguales difieren estadisticamente. ANOVA de un factor,
Tukey, p < 0,05, n = 50.
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La masa promedio de una vaina de C. ensiformis (L.) fue de 28,08 g en el tratamiento
testigo, mientras que en los tratamientos a los cuales se les aplicd los bioproductos
comerciales ME-50 e IH-Plus, sumasa fue de 42,76 y 43,02 g, respectivamente. En la figura
4 se observaron diferencias significativas para la variable de masa de la vaina entre los
tratamientos a los cuales se les aplicé los bioproductos comerciales ME-50 e IH-Plus con
respecto al tratamiento testigo. No existieron diferencias significativas entre los tratamientos

a los que se le aplicaron los bioproductos.
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Figura 4: Masa de la vaina (g) de C. ensiformis (L.) tratadas con los bioproductos comerciales (ME-
50 e IH-Plus). Medias con letras desiguales difieren estadisticamente. ANOVA de un
factor, Tukey, p < 0,05, n=50.

El hecho de que en los tratamientos que se aplicaron los bioproductos tuvieron un mayor

largo y masa de la vaina conllevd a que estos tratamientos posean una mayor cantidad de

semillas por vaina con respecto al testigo (figura 5). Si bien no existieron diferencias

significativas entre los dos bioproductos utilizados en cuanto a largo y masa de la vaina, si

se apreciaron diferencias significativas en cuanto al nimero de semillas por vaina. El
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tratamiento al cual se le aplic6 el bioproducto comercial IH-Plus resulté el de mayor
cantidad, con una media de 12,7 semillas/ vaina superior al tratamiento con ME-50 que
mostré una media de 10,8 semillas/vaina y del tratamiento testigo con una media de 9,5

semillas/vaina.
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Figura 5: Semilla por vaina (u) de C. ensiformis (L.) tratadas con los bioproductos comerciales (ME-
50 e IH-Plus). Medias con letras desiguales difieren estadisticamente. ANOVA de un factor,
Tukey, p < 0,05, n=50.
Cidicco (2004) sefialé que C. ensiformis produce 10 semillas por vaina mientras que
Chavez, et al (2009) que plantearon que contiene entre 8-10 semillas/vaina. En la presente
investigacion el tratamiento con el bioproducto IH-Plus mostré mayor cantidad de semillas
por vaina que lo planteado en la bibliografia consultada. El incremento del niumero de
semillas por vaina pudiera estar dado en que estos bioproductos comerciales los cuales
contienen microrganismos autoctonos benéficos actian como fijadores de nitrégeno,
solubilizadores de fésforo y productores de hormonas vegetales. Lo cual podria mejorar la

disponibilidad y la absorcién de nutrientes esenciales, estimular la sintesis de compuestos
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organicos, regular el balance hormonal, proteger contra el estrés bidtico y abidtico y

favorecer la actividad de los polinizadores.

En las figuras 6, se muestran los indicadores morfolégicos de las semillas de C. ensiformis
(largo, ancho y grosor). Los mejores resultados se observaron para el tratamiento con IH-
Plus con diferencias significativas con el resto de los tratamientos. En las parcelas que se
empled el bioproducto comercial IH-Plus se cosecharon semillas con un largo promedio de
30,01 mm, mientras que en las parcelas que se aplic6 ME-50 la media del largo de sus
semillas es de 28,2 mm y en la muestra testigo esta por debajo de los valores antes
relacionados con solo 24,30 mm. Segun Cidicco (2004) las semillas de C. ensiformis tienen

solo 21 mm de largo. Lo que difiere de los resultados obtenidos en la presente investigacion.
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Figura 6: Parametros morfolégicos de las semillas (largo, ancho y grosor) de C. ensiformis tratadas
con bioproductos comerciales (ME-50 e IH-Plus). Medias con letras desiguales difieren
estadisticamente. ANOVA de un factor, Tukey, p < 0,05, n=50.

En cuanto al ancho de las semillas, se aprecié que el bioproducto comercial IH-Plus (23,90

mm) mostro una diferencia significativa con respecto al ME-50 y al testigo (22,81 y 19,42
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mm respectivamente). Estos resultados difieren de lo descrito por Cidicco (2004) el cual

describe que el ancho de las semillas de C. ensiformis es solo de 15 mm.

Se puede observar diferencia significativa para la variable de grosor de las semillas entre
los tratamientos de ME-50 e IH-Plus y estos con respecto al testigo. El estudio realizado
demuestra que las semillas recolectadas de las plantas a las cuales se le aplicé el
bioproducto comercial IH-Plus muestra valores de 20,23 mm de grosor, mientras que las
semillas a las cuales se le aplicé a las plantas madres el producto ME-50 tiene un ancho de
19,1 mmy las semillas relacionadas al tratamiento testigo su grosor es de 16,31 mm. Segun
Cidicco (2004) las semillas de C. ensiformis tienen un grosor de 10 mm, lo que difiere de
los resultados alcanzados en la investigacion. Los cuales duplican el valor citado por el

autor en el tratamiento que aplico el bioproducto comercial IH-Plus.

