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RESUMEN

Uno de los principales problemas de los paises en desarrollo es la desnutricion
energético proteica (falta de suficiente energia, proteina y micronutrientes). Las
leguminosas representan una importante fuente de proteinas de origen vegetal,
desempefiando un papel primordial en la nutricibn humana, sin embargo,
presentan factores antinutricionales, por lo tanto las leguminosas no
convencionales (mezquite en este estudio) deben ser analizados antes de su
utilizacion como alimento seguro y que cumpla con los requerimientos
nutricionales. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de factores
antinutricionales en harina integral de mezquite (Prosopis laevigata). No existe una
metodologia universal para la determinacién de los factores antinutricionales por lo
que las determinaciones se hicieron mediante andlisis fitoquimicos, haciendo la
extraccion especifica para cada factor de acuerdo a su naturaleza quimica, asi
para metabolitos secundarios se utilizaron solventes de diferente polaridad,
mientras que para los factores antinutricionales de naturaleza proteica se utilizaron
soluciones buffer. Los ensayos realizados fueron: gravimétricos, cromatografia en
capa delgada (para alcaloides), poder tensoactivo (para saponinas), colorimétricos
(para taninos, glucosidos cianogénicos e inhibidores de proteasas),
hemaglutinacion (para lectinas) y hemdlisis (para hemolisinas). Los resultados
muestran que no hay presencia de glucésidos cianogénicos, saponinas, lectinas y
hemolisinas. Sin embargo se demostré6 la presencia de alcaloides, taninos
condensados e inhibidores de proteasas. Se realiz6 una caracterizacion parcial de
alcaloides encontrando la posible presencia de hordenina, cefalina, reserpina y
escopolamina. Por lo tanto es preferible no consumir la harina integral de mezquite
si no ha tenido un tratamiento previo para la eliminacion de los factores

antinutricionales antes mencionados.



1 INTRODUCCION

La desnutricion energético-proteica esta entre los problemas mas graves a los que se
enfrentan los paises en desarrollo actualmente. Esto es atribuido principalmente al
incremento de la poblacion, asi como la dependencia a una dieta a base de cereales,
la escasez de tierra fértil y la degradacién de los recursos naturales. Se ha estimado
que existen alrededor de 800 millones de personas desnutridas en algunos paises en
desarrollo y subdesarrollados. Ademas los altos precios de los alimentos (la provision
de proteinas de origen animal resulta dificil y costosa) y las limitaciones politicas son
factores que contribuyen al empeoramiento de la situacion alimentaria en estos
paises (Bhat y Karim, 2009).

Una posible alternativa para mejorar el estado nutricional de la poblacién es
complementar la dieta con proteinas de origen vegetal. Las leguminosas
desempefian un importante papel en la nutricibn humana debido a que son ricas
fuentes de proteina, calorias, algunos minerales y vitaminas. Ademas es importante
hacer notar que la familia Leguminosae tiene la capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico y puede ser utilizada dentro de los sistemas agroforestales para la
recuperacion o mantenimiento de la fertilidad del suelo (Igbal y col. 2005; Lopez y
col. 2008).

La exploraciéon de leguminosas no convencionales puede ser de gran importancia
para el desarrollo de alimentos seguros, que cumplan los requerimientos
nutricionales y agricolas, y puedan asi contribuir eficazmente a la mejora de la
economia de una nacion. Las vainas de mezquite (Prosopis laevigata) son una
alternativa alimentaria debido a su contenido nutricional (12 a 18% de proteina cruda)
y sus excelentes capacidades de adaptacion a zonas aridas o0 semiaridas. Sin
embargo en el estudio de los alimentos no convencionales ademas de evaluar la
composicién nutricional quimica, también es importante identificar la presencia de
factores antinutricionales que pueden afectar la degradacién y la digestiéon
alimentaria (Lopez y col. 2008; Andrade-Montemayor y col. 2009; Bhat y Karim,
2009).




2 JUSTIFICACION

Las leguminosas en general presentan factores antinutricionales y otras sustancias
nocivas a la salud que imposibilitan la utilizacién de todo su potencial nutritivo por el
organismo. De esta forma, granos no convencionales con uso potencial en la
alimentacion, deben ser analizados en dietas animales antes de su utilizacion en
dietas humanas. A pesar de que la harina de la vaina del Prosopis spp es
ampliamente utilizada en la elaboracién de bebidas, dulces y substitutos del café, los

trabajos relacionados al estudio de los antinutrientes en la harina son muy escasos.

El Mezquite del Valle de Tehuacan perteneciente a la especie Prosopis laevigata, es
de gran importancia ecoldgica para la region, participa en la regeneracion de suelos y
retencidbn de agua, sin embargo, es subempleado como alimento para ganado y
desaprovechado como fuente potencial de alimento para el hombre. Por lo que es
importante caracterizar el contenido de factores antinutricionales de la harina integral
de Prosopis laevigata para proponerlo como una posible fuente alimentaria segura

para el hombre.




3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
v' Determinar la presencia de factores antinutricionales en harina integral de

Mezquite (Prosopis laevigata).

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

v Elaborar harina integral de Mezquite (Prosopis laevigata)

v' Determinar la presencia de alcaloides, saponinas, glucdsidos cianogénicos,
taninos, lectinas, inhibidores de proteasas y hemolisinas en Mezquite
(Prosopis laevigata)

v’ Caracterizar parcialmente a los alcaloides presentes en Mezquite (Prosopis

laevigata)




4 REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Leguminosas

Las leguminosas son un conjunto de especies vegetales pertenecientes a la familia
Leguminosae o también llamada Fabaceae, se diferencian de otras familias por su
morfologia caracteristica, en la cual las semillas estan contenidas en una vaina que
constituye el fruto o la legumbre. Existen aproximadamente 650 géneros y 20,000
especies de leguminosas, y su cultivo ocupa alrededor del 15% de la tierra agricola
mundial. Son reconocidas como la segunda fuente vegetal mas valiosa para la
nutricion humana y animal. Ademas juegan un papel importante en la agricultura
sostenible, ya que tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico a través de
simbiosis con las bacterias de género Rhizobium, por lo que pueden ser utilizadas
dentro de los sistemas agroforestales para la recuperacion o mantenimiento de la
fertilidad del suelo (Goyoaga, 2005; Lépez y col. 2008; Bhat y Karim, 2009; Del Angel
y col. 2013).

Las semillas de las leguminosas pueden ser divididas en dos grupos, de acuerdo a
su contenido lipidico: en oleaginosas y leguminosas secas. Las oleaginosas
contienen niveles del 20 al 50% de grasa, mientras que las legumbres secas o0

leguminosas presentan un contenido graso de entre 1y 7% (Goyoaga, 2005).

El valor nutritivo de las leguminosas se atribuye a que pueden ser buenas fuentes de
proteinas, hidratos de carbono, lipidos, minerales y vitaminas, siendo especialmente
importantes por su aporte en proteinas de alta calidad con un porcentaje variable de
entre el 18 y 40%. Se sabe que las proteinas de leguminosas presentan cantidades
adecuadas del aminoécido lisina, a diferencia de las proteinas de cereales que son
deficientes de éste, sin embargo las leguminosas son deficientes en los aminoacidos

azufrados metionina, cistina y cisteina (Igbal y col. 2005; Del Angel y col. 2013).

Por otra parte las leguminosas también aportan carbohidratos complejos,
especialmente almidén, y de la misma manera fibra. Las vitaminas aportadas por las

leguminosas son tiamina, niacina y acido félico, y por las oleaginosas las vitaminas A




y D. Mientras que los minerales aportados son potasio, calcio, fosforo, zinc, hierro y
magnesio. No obstante la composicion quimica de las leguminosas puede variar,
dependiendo del suelo y de las condiciones climaticas de su cultivo (Davila y col.
2003; Igbal y col. 2005)

A pesar de su importancia en la alimentacion, las leguminosas contienen una
variedad de factores antinutricionales en concentracion variable, que interfieren en la
disponibilidad de los nutrimentos lo que causa un efecto negativo en el valor
nutricional del alimento y en la salud de los consumidores (animales o humanos)
(Garcia 2004; Del Angel y col. 2013).

4.2 Factores antinutricionales

Los factores antinutricionales son compuestos quimicos que impiden la digestion, la
absorcién y la utilizacion de los nutrientes de algunos alimentos, especialmente de
semillas, producen efectos fisioldgicos y bioquimicos adversos en humanos y
animales pudiendo llegar a presentar toxicidad en algunos casos. Estas sustancias
pueden ser a) compuestos de reserva, como los a-galactésidos, sintetizados y
acumulados durante la maduracion de la semilla para ser utilizados a lo largo del
proceso germinativo, b) compuestos de defensa de la planta, como inhibidores de
proteasas, lectinas, taninos, alcaloides, glucésidos cianogénicos, saponinas, entre
otros frente al ataque de bacterias, virus, hongos y herbivoros, 6 ¢) compuestos
producidos en respuesta a condiciones de estrés (Garcia, 2004; Goyoaga, 2005;
Elizalde y col. 2009).

Bioquimicamente los factores antinutricionales constituyen un grupo de compuestos
de compleja clasificacion, pues estructuralmente pueden ser fenoles, proteinas,
anillos heterociclicos de naturaleza variada y glicésidos (Garcia, 2004). En funcion de
su comportamiento con aplicacion de calor se clasifican en factores termo-estables y
en factores termo-labiles. Los factores termo-estables incluyen a factores
antigénicos, oligosacaridos, aminoacidos no proteicos, saponinas, estrégenos,

cianégenos y fitatos, mientras que los factores termo-labiles son inhibidores de




proteasas, lectinas, goitrogenos y antivitaminas (Elizalde y col. 2009). Los principales
compuestos que se han caracterizado en diferentes sistemas vegetales incluyen a
los metabolitos secundarios, los inhibidores de enzimas digestivas, proteasas,

lectinas, polifenol oxidasas y otras proteinas de defensa (Ming-Shun, 2008).

4.2.1 Metabolitos secundarios

Una estrategia utilizada por las plantas contra estrés bidtico y abidtico es la
produccion de moléculas organicas que no parecen tener una funcion directa en
procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos
o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, estos compuestos organicos se
denominan metabolitos secundarios. Quimicamente son moléculas de bajo peso
molecular de gran importancia ecologica, ya que participan en los procesos de
adaptacién de las plantas a su ambiente, en el establecimiento de la simbiosis con
otros organismos y en la atraccidén de insectos polinizadores y dispersadores de las
semillas y frutos (Sepulveda-Jiménez y col. 2004; Avalos y Pérez-Urria, 2009).

A principios de este siglo se argumentaba que los metabolitos secundarios surgian
espontaneamente o0 mediante enzimas no especificas, actualmente se conocen
cerca de 85,000 metabolitos secundarios en las plantas y se sabe que estos son
derivados de las vias laterales a la producciéon de los metabolitos primarios,
particularmente de la fotosintesis como se muestra en la Figura 1. Las rutas
metabdlicas que producen metabolitos secundarios en las plantas son: la via del
shikimato, la via del acido maldnico, la via del acido mevaloénico y la via MEP (2C-
metil-D-eritrol-4-fosfato). Como consecuencia de una sintesis enzimatica especifica,
los productos finales casi siempre tienen distinta estereoquimica. A menudo estas
moléculas se parecen a sustratos enddgenos, hormonas 0 neurotransmisores y
pueden asi imitar la respuesta a su blanco molecular correspondiente (Wink, 2010;
Garcia y col. 2014).
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Figura 1. Biosintesis de los metabolitos secundarios. Abreviaturas: IPP, isopentenil
difosfato; DMAPP, dimetilalil fosfato; GAP, gliceraldehido-3-fosfato; NPAAs,
aminoacidos no proteicos; AcCoA, acetil coenzima A

Fuente: Wink, 2010

Una sintesis activa de metabolitos secundarios es inducida cuando las plantas son
expuestas a condiciones adversas, tales como, el consumo por herbivoros
(artropodos y vertebrados), el ataque por microorganismos (virus, bacterias y
hongos), la competencia entre diferentes especies de plantas (por el espacio de
suelo, luz y nutrientes) y la exposicion a radiacion, asi como otros tipos de estrés
abiético. En plantas anuales los metabolitos secundarios se encuentran
principalmente en flores, frutos y semillas, mientras que en especies perennes se
presentan mayormente en bulbos, raices, rizomas y en la corteza de raices y tallos
(Sepulveda-Jiménez y col. 2004; Wink, 2010).

——
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De acuerdo a su composicion quimica los metabolitos secundarios son clasificados
en dos grupos principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los que contienen
nitrogeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos
cianogénicos y glucosinolatos, mientras que los no nitrogenados son los terpenoides,
poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides (Sepulveda-Jiménez y col. 2004; Wink,
2010). Por otro lado Garcia y col. (2014) los clasifican en cuatro grupos principales:

terpenos, alcaloides, glicosidos y fenoles.

4.2.1 .1 Terpenos.

Los terpenos o terpenoides constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios, quimicamente son hidrocarburos que pertenecen a las familias de los
alquenos, alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y cetonas. Son insolubles en agua y
derivan de la unién de unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno). Cuando la
molécula contiene atomos de oxigeno se da preferencia al término terpenoide,
aunque ambas denominaciones son empleadas indistintamente (Avalos y Pérez-
Urria, 2009; Ormefio y Fernandez, 2012).

Se clasifican de acuerdo al niumero de unidades de isopreno presentes en su
estructura, teniendo asi monoterpenos (2 unidades de ispreno), sesquiterpenos (3
unidades de isopreno), diterpenos (4 unidades de isopreno), sesterterpenos (5
unidades de isopreno), triterpenos (6 unidades de isopreno), tetraterpenos (8
unidades de isopreno) y politerpenos (9 — 30,000 unidades de isopreno) (Avalos y
Pérez-Urria, 2009; Ormefio y Fernandez, 2012; Wink, 2010).

Se sintetizan a partir de las rutas del acido mevalonico y la ruta 2C-metil-D-eritrol-4-
fosfato (MEP). El isopreno en si no esta implicado en la biosintesis de terpenos como
una especie reactiva, pero se utiliza en forma de isopentenil y dimetilalil pirofosfato
(IPP y DMAP, respectivamente) (Figura 2a). Algunos ejemplos tipicos son mostrados
en la figura 2b El papel fisiolégico de estas moléculas es en respuesta ante
agresiones biédticas; de herbivoros o de patdgenos viricos, bacterianos o fungicos.

Los terpenos se localizan principalmente en hojas, flores y frutos, y en menor




cantidad en tallos, tronco y raices. Este grupo incluye hormonas como giberelinas y
acido abscisico, pigmentos carotenoides incluyendo carotenos y xantofilas, esteroles,
asi como derivados de los esteroles y aceites esenciales (Avalos y Pérez-Urria 2009;

Ormefio y Fernandez, 2012; Garcia y col. 2014).