En la figura 7 se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, siendo los
mejores resultados para el tratamiento con IH-Plus (95,3 cm®), mientras que a las plantas a

las que se le aplicé el ME-50 el volumen de las semillas fue de 80,6 cm*
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Figura 7: Volumen de Semillas de C. ensiformis con aplicacion de los bioproductos comerciales (ME-
50 e IH-Plus). Medias con letras desiguales difieren estadisticamente. Medias con letras

desiguales difieren estadisticamente. ANOVA de un factor, Tukey, p < 0,05, n=50.

En la figura 8 se observaron diferencias significativas en cuanto al rendimiento
agricola (kg-ha?) entre los tratamientos de ME-50 e IH-Plus y de estos con respecto al
testigo. En el estudio realizado se concluyd que el bioproducto comercial IH-Plus mostré
mayor accion sobre los pardmetros agro-productivos en el cultivo de C. ensiformis, a partir
del rendimiento agricola que muestra valores de 8,16 kg-ha, mientras que el rendimiento
agro-productivo en el tratamiento que se aplicé el bioproducto ME-50 el valor fue de 7,36

kg-haty el rendimiento del tratamiento testigo, es de 4,64 kg-ha™.
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Figura 8: Rendimiento de semillas de C. ensiformis con la aplicacion de los bioproductos comerciales
(ME-50 e IH-Plus). Medias con letras desiguales difieren estadisticamente. ANOVA y
prueba de Tukey, p < 0,05. n=50.

En cuanto al rendimiento agro -productivo de cultivo de C. ensiformis, segun diferentes

autores consultados, los cuales evaluaron este indicador entre los afios 1982 a 1984 mostré

valores de 10,98 kg-ha* segtin Oviedo y Guzman (1983) con un marco de plantacion de 80

000 plantas/ha. Mientras que Escobar et al. (1984), plantearon que el rendimiento agricola

en el cultivo esta entre 6,846 y 8,496 kg-ha' con un marco de plantaciéon de 40 000

plantas/ha.

Otro de los estudios en el cultivo muestra rendimientos agricolas de 6,91 kg-ha* segun lo
planteado por Mora et al. (1982) con un marco de plantacién de 33 000 plantas-haly de
3,857 a 4,606 kg-ha? cuando se utilizé un marco de plantacion de 50 000 plantas/ha.
Posteriormente a estos resultados otros autores mostraron rendimientos agricolas por

debajo de lo planteado por los autores antes mencionados. Segun Leén (1991) los
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rendimientos agricolas de la C. ensiformis en Venezuela estan en el orden de los 2.5 a 6

kg-ha, mientras que en Cuba segln Diaz (2000) solo alcanzan 1 a 2 kg-ha™.

Segln Sheahan, (2012) en México el rendimiento agricola es de 1 a 4,6 kg-ha'y de 1
a 3,8 kg- ha en Yucatan, México; segiin Hernandez- Montiel et al. (2016). Lo que muestra
gue el rendimiento agricola del cultivo ha disminuido en la Gltima década. Los rendimientos
obtenidos bajo las condiciones edafoclimaticas de la estacion experimental Juan Tomas
Roig entre los meses de julio a diciembre del 2021, muestran valores superiores a los
descritos por Diaz, (2000) para el cultivo en Cuba. En cuanto a los tratamientos en los
cuales se aplicaron los bioproductos comerciales ME-50 e IH-Plus mostraron rendimientos

similares a los expresados por Escobar et al., (1984).

Estudios realizados por Calero (2019) el cual utilizé in6culo de microorganismos eficientes
obtuvo los mayores resultados productivos con la aplicacién al surco asociada a la foliar,
en comparacién con las formas de aplicacion al surco y foliar individualizadas. Mientras que
(Calero Hurtado et al. (2020) estudiaron el efecto de los microorganismos eficientes en el
cultivo de habichuela (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones de organopdnico. Los
resultados obtenidos por los autores mostraron que la utilizacion del bioproducto a base de
microorganismos eficientes incrementd los indicadores morfoproductivos y el rendimiento
del cultivo. Por otro lado, Lambert et al. (2109) evalué el efecto de microorganismos
eficientes en el crecimiento y rendimiento de Phaseolus vulgaris L. y Arachis hipogea L.
mostrando el efecto positivo de estos y la posibilidad de utilizarlos con otros bioproductos,

como es el caso de la aplicacién combinada de este con el Quitosano.

Los resultados mostrados por los autores citados coinciden con los obtenidos en la presente
investigacion los cuales estarian relacionados con los efectos fisioldgicos que pudieran

haber causados los bioproductos utilizados. Los microrganismos eficientes al ser
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inoculados al suelo incrementan la actividad biolégica del mismo, asi como, en las plantas
activan los mecanismos de defensa, potencian la nutricion, el crecimiento y el rendimiento

(Nufiez et al., 2017).