OH ,
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Acido mevalénico Isopentil pirofosfato Dimetilalil pirofosfato
(IPP) (DMAP)

a) Biosintesis de IPP y DMPA

[e) =
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(monoterpeno) sesquiterpeno
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b) Ejemplos tipicos de terpenos

Figura 2. Terpenos: a) biosintesis de isopentenil pirofosfato (IPP) y dimetilalil
pirofosfato (DMAP), y b) ejemplos de terpenos
Fuente: Koskinen, 2012




4.2.1.2 Alcaloides.

La investigacion de la bioquimica de los alcaloides comenzé con el aislamiento de la
morfina en 1806, extraordinariamente la estructura de la morfina fue esclarecida
hasta 1952, debido a la complejidad estereoquimica de la molécula. Desde entonces,
tres principales avances técnicos han llevado al conocimiento de la formacion de
alcaloides; 1) en la década de los 50’s, la introduccion de precursores
radiomarcados; 2) en los 70’s, el uso de cultivos celulares como fuente de enzimas
biosintéticas; y 3) en los 90’s, técnicas moleculares que facilitan el aislamiento de
genes involucrados en su biosintesis. El término alcaloide (de alkaly y eidos), fue
propuesto por el quimico aleman Carl Friedrich Wilhem Meissner (1792-1853) en
1819, el cual se aplicé a los compuestos de origen vegetal con propiedades alcalinas
(Facchini, 2001; Arango, 2002).

Los alcaloides son un grupo diverso de compuestos de bajo peso molecular que
contienen nitrégeno formando parte de un heterociclo, en su forma basica son poco
solubles en agua, mientras que en forma de sal son hidrosolubles. Se han
encontrado en alrededor del 20% de las especies de las plantas teniendo una amplia
distribucion en la familia Leguminosae. Su funcion es actuar como barreras quimicas
contra herbivoros y fitopatégenos (bacterias, hongos y virus) o también como
reservorios de nitrogeno. El efecto téxico de los alcaloides radica en su capacidad
para bloquear neuroreceptores, intermediarios de la transduccién de sefiales
neuronales y canales ionicos de vertebrados e insectos. En humanos generan
respuestas fisiologicas, la mayoria de ellas consecuencia de su interaccién con
neurotransmisores. Por otro lado su efecto como inhibidores del crecimiento de
microorganismos patdégenos esta dado por su capacidad de intercalarse con el DNA,
detener la sintesis de proteinas, inducir apoptosis e inhibir las enzimas del
metabolismo de carbohidratos (Facchini, 2001; Garcia, 2004; Sepulveda-Jiménez y
col. 2004).
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La mayoria de alcaloides son biosintetizados a partir de los aminoacidos ornitina,
arginina, lisina, fenilalanina, tirosina o triptéfano, aunque también pueden derivar de
otros precursores. Los alcaloides comprenden aproximadamente unas 12,000
sustancias quimicas que se pueden agrupar a una gran variedad de constituyentes
quimicos, por lo que se han estructurado de acuerdo a su origen biogenético. En la
Figura 3 se presentan las principales rutas biosintéticas de los grupos de alcaloides
(Loyola-Vargas y col. 2004; Wink, 2010; Koleva y col. 2012).
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Figura 3. Ruta biosintética general de alcaloides.
Fuente: Wink, 2010

Los alcaloides derivados de ornitina y arginina son los alcaloides tropanicos y
pirrolizidinicos, mientras que los derivados de lisina son los alcaloides de piperidina,
piridina y los de quinolizidina. El triptéfano da lugar al grupo mas amplio
caracterizado por presentar un nucleo de tipo indol, incluye alcaloides indolicos, de

quinolina y de Ergot. La tirosina es precursor de los alcaloides bencilisoquinolinicos.
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En la tabla 1 se muestran los diferentes tipos de alcaloides, sus precursores, un

ejemplo y sus efectos en humanos.

Tabla 1. Alcaloides: precursores, caracteristicas, ejemplos y sus efectos en humanos.

Ornitinay Arginina

Lisina

Tipo de
alcaloide

Tropénicos

Pirrolizidini-
cos

Nicotina 'y
derivados

Piperidina 'y
piridina

Quinolizi-
dina

Caracteristicas

Mas de 200
estructuras
Principalmente
en familia
Solanaceae

Mas de 500
estructuras

Compuestos de
defensa quimica

Responsables
del sabor
picante de
especias y chile

Presentes en
Lupinus

Estructura
guimica (ejemplo)

Nucleo tropanico
(tropan-3a-ol)

HiC CO.Me

N{'T'__ 0COCgHs

Cocaina

Pirrolizidina
HO, CO,H

N
Retronecina

A

Nicotina
H
B
|
o~ CHs
N Nicotina
Sistema

heterociclico con
nitrégeno (CsN)

0 O
P

iperina o

Estudios limitados

| Lupanina

o

Efectos

Drogas anticolinérgicas y
alucinégenos.

Provocan sequedad de mucosas,
dilatacion de pupilas, fotofobia,
hiper o hipotension, arritmias,
nerviosismo, irritabilidad entre
otros

Son metabolicamente activados
en higado y pueden alquilar DNA
y proteinas conduciendo a
mutaciones e incluso cancer.
Intoxicacion aguda: dolor
abdominal, ascitis, nauseas,
vomito, diarrea y edema.

Actlan sobre receptores
nicotinicos colinérgicos.
Inducen incremento en
frecuencia cardiaca y presion
sanguinea, incremento de
catecolaminas en sangre, entre
otros.

Son irritantes y producen
sensacion de ardor

Bloquean receptores colinérgicos
nicotinicos y son antagonistas
débiles de receptores
colinérgicos muscarinicos
Neurol6gicamente producen
debilidad, mareos, midriasis,
malestar general, perdida de
coordinacion, entre otros
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Indélicos o
indolterpé-
nicos

Alcaloides

de quinolina

Triptéfano

Ergoticos

Benciliso-
quinolinicos

Tirosina

Cafeina,

y Teofilina

Otros
precursores

Mas de 3,000
estructuras
Derivados de
triptéfano y
del terpeno
iridoide
secologanina
También
derivan de
fenilalanina

Productos de
interaccion
simbidtica
entre hongos
y su planta
hospedera

Alrededor de
2,500
estructuras

Derivados de

Teobromina Xantosina

Nucleo tipo indol

T ‘-\»L l.’“\
N,

Ma0” ~F \H'H\;I’ \J-_H
o

H I
M om
Me06” e I\,l O
OMe L

Reserpina o.’"

Quinolina

e
|

H 7
HOW AN

MeD., N

0

T o

Quinina

Sistema
ergolinico
tetraciclico

WA LW

I__TErgometrina

HN-

Esqueleto 1-
benciltetrahidro-
isoquinolina

HO

O  cH,
H3C“r1,l N
Al
07N N
CH

Cafeina

Algunos alcaloides indolterpénicos
son usados como
anticancerigenos, antiarritmicos y
en el tratamiento de la malaria

La quinina se utiliza como farmaco
frente a Plasmodium vivax y otros
protozoos.

Son micotoxinas que actlian como
agonistas de monoaminas
afectando el sistema
cardiovascular, nervioso,
reproductivo e inmune.

Actividades farmacologicas
diversas como por ejemplo:
analgésicos, supresores de la
gota, bloqueadores
neuromusculares, antimicrobianos
y otros.

Cantidades mayores a 400mg/dia:
toxicidad general que incluye
temblor, problemas
gastrointestinales,
cardiovasculares, arritmias e
hipertension.

Elaboracion propia a partir de la informaciéon de diversas fuentes. (Facchini, 2001; Arango, 2002;
Loyola-Vargas y col. 2004; Martinez, 2007; Wink, 2010; De-la-Cruz y col. 2012; Finefield y col. 2012;
Koleva y col. 2012; Koskinen, 2012; O"Connor, 2012, Ballesteros y col. 2013).
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A altas dosis, casi todos los alcaloides son toxicos, no obstante a bajas dosis poseen
un alto valor terapéutico, por lo que son utilizados como productos farmacéuticos,
estimulantes, narcoticos y venenos. Originalmente se pensaba que los alcaloides
eran esencialmente productos vegetales, ahora se sabe que estos compuestos
también estdn presentes en microorganismos y animales. Algunos alcaloides
vegetales de uso clinico son por ejemplo, los analgésicos; morfina y codeina, los
agentes anticancerigenos; vinblastina y taxol, el supresor de la gota; colchicina, el
relajante  muscular; tubocurarina, el antiarritmico; ajmalina, el antibiotico;
sanguinarina y el sedante; escopolamina. Otros alcaloides vegetales de importancia
incluyen cafeina, nicotina, cocaina entre otros (Facchini, 2001; Avalos y Pérez-Urria,
2009).