Es sabido que existen varios microorganismos que son responsable de la solubilizacion de
nutrientes como P y K, otros son capaces de fijar el N, atmosférico convirtiéndoles en
formas asimilables para las plantas. Asimismo, el incremento en profundidad y superficie
del sistema radical permite una mejor adquisicion del agua (Aung et al., 2018). Se considera
gue las bacterias endofiticas pueden al igual que las rizobacterias contribuir a una mejor
adquisicién de nutrientes y otros recursos que favorecen el crecimiento y desarrollo de las

plantas (Santoyo et al., 2016).

Similarmente existen numerosos hongos y bacterias capaces de solubilizar minerales que
contienen potasio mediante la produccién de acidos organicos e inorganicos y la producciéon
de polisacéridos. Segun lo descrito por Su et al. (2017) las bacterias fotosintéticas
especificamente las especies Rhodopseudomonas palustris (Molisch) y Rhodobacter
sphaeroides (van Niel), son microorganismos autétrofos facultativos. Este grupo utiliza
como fuente de carbono moléculas organicas producidas por los exudados de las raices de
las plantas y como fuente de energia utilizan la luz solar y la energia calérica del suelo. La
especie R. palustris es capaz de producir aminoacidos, acidos organicos, hormonas,
vitaminas y azucares, donde todos ellos pueden ser utilizados por microorganismos
heterétrofos para su crecimiento (Feijoo, 2016). Mientras que la especie R. sphaeroides
ademas de la actividad fotosintética, muestra gran diversidad metabdlica que incluyen
litotrofismo, respiracion aerdbica y anaer@bica, la fijacibn de nitrégeno y la sintesis de

tetrapirroles, clorofilas y vitamina B12. (Morocho & Leiva-Mora, 2019)
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El manejo agrondémico de la C. ensiformis en Cuba demanda establecer un procedimiento
gue permita incrementar sus rendimientos agro- productivos. Su potencial productivo en
granos, los cuales poseen alto contenido de sustancias nitrogenadas, es ampliamente
reconocido por diferentes autores. A pesar de lo anteriormente sefialado, el
perfeccionamiento del manejo agricola del cultivo y la utilizacién de esta leguminosa tropical
es insuficiente e incipiente. El uso de bioproductos de fabricacién nacional y local es una
via para lograr los objetivos propuestos. Los Microorganismos eficientes brindan la
posibilidad de establecer un procedimiento de forma sencilla, econdmica y sostenible para
incrementar los rendimientos agricolas. Por lo que generar conocimientos a cerca de la
accion de los bioproductos comerciales ME-50 e IH-Plus sobre los pardmetros agro-
productivos de la C. ensiformis reviste trascendental importancia quedando justificado en la

presente investigacion.

4.2 Definicion del efecto de la imbibicion de las semillas de C. ensiformis sobre

sus propiedades quimicas y tecnofuncionales.

En la tabla 5 se muestra la relacion entre el tiempo de imbibicién y el indice de absorcion,
de las semillas de C. ensiformis. Se puede observar que el tiempo de imbibicién incidié
directamente en el indice de absorcion ya que existié un incremento de la masa fresca de
las semillas en el tiempo. Las semillas del tratamiento control no mostraron incremento en
Su masa, al no existir absorcion de agua resultando un indice de absorcion de 1. Alas 12 h
se aprecio un aumento significativo de la masa fresca de las semillas debido a la absorcion
de agua. Entre las 12 y 24 h hubo un aumento significativo en el indice de absorcion, lo que
mostro diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. Después de las 24 h no
hubo variaciones significativas en el indice de absorcion con respecto a las 36 y 48 h, asi
como entre las 48, 60, 72 y 84 h, excepto entre las 36 y 60 h en las cuales si hay diferencias
significativas en el indice de absorcidon. Las semillas de leguminosas segun lo describe la
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bibliografia y corroborado en la presente investigacion duplican su masa al ser sometidas

a un proceso de imbibicion.

La factibilidad de retirar la testa de las semillas que fueron sometidas a los diferentes
tratamientos se pudo verificar a través de la tabla 5, la misma mostré el porcentaje de
semillas con respecto al tiempo de imbibiciéon que presentaron plasmadlisis. Lo que posibilitd

retirar la testa de forma mas sencilla y rdpida que las semillas que no presentan plasmadlisis.

Tabla 5. Efecto del tiempo de imbibicién en el indice de absorcién de las

semillas de C. ensiformis.

Tiempo de imbibicién (h) Masa fresca (g) indice de Absorcion
0 20,07+0,34 d 1,00+ 0,01 d*
12 39,6740,34 c 1,98+0,01c
24 41,5440,35 b 2,08 +0,02b
36 42,1340,34 b 2,11+0,03b
48 43,7310,34 ab 2,19 £0,04 ab
60 44,1340,34 a 2,21+0,04 a
72 44,6740,35 a 2,23+0,03 a
84 44,07+0,34 a 2,21+0,02a

* Medias con letras desiguales difieren estadisticamente. ANOVA y prueba de Tukey,

< p 0.05. n=5.
Como se pudo apreciar en la tabla 6 durante el proceso de imbibicién de las semillas las
mismas entre las 0 a 36 h no presentaron plasmdlisis, mientras que a las 48 h solamente
ocurrié la misma en un 8.0 %. A las 60 h aumentd el porcentaje de semillas con plasmdlisis
en el orden del 21.3 % mostrando diferencias significativas con respecto a las 48 h. A las
72 h se evidencié un aumento de este fendmeno, sin diferencias estadisticas significativas

con las 84 h, mostrando los mayores valores.
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Un signo que se observé como muestra de la degradacion de las semillas radico en que las
semillas bajo esta condicion sobrenadan en el medio liquido y se aprecié una degradacién

de la testa como muestra del inicio de un proceso de fermentacion.

Tabla 6. Porcentaje de semillas de C. ensiformis que presentaron degradacién
durante el proceso de imbibicion.

Tiempo de imbibicién (h) Semillas con degradacion (%)
0 0+0d*
12 0+0d
24 0x0d
36 0x0d
48 8,0x23c
60 21,3+£23Db
72 786+3.1a
84 81,3+x2.7a

*Medias con letras desiguales difieren estadisticamente. ANOVA y prueba de
Tukey, p < 0.05. n=5.

En los andlisis bioquimicos realizados por diferentes investigadores en el proceso de
remojo, se encontraron especies microbianas de las familias, Lactobacillaceae vy
Enterobacteriaceae, las cuales prosperaron en este ambiente. Entre las especies
identificadas por Vira Putri et al. (2023) se encontraron Staphylococcus aureus
(Rosenbach), Enterococcus faecium (Orla-Jensen), Enterococcus durans (ex Sherman and
Wing), Pediococcus pentosaceus (Claussen), Stenorophomonas maltophilia (Palleroni &

Bradbury), Cronobacter sakazakii (Farmer) y Klebsiella pneumoniae (Schroeter).

En la figura 7 se muestra la relacién entre la masa inicial de los cotiledones hiumedos y el

valor de su masa seca, cada 2 h. La curva de secado mostré una mayor pendiente en las
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primeras 6 h donde existieron diferencia significativa entre los valores comprendidos entre
0 a 6 h, entre las 6 y 8 h no existieron diferencias significativas ni entre las 8 y las 10 h, si
existe diferencia entre las 6 y 10 h. De igual forma entre las 10 y 12 no existen diferencias
significativas ni entre las 12, 14 y 16 h, mientras que si hay diferencias significativas entre
las 10 y 14 h. Lo que indica que el proceso de secado es mas lento entre las 8 a las 16 h.
A partir de las 16 hy hasta las 22 h no existe diferencia significativa entre los valores medios,
mientras que entre las 16 y 24 h si existe diferencia significativa entre sus medias. Entre las
18 y las 24 h no existe diferencia entre los valores de la media por lo que se puede definir
gue a partir de las 18 h se logra la estabilidad de la masa de las semillas.

1.2 -
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo de secado (h)

Figura 9. Dinamica de pérdida de humedad de los cotiledones sin testa de las semillas de C.
ensiformis en la interaccibn tiempo. Medias con letras desiguales difieren
estadisticamente. ANOVA de un factor, Tukey, p < 0,05, n=5.

Las semillas de la C. ensiformis al ser sometidas a diferentes tiempos de imbibicién en agua

corriente, la eliminacién manual de la testa y posterior proceso de secado conlleva a un

procedimiento el cual tiene como finalidad obtener una harina para su uso posterior como
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fuente proteica en procesos biotecnoldgicos con la finalidad de obtener un extracto acuoso
de proteinas. Uno de los procesos descritos en la bibliografia consultada es el planteado
por Aguilera, (2009) el cual plantea que la imbibicion de las semillas se utiliza generalmente
COmo un paso previo a otro tratamiento. Al activarse enzimas hidroliticas por efecto de la
germinacion donde la imbibicion de la semilla forma parte de la primera etapa de la misma,
comienza la desintegracion de macromoléculas, principalmente proteinas y carbohidratos,
modificando las propiedades tecnofuncionales de las harinas de manera directa segun lo

describieron Megat Rusydi et al. (2011).

El rendimiento productivo posterior al proceso de secado y molinado fue de 73,72 £ 0,12 %
con respecto a la masa inicial de las semillas (masa fresca), incurriendo en pérdidas del
26,28 %. Estas pérdidas se pueden deducir que estan asociadas a la eliminacion de la testa
y a la alta incidencia de semillas con plasmodlisis lo que posibilita que microelementos
solubles paseen al medio liquido. También es probable el inicio de una fermentacion
espontadnea debido a la presencia en el medio acuoso de microrganismos. A partir de la
experimentacion realizada y posterior al andlisis y evaluacion de los datos arrojados se
puede definir que el proceso es viable para obtener harina de semillas de C. ensiformis, el

cual presenta una textura fina, de color blanco hueso y olor caracteristico.