No existe una sistematizacion de la nomenclatura de los alcaloides, generalmente
tiene terminacion “ina”. Algunos criterios para denominarlos son: a) de acuerdo a la
especie que los contiene, por ejemplo efedrina de Ephedra sp, b) de acuerdo al
nombre vulgar de la especie que lo produce, por ejemplo, ergotamina del Ergot de
cornezuelo de centeno (Claviceps purpurea), c) de acuerdo al género del cual se ha
obtenido, por ejemplo, papaverina de Papaver somniferum, d) de acuerdo a la
actividad farmacoldgica, por ejemplo, emetina con actividad farmacoldgica emética, y
e) raramente de acuerdo a algun investigador, por ejemplo, nicotina por el embajador

francés Jean Nicot que envio semillas de la planta de tabaco a Francia (Silva, 2010).

4.2.1.3 Glicosidos

El término glicésido hace referencia al enlace glicosidico que se forma entre
compuestos con grupos —OH, -NH y —SH que reaccionan con el —OH del carbono
anomeérico de un monosacarido, con pérdida de una molécula de agua. Los
glicosidos son metabolitos secundarios de las plantas, muchos de los cuales son
reconocidos como metabolitos activos o aleloquimicos que interactian con otras
plantas, microorganismos, insectos y animales. Siendo su actividad biol6gica
determinada usualmente por la estructura quimica de la aglicona, es decir, de la

porcion no glucidica de la molécula. Dentro de los glicosidos de importancia se
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encuentran a) las saponinas, compuestos solubles en agua que forman espuma al
agitarlos, b) glicésidos cardiotonicos, usados como farmacos o venenos, debido a su
efecto en el corazén, por ejemplo la digitalina utilizada para el tratamiento de la
hipertension, c) glucésidos cianogénicos, con funcion de defensa, liberando HCN al
ser hidrolizados y d) glucosilonatos, precursores de isotiocianatos (aceites de
mostaza), que al ser hidrolizados producen subproductos téxicos e inhibidores de
crecimiento (Majak, 2001; Garcia y col. 2014).

a) Saponinas

Son glicésidos que se encuentran ampliamente en las plantas, hasta el punto que
parecen ser ubicuas, sin embargo, s6lo un pequefio nimero de especies contienen
saponinas que son toxicas para los mamiferos El nombre “saponina” es derivado del
latin “sapo” el cual significa jabon, debido a que estas moléculas forman espuma
como el jabon cuando son agitadas en una solucién acuosa. Quimicamente estan
formadas por una aglicona o sapogenina de origen terpénico, esteroidal y/o
esteroidal alcaloide unidas a una porcidon glucida de una a cinco moléculas de
azucar, comunmente glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa y xilosa. La
combinacion de elementos estructurales polares y no polares en estas moléculas
explica su comportamiento como jabon en soluciones acuosas. Las saponinas tienen
un gran numero de propiedades, entre las que se incluyen dulzura y amargura,
propiedades espumante y emulsificante, farmacol6gica y medicinal, asi como
actividades hemolitica, antimicrobiana, insecticida y molusquicida (Majak, 2001,
Anaya, 2003; Vincken y col. 2007; Diaz; 2009).

Las saponinas, a menudo son subdivididas en dos clases principales: las saponinas
triterpenoides y las saponinas esteroidales. Separar triterpenos de los esteroides no
es facil, especialmente por su cercana relacion estructural, de manera que soélo
considerando la ruta biosintética es posible separar a los dos grupos. Se ha
propuesto que los triterpenoides derivan del 4cido mevalonico via escualeno. Las
saponinas esteroidales, incluyendo esteroidal alcaloides, no han sido estudiadas

extensivamente, sin embargo se cree que probablemente se forma el sistema del
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anillo esteroidal a partir de colesterol. En la figura 4 se muestra la estructura quimica
de una saponina esteroidal y una saponina triterpénica. (Wink, 2010)

‘ty,
ffo

Cadena

de azicar Cadena Q

Saponina esteroidal de azicar Saponina triterpénica

W
A

"CH,OH
Figura 4. Estructura quimica de saponinas: esteroidal y triterpénica.
Fuente: Wink, 2010.

Las saponinas esteroidales no son muy abundantes en la naturaleza, pero se
encuentran principalmente en monocotiledéneas, ademas son importantes materias
primas para la produccion comercial de hormonas esteroides. Las saponinas
triterpenoides son abundantes principalmente en dicotiledéneas. Por otro lado las
saponinas glicoalcaloides en determinadas concentraciones, son toxicas para
microorganismos, insectos, animales y humanos, por lo que su presencia en

alimentos se considera un factor antinutricional (Anaya, 2003; Diaz, 2009).

En general el efecto toxico de las saponinas se inicia por la interaccion con la
membrana de la mucosa, causando cambios de permeabilidad o pérdida de enzimas
unidas a la membrana, dificultando la asimilacién de nutrientes. Sin embargo la
actividad antinutricional de las saponinas es muy controvertida, ya que su diversidad
hace que los efectos en la nutricion sean muy variados. Pequefias concentraciones
de saponinas absorbidas en el intestino ejercen un efecto positivo al unirse al
colesterol del alimento e impedir su absorcién, ademas también se les han atribuido
propiedades antiinflamatorias y funcion protectora frente a cancer de estomago
(Majark, 2001; Goyoaga, 2005).
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b) Glucésidos cianogénicos
La cianogénesis y los glicésidos cianogénicos estan ampliamente distribuidos entre
las plantas, se han reportado en alrededor de 3,000 especies de plantas. Los
glucésidos cianogénicos son compuestos nitrogenados que no son toxicos por Si
mismos pero que liberan HCN cuando hay una agresion o traumatismo al tejido de la
planta cianogénica, por lo que son un importante factor ecologico en la defensa
contra herbivoros. Algunos glucosidos cianogénicos bien conocidos son la
amigdalina presente en almendras amargas, albaricoque, cereza o melocotén y la

durrina contenida en sorgo (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Wink, 2010).

Estructuralmente los glucdsidos cianogénicos son [(-glucosidos formados de o—
hidroxinitrilos estabilizados por glucosa, se conocen mas de 60 diferentes estructuras
de glucosidos cianogénicos. Las diferencias estructurales resultan de la variacién de
aglicona y de la glucosilacién adicional de la fraccion original de glucosa. Existen
ademas glucésidos cianogénicos que son moléculas incluso mas complejas, que
involucran formacion de ésteres con diferentes acidos organicos (Zagrobelny y col.
2008; Wink, 2010).

Los glucdsidos cianogénicos derivan de los aminodcidos alifaticos L-valina, L-
isoleucina y L-leucina, de los aminoacidos aromaticos L-fenilalanina y L-tirosina o del
aminoacido no proteico 2-(2'-ciclopentenil)-glicina. Con la excepcién de pocos
compuestos especiales, tal como acalifina (derivado del metabolismo del &cido
nicotinico) y trigloquina (derivado no aroméatico de tirosina) todos los glucdésidos
cianogénicos se convierten a uno de los seis grupos listados en la tabla 2
(Zagrobelny y col. 2008; Wink, 2010).
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Tabla 2. Glucésidos cianogénicos y sus precursores

Precursor
L-valina
,NHJ
CH3 CH
:CH COOH
CH;
L-isoleucina
NH;

CH3-CH3 cf‘l
LAY
{CH COOH
CH3

L-leucina

CH3 P
S

CH CH

s A

CH; CH COOH

NH;

2-(2’-ciclopentenil)-glicina
/NHI

X®
H COOH

L-fenilalanina

,NHI
CH
PN
CHz COOH

L-tirosina
,NH)
CH
LY
CH; COOH

HO

Fuente: Wink, 2010.