4.2.1 Caracterizacién quimica de las harinas de C. ensiformis.

La figura 10 muestra el contenido de proteinas totales, determinado por el método Kjeldahl.
Existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Las semillas de
C. ensiformis no embebidas presentaron un contenido de proteinas del 27,3 + 0,1 %
mientras que las semillas embebidas en agua por 72 h mostraron un contenido de 28,8 +

0.1
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Figura 10. Contenido de proteinas totales de las semillas con testa y semillas sin testa de
C. ensiformis (%). Medias con letras diferentes difieren estadisticamente segln (t
Student, p £ 0,05, n=5).
Segun Walker, (2009) las plantas presentan poco contenido de proteinas comparado con
los tejidos animales, puesto que solo 1-2% de la célula es citoplasma donde estan las
proteinas y el resto del volumen celular lo componen las vacuolas y la pared celular. No
obstante, existen algunas plantas cuyo contenido de proteinas son considerables entre las
gue se encuentran las semillas de leguminosas. Las harinas obtenidas de leguminosas son
fuente importante de proteinas, carbohidratos, minerales, vitaminas y fibra en la dieta, y

sirven para mejorar las propiedades funcionales de otros productos (Aguilar & Vélez, 2013)

Los datos obtenidos en las semillas de C. ensiformis no embebidas muestran valores
acordes a los descritos por Dias (2000). Este autor informé que la masa seca contiene entre
26 y 32 % de proteina bruta. Segun un estudio realizado por Kanetro et al. (2021), quien
sefal6 que, tras 36 y 48 h de remojo, el contenido de proteinas de los frijoles Jack aumenté.

De igual manera Vira Putri et al. (2023) plante6 que el remojo de los frijoles Jack en agua

46



destilada durante diferentes periodos de tiempo da como resultado un mayor contenido de

proteinas y amino&cidos.

En el proceso descrito anteriormente para obtener la harina, las semillas después de
absorber agua en el proceso de imbibicion no pueden iniciar la actividad respiratoria al
encontrarse en un medio acuoso. Esto trae consigo que se interrumpa el proceso de
germinacion iniciado en las primeras horas de la imbibicion y provoque la ruptura de la
corteza de las semillas, la cual facilita retirar su envoltura seminal. Segun lo planteado por
Vira Putri (2023) la multiplicacion de microorganismos esta representada por espuma en la
superficie del agua durante la fase de remojo de semillas de C. ensiformis, efecto observado
en la presente investigacion. Esto se debe a que se ha descubierto que las legumbres

remojadas contienen bacterias 4cido lactica, y levadura (Yan et al., 2013).

Por otra parte, Ramli et al. (2021) evaluaron el proceso de remojo de las semillas de C.
ensiformis en una solucion de bicarbonato (NaHCO3) 1 %. Los estudios realizados por el
autor muestran una disminucion significativa del contenido de proteina, concluyendo que la
prolongacién del proceso de remojo trae consigo una disminucion significativa del contenido
de proteina. En cuanto a las proteinas solubles presentes en las harinas no existieron
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. Por lo que el proceso de remojo
en agua corriente realizado a las semillas no afect6 la solubilidad de las proteinas, por lo

gue no interfirié en la extraccion de estas en procesos tecnoldgicos posteriores.
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Figura 11. Contenido de proteinas solubles de semillas con testa y semillas sin testa de C.
ensiformis. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente segun (t Student, p <
0,05, n = 9).
Segun Dale (1988) las proteinas cuando son sometidas a procesos tecnoldgicos donde esta
presente la trasferencia de calor a medida que aumenta el tiempo del proceso disminuye la
solubilidad de éstas. Estudios realizados por este autor demostraron que la solubilidad de
la proteina en la harina cruda sin procesar se aproximé al 100 %, mientras que disminuyo
a medida que aumentd el tiempo en la autoclave y finalmente alcanz6 una solubilidad del
38 %. Por lo que se puede concluir que el proceso de remojo de los granos de leguminosas
es mas factible a la hora de preservar las propiedades tecnofuncionales como la solubilidad

de las proteinas

Mientras que Chel Guerrero et al. (2003) durante su investigacion determinaron que la
solubilidad de la harina de C. ensiformis es del 60,8 % con respecto al total de la masa. Si

se tiene en cuenta que las proteinas totales de las semillas de C. ensiformis es de 273 mg-g’
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1y las proteinas solubles de 196,69 mg-g?, se puede afirmar que las mismas representan

el 71,9 %

En cuanto a la concentracion de fenoles segun se muestra la figura 12 existieron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos. Segun Hernandez-Montiel et al. (2017) el
contenido de fenoles totales en semillas de C. ensiformis es de 38,3 — 46,0 ug g*: Estos

valores referenciados son inferiores a los obtenidos en la presente investigacion.
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Figura 12. Contenido fenoles solubles de las semillas con testa y semillas sin testa a de C.

ensiformis. Medias con letras diferentes difieren estadisticamente segin (t Student, p
<0,05, n=5).