Estructura basica

Linamarina

CHy <N

D

AN
CH3y 0-Glucose

Lotaustralina
Epilotaustralina

CH3-CH; CN
<
CHz ©O-Glucose

Heterodendrina
Epiheterodendrina

CH;
£
e
CH3y 'CH™*
0-Glucose
Deldaclina

Tetrafillina A

$%%
O-Glucose

Prunasina
Sambunigrina

H\(/ CN

@ \O—Glucose

Durrina
Taxifillina

H _CN
hY C/'

@ “o-Glucose

HO

Derivados (ejemplos)

Linustatina

Neolinustatina

Proacacipetalina
Cardiospermina
Proacaciberina

Taraktofillina
Taraktofillin-6"-ramnosido
Ginocardina

Amigdalina
Holocallina
Prunasin-6’-malonato
Vicianina

Proteacina
Durrina-6’-glucésido
Nandinina

Los aminoacidos son convertidos en aglicona (a—hidroxinitrilo), gracias a una enzima

citocromo Passo, la aglicona es glicosilada gracias a una glicosiltransferasa. En la

figura 5a se muestra la biosintesis de los glucésidos cianogénicos (Zagrobelny y col.

2008: Wink, 2010).
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En la célula los glucésidos cianogénicos estan acumulados en vacuolas y estan, asi,
espacialmente separados de sus enzimas hidroliticas, ubicadas en apoplasma o en
cloroplastos. Cuando las células son agredidas pierden su integridad, entonces las
enzimas catabdlicas f—glucosidasas se mezclan con sus sustratos y la cianogénesis
postmortem es iniciada. Los glucosidos cianogénicos son escindidos por -
glucosidasas produciendo un a—hidroxinitrilo o cianohidrina y HCN (Figura 5b). El a—
hidroxinitrilo resultante es inestable y se disocia para producir un compuesto carbonil,

reaccion acelerada por una hidroxinitril liasa (Zagrobelny y col. 2008; Wink, 2010).

Casi todas las plantas usadas para la nutricion humana contienen glucésidos
cianogénicos y, asi, casi todas nuestras comidas contienen cianuro que surge de
glucésidos cianogénicos durante la preparacion del alimento. Sin embargo, la
concentracion del cianuro es usualmente pequefia, a menudo en el rango de partes
por billon (ppb). El cianuro ciertamente es toxico pero por baja concentracion en
nuestros alimentos no causan problemas serios, esto debido al eficiente sistema de
detoxificacion. En mamiferos, el cianuro es detoxificado en el higado por la enzima
rodanasa que cataliza la conversion del cianuro para producir tiocianato, algunas

veces llamado rodanida, el cual es excretado en orina (Figura 5c) (Wink, 2010).

R R Ry Glicosil- R:
MG ] Piso l Paso | transferasa
a) Anabolismo CH—C—R, =mmp HO—N==C—C—R, wjp N=mC—C—R, ====pp N==C—C—R,
HOOC |
H OH Q
L-aminoacido Aldoxima a—hidroxinitrilo |

L. Glucosa_ |
Glucosido cianogénico

R, r, @—hidroxinitril

B-glucosidasa ? liasa \
b) Catabolismo N=C—1|‘.—Fi. i N=c_(|-__ﬂ‘ —_— /{:Z() F = U(‘—\N —
0 OH 3] .
| o-hidroxinitrilo Cetocompuesto Acido
Glucosa . . -
Glucésido cianogénico cianhidrico
S Rodanasa
c) Detoxificacion = N = o+ 507 —_— SN+ 80y
N Tiosulfato Tiocianato Sulfito
Cianuro (rodanida)

Figura 5. Glucésidos cianogénicos: a) anabolismo, b) catabolismo y c) detoxificacion
en mamiferos

Fuente: Zagrobelny y col. 2008
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La aguda toxicidad del HCN es una consecuencia de su afinidad por diferentes
metales, tales como hierro o cobre y poder formar ciano-complejos, por lo que el
acido cianhidrico es un efectivo inhibidor de muchas metaloenzimas, especialmente
la citocromo oxidasa, enzima terminal de la respiracion celular, aunque también
muchos otros procesos pueden ser afectados. Fisioldgicamente, el envenenamiento
con HCN resulta en anoxia histotoxica con manifestaciones iniciales de hiperpnea,
seguida de disnea y crisis convulsivas. La dosis letal de cianuro para humanos es
considerada alrededor de 1mg por Kg de peso (Belmar y Nava, 2000; Majark, 2001;
Garcia, 2004; Wink 2010).

4.2.1.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides son compuestos esenciales
en la fisiologia de la planta, contribuyen en la morfologia de la planta (pigmentacion),
estan involucrados en el crecimiento y reproduccién, y ademas proveen a la planta
resistencia contra patdgenos y depredadores (Bravo, 1998). Quimicamente se trata
de compuestos que se caracterizan por tener en su estructura un anillo aromatico
con uno o mas hidroxilos que son capaces de unir y precipitar proteinas y otras
macromoléculas en soluciones acuosas. Es un grupo heterogéneo con mas de
10,000 compuestos, dentro de los que se encuentran los flavonoides, isoflavonoides,
cumestanos, lignanos y estilbenos (fenilpropanoides de doble simetria), estirilpironas
y cumarinas, lactonas del acido resorcilico, lignina y taninos (Salminen y Karonen,
2011; Garcia y col. 2014).

La principal ruta de la formacion de estos compuestos emplea a L-fenilalanina y en
menor medida a L-tirosina; las reacciones subsecuentes originan al acido cumarinico
y al 4-cumaronil CoA (producto central de la ruta fenilpropanoide) que da lugar a un
gran numero de diferentes productos naturales, tales como flavonoides, lignanos,
cumarinas taninos, ésteres de &cido hidroxicinamico y amidas, asi como también
monomeros de lignanos (Drago, 2007; Wink, 2010). Los fenilpropanoides simples y
los flavonoides tienen una amplia actividad antioxidante, también actian como

agentes quelantes de iones de hierro y cobre, asi como de radicales como el radical
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hidroxilo, y pueden reaccionar con moléculas como el &cido hipocloroso o nitroso
para producir compuestos con menor capacidad oxidativa (Sepulveda-Jiménez y col.
2004).

Taninos. El término tanino deriva de la palabra inglesa “tanning” (curtido),
originalmente usado para describir la sustancia de los extractos vegetales usados
para curtir cueros. Quimicamente son moléculas altamente hidroxiladas que tienen la
capacidad de formar complejos insolubles con carbohidratos, proteinas y otros
polimeros del alimento. Esta funcién de los taninos es responsable de la astringencia
en plantas ricas en taninos, debido a precipitacion de proteinas salivares (Bravo,
1998; Belmar y Nava, 2000).

Estructuralmente, los taninos se pueden dividir en dos principales grupos: taninos
condensados (0 proantocianidinas), que son de origen flavonoide y taninos
hidrolizables, que son definidos como ésteres de acido géalico con una fraccién poliol,
principalmente B-D-glucosa (Wink, 2010). Un tercer grupo de taninos son los
florotaninos, encontrados exclusivamente en organismos marinos como las algas
pardas, siendo estructuralmente quizas el grupo méas simple de los taninos. Los
taninos condensados son mas frecuentemente producidos por plantas dicotiledéneas
(Salminen y Karonen, 2011).

Los taninos condensados no son susceptibles a hidrolisis pero pueden ser
degradados oxidativamente en acidos fuertes para producir antocianidinas (Belmar y
Nava, 2000). Son oligbmeros solubles o polimeros insolubles de dos o mas flavan-3-
ol (usualmente catequina o epicatequina). Las unidades flavan-3-ol se polimerizan
mediante enlaces Carbono-Carbono en las posiciones 4 del heterociclo con el
carbono en la posicion 6 u 8 de la unidad adyacente. Dentro de los taninos
condensados hay diferentes subtipos que difieren en su estereoquimica y en el
patrén de hidroxilacion del grupo flavonoide. En la figura 6 se muestran las
estructuras de los monémeros comunes (a-f) y los poco frecuentes (g-I) que forman a

los taninos condensados, y un ejemplo de un tanino condensado polimérico (m). Los
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taninos condensados se acumulan en vacuolas, a menudo en las capas epidérmica o
subepidérmica de hojas y frutos. (Bravo, 1998; Isaza, 2007; Barbehenn y Constablel,
2011; Salminen y Karonen, 2011).

OH OH OH OH

OH oH
HO o = HO. o =
m mo H \C[)""WOH
g) Fisetina h) Epifisetina

oH a) Catequina b) Epicatequina
(Catecol) on OH OH

X Ci PG S
'OH ey
i) Robinetinidol j) Epirobinetinidol

OH C)Galocatequlna oH d)Epigalocatequina

H OH OH
@/ Wo o "N\Q/ o o N\\\©/

k) Guibourtinidol 1) Epiguibpurtinidol

OH e)Afzequuma OH f) Epiafzelequina

OH
OH
HO o0
o R
OH

OH
m) Un tanino polimérico

condensado
R constituido por 83 unidades
81 monomeéricas
OH [R= OH o H]

Figura 6. Taninos condensados

Fuente Salminen y Karonen (2011).

Por otra parte los taninos hidrolizables son facilmente transformados por acidos o
enzimas. Derivan su parte fendlica de la via del acido shiguimico que se transforma
en acido galico el precursor de este grupo. Los taninos hidrolizables pueden ser
subdivididos en tres clases; derivados del acido galico simple, gallotaninos y

elagitaninos. Los derivados de &cido galico simple contienen cinco 0 menos grupos
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galoil y son comunmente esterificados con glucosa o 4cido quinico. Los gallotaninos
se caracterizan por tener uno o mas grupos digaloil. Los elagitaninos se caracterizan
por producir acido elagico tras la hidrolisis del grupo hexahidroxidifenico (HHDP). En
la figura 7 se presenta la estructura quimica de un derivado de &cido galico simple
(a), un gallotanino (b), y un elagitanino (Belmar y Nava, 2000; Isaza, 2007; Salminen

y Karonen, 2011).
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a) Derivado simple de b) Gallotanino
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c¢) Elagitanino

Figura 7. Taninos hidrolizables

Fuente Salminen y Karonen (2011).
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4.2.2 Factores antinutricionales de naturaleza proteica

La defensa de las plantas esta dividida en defensa constructiva o preexistente y
defensa inducible, la primera esta expresada como caracteristica normal del
desarrollo de la planta, mientras que la segunda se activa al contacto con un
organismo patdogeno o plaga. Existe un gran ndmero de proteinas que han sido
descritas como mecanismos de defensa de las plantas. Las proteinas protectoras
pueden ser divididas en dos grandes grupos basados en sus patrones de expresion:
el primero es el constitutivo y el segundo es un sistema inducible, aunque hay una

considerable sobreposicion entre ellas (Blanco-Labra y Aguirre, 2002).

En el grupo de las proteinas constitutivas o tejido-especificas su expresion no esta
relacionada a la infeccion o dafio, y ademas pueden estar restringidas a érganos,
tejidos o tipos de células especificas. Estas particularmente se encuentran
diseminadas en semillas y otros tejidos de almacenamiento donde su presencia
podria cumplir diferentes funciones, tales como, fuente de aminoacidos, funciones de
defensa y crecimiento, asi como también en la germinacién y en diferentes etapas
del desarrollo de las plantas. Un ejemplo de proteinas constitutivas son las lectinas,
mientras que los inhibidores de enzimas hidroliticas, principalmente de proteasas y
de amilasas, son proteinas protectoras que ademdas de ser constitutivas tejido
especificas, se pueden clasificar también como proteinas inducibles (Blanco-Labra y
Aguirre, 2002; de Souza y col. 2009).

4.2.2.1 Lectinas

En 1919 James B. Summer cristaliz6 la Concavalina A, una proteina aislada de
semillas de la leguminosa Canavalina, pero fue hasta 1936 cuando Summer y Howell
reportaron que la Concavalina A aglutinaba células como eritrocitos, levaduras y
también precipitaba soluciones de glicogeno, observando que la hemaglutinacién era
inhibida por la sacarosa, introduciendo el término lectina, del latin “legere” que
significa escoger. Las lectinas son un grupo de proteinas o glicoproteinas de origen
no inmune que poseen al menos un dominio no catalitico que se une a

monosacaridos u oligosacéaridos especifica y reversiblemente, ademas también
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precipitan algunos polisacéridos y glicoproteinas de manera especifica. Las lectinas
pueden reconocer hasta dos de diez carbohidratos diferentes de manera especifica,
tales como D-glucosa, D-manosa, D-fucosa, D-xilosa, D-galactosa, D-glucosamina,
D-galactosamina, N-acetil D-glucosamina, N-acetil galactosamina y el acido acetil
acido neuraminico (Van Driessche y col. 2000; De Hoff y col. 2009; Torres, 2010;
Vazquez-Lunay col. 2012).

Las lectinas son encontradas en células, membranas y secretomas de organismos
de todos los reinos de la naturaleza. Algunas lectinas presentes en plantas y frutas
pueden aglutinar eritrocitos de diferentes grupos sanguineos, por lo que también se
les conoce como fito-hemaglutininas, estas se encuentran en diversas plantas
comestibles, particularmente en semillas y tubérculos, asi como en cereales y en

hojas, cascara y pulpas de frutas (De Hoff y col. 2009; Vazquez-Luna y col. 2012).

Las fitohemaglutininas de la familia de las leguminosas han sido las mas estudiadas,
ya que las semillas de la mayor parte de las leguminosas son ricas en lectinas,
representando un grupo de proteinas muy conservadas y homologas. Las lectinas
constituyen entre el 2 al 10% del total de las proteinas y se encuentran en mayor
concentracion en las semillas y tejidos de almacenamiento, principalmente en los
cuerpos proteicos de las células de los cotiledones y en menor cantidad en hojas,
raices y tallos (De Hoff y col. 2009; Van Driessche y col. 2000; Torres, 2010).

Las lectinas vegetales son sintetizadas como propéptidos con una secuencia sefial.
Antes de su introduccion en el lumen del reticulo endoplasmico rugoso y su retencién
dentro del aparato de Golgi, varias etapas del proceso se llevan a cabo, incluyendo la
escision del péptido sefal y la adicion de oligosacaridos a la cadena polipeptidica a
residuos especificos de asparagina. Se cree que la glicolisacion sirve para mediar el
destino u objetivo final de la lectina. La mayoria de las lectinas de leguminosas
contienen un N-glicano, pero algunas, como la Concavalina A no contiene ningun
carbohidrato asociado covalentemente (De Hoff y col. 2009; Vazquez-Luna y col.
2012).
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Las lectinas de leguminosas exhiben un patron de plegamiento similar, muestran una
conservacion estructural tridimensional, consisten de 2 a 4 subunidades de entre 25-
30 kDa. Cada una de las subunidades contiene un sitio de unién para iones
metalicos Ca?* Mn?* y Mg?". Una subunidad contiene aproximadamente 250
aminoécidos y presenta una gran homologia con las otras subunidades. Esta
constituida por hojas B antiparalelas conectadas entre si mediante a—hélices, lo que
genera una estructura aplanada en forma de domo, cuatro hélices localizados en la
parte superior del monémero forman el sitio de reconocimiento a carbohidratos. En la
figura 8a se muestra una lectina con estructura homotetramérica de la leguminosa
Lotus tetragonolobus, un ejemplo de una lectina altamente conservada, el sitio
inusual de unién al carbohidrato (distal del cofactor) es potencialmente influenciado

por el arreglo tetramérico de los mondmeros (De Hoff y col. 2009; Torres, 2010).