4.2.2. Determinacion de las propiedades tecnofuncionales de las harinas de C.

ensiformis.

La capacidad de absorcion de agua (CRA) en las semillas y la harina se muestra en la figura

13. En relacibn a estas propiedades tecnofuncionales no existieron diferencias
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estadisticamente significativas entre los tratamientos por lo que no se vio afectada con el

tiempo de imbibicion y posterior retiro de la corteza seminal de las semillas.
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Figura 13. Capacidad de retencion de agua de las semillas con testa y semillas sin testa
de C. ensiformis. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente (t Student , p
<0,05, n=5).

Segun lo planteado por Lam et al. (2018) las variaciones en la capacidad de retencion de

agua estan relacionadas con la naturaleza y el tipo de proteinas, su conformacion y la

relacion entre la polaridad de la superficie, la hidrofobicidad y el nUmero y tipo de grupos
polares, asi como su composicion de aminoacidos. Estas caracteristicas de las proteinas
también pueden incidir de igual manera en la capacidad de retencién de agua. Lo que podria
estar dado a que las propiedades hidréfilas de las proteinas estan asociadas con la
presencia de grupos polares, como carbonilo, hidroxilo, amino, carboxilo y sulfhidrilo. segun

lo planteado por Tenorio et al. (2016)
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Mientras que el indice de Capacidad de Formacion de Espuma (CFE) fue superior para la
semilla, con diferencias estadisticas significativas (figura 12). Esto muestra que este

indicador disminuye con el proceso de remojo.
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Figura 14. Capacidad de formacion de espuma para las semillas con testa y semillas sin
testa de C. ensiformis. Medias con letras diferentes difieren estadisticamente (t
Student, p < 0,05, n=5).

Estos valores determinados, expresados como el porcentaje de aumento en volumen se

tiene que para las semillas es de 39,3 % y para la harina es de 25,7 %. Los datos obtenidos

para la harina obtenida de las semillas de C. ensiformis sin tratamiento de imbibicidon mostré

valores acordes a lo planteado por Chel et al. (2003) quienes plantean que el porcentaje de

la capacidad de formacién de espuma es entre 30y el 41 %.

Segun describe Megat-Rusydi et al. (2011) al activarse enzimas hidroliticas por efecto de
la germinacién donde la imbibicién de la semilla forma parte de la primera etapa de la

misma, comienza la desintegracion de macromoléculas, principalmente proteinas y
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carbohidratos, modificando las propiedades tecnofuncionales de las harinas de manera
directa. Esto se evidencia en las modificaciones en cuanto a la capacidad de formacion de
espuma en la presente investigacion. Segun Vega (2017) la formacién de espuma depende
de la solubilidad de las proteinas y de la naturaleza anfipolar de estas biomoléculas que le

permiten actuar como agentes tensoactivos (disminucion de la tension superficial).

Bocarando-Guzman et al. (2022) obtuvieron un aislado de proteinas de Moringa oleifera
Lam a pH 5,5; la cual mostré capacidad de formacion de espuma de 38,88 %, siendo similar
a los obtenidos en la presente investigacion en las semillas de C. ensiformis. Por otro lado,
este autor refirid que la capacidad de formacion de espuma en los extractos crudos de M.
oleifera aument6 a medida que el valor del pH se alejé del punto isoeléctrico de las proteinas

y la solubilidad aumenta.

Por lo que se puede definir que la disminucion de la capacidad de formacion de espuma,
permite que la harina obtenida pueda ser utilizada en posteriores procesos de extraccion
de proteinas e hidrolisis enzimatica de las mismas dado su menor tendencia a la formacién

de espumas y por ende menos pérdidas de proteinas durante el proceso por esta causa.

4.2.3 Caracterizacion fisica (granulometria) de la harina de semillas sin testa de C.

ensiformis.

En la tabla 7 se observan los resultados del analisis del tamizado de las harinas. En el
primer tamiz #4, no hubo retencion de harinas ya que la abertura del tamiz era mayor al
didmetro de las particulas. En cuanto a los tamices #8 y #16 el porcentaje de retencion fue
de 3,72 y 9,85 por ciento respectivamente. En el tamiz #30, #60 y #80 el porcentaje de
retencién fueron de 20,52, 13,73 y 28,58 respectivamente; mientras que en el colector final

guedo el 23.60 por ciento de la muestra.
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Tabla 7: Granulometria de la harina de semillas sin testa de C. ensiformis.

Porcentaje de retencion

# tamiz Apertura (um)
(%)
4 4750 0,000 + 0,000*
8 2360 3,720 £ 0,287
16 1180 9,850 + 0,614
30 500 20,520 + 0,397
60 250 13,730 £ 0,597
80 180 28,580 + 0,617
colector 0 23,600 + 0,497

*error estandar (SE).,n=5

Estos valores representan que el 86,43 por ciento de la muestra tiene un tamafo de

particula menor de 1180 pm, lo que muestra uniformidad en cuanto al tamafio de particulas.

Segun lo planteado por Bezerra et al. (2018) una harina con alta uniformidad de
granulometria absorbe el agua de manera homogénea y promueve una coccién uniforme.
Lo que resulta beneficioso para que estas puedan ser utilizadas en procesos
biotecnoldgicos. Estas caracteristicas facilitan una mayor homogeneidad en la extraccion
de proteinas lo que posibilita lograr optimizar procesos tales como la hidrolisis enziméatica

de proteinas.

La harina de C. ensiformis presenta una granulometria diferente a las harinas evaluadas
por Dussan-Sarria et al., (2019) los cuales estudiaron esta caracteristica en harinas de
chontaduro (Bactris gasipaes Kunth) y quinoa (Chenopodium quinoa Kuntze). La harina de
chontaduro presenté un tamafio de particulas con didmetros menores, mas homogénea y
sin formacion de grumos. En cuanto a la harina de quinoa, la misma presenté mayor tamafio

de particula y menor homogeneidad en su composicion. No obstante, el porcentaje de
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particulas menores de 250 um en ambas harinas fueron similares, con el 52,18 % en la

harina de C. ensiformis y el 50 % en la harina de quinoa.

4.3 Definicion del procedimeinto para obtener un extracto crudo rico en proteinas

a partir de harina de semillas de C. ensiformis.

Como se puede apreciar en la tabla 8 con respecto a los tratamientos con diferentes
relaciones masa/volumen a medida que disminuye la cantidad de harina disuelta en el bufer
de extraccibn aumenta la cantidad de proteinas extraidas. Existiendo diferencias
significativas estadisticamente entre las medias de los tratamientos que presentan diferente

relacion masa/volumen

En cuanto a los tratamientos evaluados a diferentes tiempos con una misma relacion

masa/volumen se puede observar que en la relacién de 1:5 la extraccién de proteinas fue

de 93,390; 96,065 y 95,846 mg-g'la 60, 90 y 120 min respectivamente. Donde se evidencia
una diferencia significativa entre 60 y 90 minutos, mientras que el valor obtenido a los 120
min no presenta diferencia significativa ni con el tratamiento a 60 ni con el de 90 min. En la

relacion 1:10 los valores de proteina extraida fueron de 162,237; 168,143 y 165,664

mg-g'1 a 60, 90 y 120 min respectivamente, lo cual presenta diferencias estadisticas entre

sus medias similares a las mostradas en la relacion 1:5. Mientras que la relacion 1:15 los

valores alcanzados fueros de 199,830; 209,454 y 207,103 mg-g'l respectivamente con

relacion al tiempo de extraccién evaluados con anterioridad.
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Tabla 8: Contenido de proteinas extraida de la harina de semillas sin testa de C.
ensiformis.

Relacién (m/v)  Tiempo de extraccion Proteinas solubles
Tratamiento

g/mL. (min) (mg proteina/g MS)
1 01:05 60 93,390 + 0.900 f*
2 01:05 90 96,065 + 0.926 e
3 01:05 120 95,846 + 1.187 ef.
4 01:10 60 162,237 £2.111d
5 01:10 90 168,143+ 1971 c
6 01:10 120 165,664 + 1.994 cd
7 01:15 60 199,830 + 2.066 b
8 01:15 90 209,454 +2.051 a
9 01:15 120 207,103 £ 1.965a

*Medias con letras diferentes difieren estadisticamente (ANOVA bifactorial y Tukey, p <
0,05, n =5). * error estandar (SE).

Estos resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre la cantidad de
proteina extraida a 60 min con respecto a 90 y 120 min, mientras que entre 90 y 120 min
no hubo diferencias estadisticamente significativas. Si bien en ninguno de los casos
evaluados con diferente relacion masa /volumen existieron diferencias estadisticamente

significativas entre sus medias en cuanto a los tratamientos analizados a 90 y 120 min

El solvente de extraccion utilizado fue agua destilada a pH 7, si bien de forma general se
utiliza tampon a pH basico los resultados obtenidos muestran que bajo estas condiciones
se logro de forma eficiente la extraccion de proteinas. Segin Ahmed (2005) el tamp6n de
extraccién para las proteinas es un factor importante debido a que son muy sensibles a los
cambios de pH y permite que los resultados sean reproducibles; el tampo6n en que se haga

la extraccion debe evaluarse desde diferentes puntos de vista considerando las
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interacciones posibles con otros componentes, la compatibilidad con técnicas de

purificacion, absorcion UV y costo.