Figura 8. Lectina de laleguminosa Lotus tetragonolobus
Fuente: De Hoff y col. 2009

Las lectinas no desempeiian solo una funcion fisiolégica, ya que dentro de la misma
planta pueden cumplir diferentes funciones de acuerdo al tejido en que se
encuentren; en la semilla como proteina de reserva, en la raiz parecen estar
involucradas en la nodulacion simbidtica con bacterias pertenecientes al género

Rhizobium, en tallo y hojas pueden inmovilizar bacterias patégenas y de ésta manera
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impedir su diseminacion, ademas de formar parte del mecanismo de resistencia de
las plantas contra hongos, insectos y eventualmente contra roedores (Van Driessche
y col. 2000).

El efecto in vitro de las lectinas consiste en combinarse con las glicoproteinas de las
membranas de los eritrocitos las cuales aglutinan, mientras que su accion in vivo
radica en su alta especificidad para reconocer carbohidratos; su principal efecto es
que se adhieren a los carbohidratos sobre la superficie del intestino delgado y
causan dafios en la pared intestinal, afectando la absorcion y transporte de
nutrimentos. La union de las lectinas a la mucosa intestinal produce un cambio en la
actividad de las enzimas digestivas, una hipersecreciéon de proteina endégena debido
a la descamaciéon de células dafiadas, un aumento en la produccién de mucinas y
una peéerdida de proteinas del plasma en el lumen intestinal; ademas, existe la
posibilidad que algunas bacterias puedan encontrar una ruta de ingreso al sistema
circulatorio debido al dafio infligido en la mucosa intestinal (Elizalde y col. 2009).

La orientacion de las lineas antiparalelas de las hojas B les proporcionan una
estructura rigida y fuerte que puede explicar la extrema resistencia de las lectinas de
las leguminosas al ataque proteolitico enzimatico por lo que son resistentes a la
digestién por enzimas de los mamiferos y sobreviven al paso a través del tracto
digestivo. Sin embargo debido a su naturaleza proteica, las lectinas son inactivadas
bajo condiciones de calor debido a la desnaturalizacion irreversible, ya que son

termo-labiles (Torres, 2010).

Algunas aplicaciones comunes y usos productivos de las lectinas por su unién a
carbohidratos especificos han sido la separacion de células por medio de
aglutinacion selectiva, identificacion de serotipos sanguineos, preparacion de la
médula Gsea vy tipos celulares de tejido mamifero para trasplante, identificacion de
células madre in vitro y estimulacion mitogena (Van Driessche y col. 2000; De Hoff y
col. 2009).

27

——
| —



4.2.2.2 Inhibidores de proteasas

Los inhibidores de proteasas son compuestos termo-labiles de naturaleza proteica
que alteran la digestion de las proteinas, inhibiendo la accién de las enzimas
digestivas que hidrolizan las proteinas de la dieta. En las plantas se concentran
principalmente en semillas, tubérculos, raices y hojas. La mayoria de los inhibidores
son especificos para serin endopeptidasas, como la tripsina, quimotripsina y
elastasa, y otras enzimas con especificidad similar. El papel de los inhibidores es la
regulacion de actividades proteoliticas no deseadas, ademas de su funcion asociada
a mecanismos de defensa contra la infeccion por patégenos. Los inhibidores de
proteasas encontrados en las plantas contienen altos porcentajes de cisteina
formando puentes disulfuro (Gomez y col. 1998; Blanco-Labra y Aguirre, 2002;
Alonso y col. 2008; Elizalde y col. 2009).

Su mecanismo de accién es el mecanismo estandar, es decir, la asociacion enzima-
inhibidor es llevada a cabo a través de la interaccién del sitio reactivo del inhibidor
con el sitio activo de la enzima, similar a la del complejo enzima-sustrato. Se forma
un complejo proteasa-inhibidor no covalente y estable, en el cual no ocurren cambios
conformacionales en la molécula del inhibidor (Blanco-Labra y Aguirre, 2002; Alonso
y col. 2008).

Existen inhibidores formados por una sola unidad inhibitoria, capaces de actuar
frente a una 0 mas proteasas gracias a la presencia de mas de un dominio en su
estructura. Estos compuestos pueden inhibir simultanea o independientemente, o no,
a una misma o distintas enzimas, a través de diferentes sitios reactivos. Los
inhibidores multicabezas, generalmente multidominios, pueden ser el resultado de
asociaciones no covalentes de varias cadenas polipeptidicas, cada una con un sitio
reactivo, capaz de inhibir la misma enzima o enzimas diferentes de una misma clase
mecanistica. Un ejemplo son los inhibidores de la familia Bowman-Birk (Figura 9),
aislados de semillas de plantas de leguminosas, que consisten en dos secuencias
homologas unidas por puentes disulfuro, cada una con un sitio reactivo (Alonso y col.
2008).
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Los inhibidores de proteasas difieren en términos de masa, contenido de cisteinas y
namero de sitios activos. Los inhibidores de proteasas estudiados se han clasificado

en familias de acuerdo a sus caracteristicas como se muestra en la tabla 3 (Blanco-

Labra y Aguirre, 2002; de Souza y col. 2009).

Tabla 3. Familias de los inhibidores de proteasas

Familia Mondémero Enzimas inhibidas Distribucién
kDa Cisteinas
Bowman-Birk 8-9(14) 14(18) Tripsina Leguminosas
Quimotripsina Gramineas
Elastasa
Kunitz 21-22 4 Tripsina Leguminosas
Quimotripsina Gramineas
Subtilisina Araceas
Kalikreina Alismataceas
Amilasa
Papa | 8-9 0-2 Quimotripsina Solanaceas
Tripsina Gramineas
Subtilisina Leguminosas
Poligonaceas
Cucurbitaceas
Papa Il 6(12) 8 Tripsina Solanaceas
Quimotripsina
Cucurbitas 3 6 Tripsina Cucurbitaceas
Factor Hageman
Superfamilia 12-13 10 Amilasa Gramineas
cereales Tripsina Cruciferas
Factor Hageman Euforbiaceas
Lecitidaceas
Leguminosas
Ragi Al2/cebada 12-13 7-8 Amilasa Gramineas
arroz (LTP) ¢ Proteasa?
Carboxi-peptidasa 4 6 Carboxipeptidasa Solanaceas
Tipo Cistatina 12 0 Cistein proteasa Gramineas
Animales

Fuente: Blanco-Labra y Aguirre. 2002.
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Figura 9. Inhibidor de proteasas de la familia Bowman-Birk
Fuente: Alonso y col. 2008

El efecto antinutricional es debido a un mecanismo de retroalimentacién negativo,
que se activa ante la presencia de proteinas de la dieta en el estobmago, y la
simultanea inactivacion de proteasas, con lo que se provoca la liberacion de la
colecistoquinina (CCK), una hormona de la mucosa intestinal que estimula a las
células acinares del pancreas para liberar mas tripsina y otras enzimas como
quimotripsina, elastasa y amilasa. Asi, ademas de la subutilizacion de la proteina
dietética, el resultado neto es la pérdida de proteina enddgena rica en aminoacidos
azufrados y la consecuente depresion del crecimiento (Belmar y Nava, 2000). En
biotecnologia se han utilizado para obtener variedades de plantas mas resistentes a

las plagas y enfermedades (Alonso y col. 2008).