Segun plantearon Bocarando-Guzman et al. (2022), la solubilidad del aislado de proteina
disminuy6 drasticamente en comparaciéon con la harina de moringa, dado que el proceso
utilizado para obtener el aislado puede tener efecto en la conformacién y funcionalidad de

la proteina.

La solubilidad en agua de las proteinas afecta las propiedades tecnofuncionales como
emulsificacion, gelificacion, formacion de espuma (Gonzalez-Garza et al., 2017). Dado que
la solubilidad de las proteinas depende de sus propiedades tensoactivas y puede verse
afectada por enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas e hidrof6bicas; la
composicion y distribucion de los aminoécidos, la flexibilidad molecular, la formay el tamafio

(Sun et al., 2017).

El extracto acuoso de proteina obtenido de la harina de C. ensiformis serd utilizado en
futuros procesos de hidrolisis enziméticas de proteinas, por lo que realizar la extraccion de
las proteinas utilizando agua destilada disminuye tiempo del proceso, simplifica la
tecnologia utilizada y los recursos empleados en la etapa de aislamiento disminuyendo los

costos de obtencion del producto.

En la figura 15, se observa el porcentaje de proteinas extraida con respecto al total de
proteinas presentes en la harina. Partiendo que la misma presenta un contenido de 28.8 %.
El mayor porcentaje de proteinas extraidas es de 72,7 % correspondié con el tratamiento

8, el cual presenta una relacion masa/volumen de 1:15 a 90 min.
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Figura 15. Porcentaje de proteinas extraida de la harina de C. ensiformis. Medias con letras
diferentes difieren estadisticamente (ANOVA bifactorial y Tukey, p < 0.05, n = 5). Las
barras representan media + error estandar.

Los resultados obtenidos en este tratamiento no mostraron diferencia significativa
estadisticamente con el tratamiento 9 el cual presenta la misma relacion masa volumen a

un tiempo de 120 min. Mientras que con respecto a los demas tratamientos si existieron

diferencias significativas.

Martin et al. (2019) y Zheng et al. (2019) informaron valores de solubilidad del 80 % y 38 %
para aislados de soja a pH 4,0y 8,0, respectivamente. Por otro lado, Walker (2009) plante6
gue las vacuolas y la pared celular, presentan gran cantidad de fenoles, terpenos,
pigmentos, acidos organicos, carbohidratos y otros compuestos no proteicos que son

interferentes al extraer las proteinas y al definir el perfil electroforético de las plantas
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A partir de la experimentacion realizada y posterior analisis y evaluacion de los datos
arrojados se pudo definir el efecto bioestimulador del bioproducto comercial IH-plus sobre
los pardmetros morfolégicos y productivos en al cultivo de la C. ensiformis. De igual forma
se pudo constatar procedimiento de imbibicion - secado evaluado muestra la efectividad del
mismo para obtener harina de semillas de C. ensiformis de una manera facil y econémica
mostrando un rendimiento productivo del 73,72 %. El proceso de imbibicion mejoré las
propiedades tecnofuncionales de la harina, la cual mantiene la Capacidad de Retencién de
Agua (CRA) y disminuye el Coeficiente de Formacion de Espuma (CFE). El proceso descrito
mejora la cantidad de proteinas totales y mantiene la cantidad de proteinas solubles; en
cuanto a la cantidad de fenoles presenta una disminucion estadisticamente significativa en

su concentracion.

En los procesos biotecnol6gicos, las proteinas pueden utilizarse como materia prima para
producir biofertilizantes agricolas, entre otras aplicaciones. Sin embargo, la obtencién de
proteina de alta calidad y bajo costo es un desafio para la biotecnologia ya que depende
de factores como la disponibilidad, la estabilidad, la pureza, la funcionalidad y la seguridad
de la fuente proteica, aspectos evaluados y corroborados en la presente investigacion. En
la cual se logré una extraccion de proteinas del 72.7% de las proteinas totales. Por lo que
el procedimiento evaluado es viable para utilizar el extracto acuso proteico en procesos

biotecnoldgicos como es la produccion de hidrolizados enzimaticos de proteina
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5.

CONCLUSIONES

Se logran producciones de 8,16 kg-ha-1 de semillas de C. ensiformis con el uso del
bioproducto comercial IH-Plus.

La imbibicion de las semillas de C. ensiformis en agua incrementa las proteinas
totales y disminuye el contenido de fenoles solubles y la capacidad de formacién de
espuma.

Se establecié un procedimiento para la obtencion de un extracto acuoso de
proteinas de harina de semillas de C. ensiformis con un 72,7 % de las proteinas

totales.
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6. RECOMENDACIONES.

e Incluir en el procedimiento de agrotecnia de la C. ensiformis el uso del bioproducto
IH-Plus.

e Completar el estudio fitoquimico del extracto crudo de semillas de C. ensiformis.

e Realizar estudios bio-guiados sobre el efecto estimulador del extracto crudo de

semillas de C. ensiformis en cultivos de interés agricola.
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