4.2.2.3 Hemolisinas

La actividad hemolitica puede ser atribuida a dos compuestos: las saponinas y las
hemolisinas. Las saponinas tienen la propiedad de producir lisis como consecuencia
de la capacidad que poseen para alterar la permeabilidad de las membranas
celulares y producir la ruptura de los glébulos rojos. Mientras que las hemolisinas,
proteinas de bajo peso molecular, producen lisis por la capacidad que poseen para
formar pequefas lesiones de la membrana celular de los eritrocitos causando su

destruccion (Hernandez y Farifias, 2005).
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4.2.3 Otros factores antinutricionales

Los factores antigénicos son macromoléculas que luego de ser absorbidas son
reconocidas por el sistema inmunoldgico como extrafias produciendo una respuesta
de tipo humoral, pudiendo ser los responsables de alergias alimenticias, junto con
una reduccion de la digestibilidad aparente de la proteina, anomalias en el
movimiento intestinal, disminucion de la absorcion de nutrientes, predisposicion a
diarreas y ocasionalmente muerte. Estos factores se caracterizan por su resistencia a
la desnaturalizacion por procedimientos térmicos convencionales, y al ataque

enzimatico que tiene lugar en el sistema digestivo (Elizalde y col. 2009).

Los a-galactosidos u oligosacéridos pertenecen a la familia de la rafinosa: rafinosa,
estaquiosa, verbascosa y ajucosa, que se encuentran dentro del grupo de los
oligosacaridos de galactosil sacarosa. Son compuestos de reserva presentes en
cantidades variables en érganos vegetativos y en semillas de numerosas plantas,
incluidas las leguminosas. El consumo de estos factores provoca flatulencia, diarrea,
retortijones e incomodidad, debido a la accion de la microflora anaerdbica sobre los
oligosacaridos. La falta de la enzima a-galactosidasa en los animales monogastricos
(cerdos, aves, humanos) provoca que estos azUcares pasen indigeridos hacia el
intestino grueso donde son degradados por la accion de las bacterias a-
galactosidasas, la fermentacion de estos compuestos resulta en la produccion de
gases como dioxido de carbono, hidrogeno, metano y otros. Sin embargo algunos
estudios sugieren que los a-oligosacaridos en cantidades apropiadas son
ingredientes funcionales, ya que poseen propiedades prebioticas; producen acidos
de cadena corta (AGCC) propionato y butirato, disminuyen el pH por lo que actian
como fibra dietética; disminuyen colesterol e indice glicémico, asi como el riesgo de
padecer cancer de colon (Belmar y Nava, 2000; Goyoaga, 2005; Elizalde y col.
2009).

Los aminoacidos no proteicos tOXicos son compuestos toxicos capaces de proteger a
la planta contra predadores y enfermedades, e impartirle la habilidad de competir por

recursos con otras plantas. En aminoacidos proteicos, el grupo amino esta unido al
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carbono alfa (a-C), en aminoacidos no proteicos el grupo amino puede estar unido al
carbono beta (B-C), o al carbono gamma (y-C) (Wink, 2010). La presencia de
aminoécidos no proteicos toxicos es una caracteristica de las leguminosas. La
mayoria de las veces estos compuestos presentan analogia estructural con
aminoéacidos indispensables o con sus derivados neurotransmisores presentes en el
sistema nervioso central, provocando efectos adversos que van desde la reduccion
en la utilizacion de alimento y los nutrientes, hasta profundos desérdenes

neurolégicos e incluso la muerte (Belmar y Nava, 2000).

El &cido fitico constituye la principal forma de reserva de fosfato inorganico y mio-
inositol de la semilla. Con la activacion de las fitasas preexistentes y la sintesis de
fitasas de novo, puede hidrolizarse el mio-inositol hexaquisfosfato para obtener el
fosfato inorganico necesario para el crecimiento de la planta, y mio-inositol utilizado
in situ para la sintesis de la pared celular (Goyoaga, 2005). El interés desde el punto
de vista nutricional es su capacidad de formar complejos con minerales esenciales
como Cu?*, Co?*, Zn?*, Fe?*/Fe®*, Mn?*, Ca?* y Mn?* disminuyendo su absorcion
intestinal y su biodisponiblidad. Ademas también interacciona con residuos basicos
de proteinas formando complejos proteina-fitato y proteina-fitatomineral, paralizando

reacciones enzimaticas a nivel digestivo (Elizalde y col. 2009).
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4.3 Prosopis laevigata

El nombre de Prosopis viene del griego antiguo de la palabra "Prosopis”, que
significa “corteza que se utiliza para el curtido de pieles de ovejas". Este particular
tipo de arbol se conoce en México como "mezquite”, la palabra "mizquitl" viene del
nahuatl lengua materna y también significa "corteza para curtido". Prosopis es un
arbol leguminoso presente principalmente en regiones é&ridas y semi-aridas del
mundo. En América se encuentra en dos importantes centros de desarrollo ubicados
en América del Norte (México-Texas) y América del Sur (Argentina-Paraguay-Chile-
Brasil), con 42 géneros distribuidos desde los Estados Unidos hasta la Patagonia
(Carrillo-Parra, 2007; Andrade-Montemayor y col. 2011).

En México hay alrededor de 4 millones de hectareas de Prosopis spp distribuidas
principalmente en zonas aridas y semi-aridas del pais, que incluye las siguientes
especies: P. glandulosa, P. juliflora, P. velutina, P. pubescens, P. reptans, P.
articulata, P. tamaulipana, P. palmeri y P. laevigata. Los mezquites constituyen parte
importante de la flora nacional, alcanzando inclusive caracter predominante en
ciertas regiones; han estado ligados con la vida del campesino mexicano desde
tiempos remotos. Prosopis laevigata es el mezquite tipico del centro de México, es
especialmente importante en algunas localidades de Guerrero, Querétaro, Estado de
México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Veracruz, Nuevo
Ledn, Aguascalientes, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco y Zacatecas. (Carrillo-
Parra, 2007; Andrade y col. 2011; Rodriguez y col. 2014).

Tabla 4. Clasificacion taxondmica del mezquite (Prosopis laevigata)
Clasificacién taxonémica

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas)
Subclase Rosidae

Orden Fabales

Familia Fabaceae

Género Prosopis

Especie laevigata

Fuente: Rodriguez y col. 2014
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La clasificacion taxondmica de Prosopis laevigata es mostrada en la tabla 4.
Prosopis laevigata es un arbol lefiloso a veces hasta de 12 m de altura, aunque
generalmente menor, tronco de hasta 1 m de diametro, corteza gruesa color café-
negruzco, copa mas ancha que alta, ramas glabras o pilosas (armadas de espinas
estipulares de 1-4 cm de largo), hojas bipinnadas (con 12 a 25 pares de foliolos
oblongos o lineares, que miden de 5 a 10 mm de largo), flores dispuestas en espigas
densas (5-10 cm de largo) de color amarillo-verdoso y raices de hasta mas de 50 m
de profundidad y hasta 15 m en sus laterales. El fruto es una vaina que mide de 7-20
cm de largo por 8-15 mm de ancho de color paja o a veces rojizo violaceo, con forma
alargada, recta o arqueada, plana o cilindrica y en la madurez contiene de 12 a 20
semillas oblongas, comprimidas de 8 a 10 mm de largo, de color blanco-amarillento.
En la figura 11 se muestran las caracteristicas de Prosopis laevigata (Palacios, 2006;

Reséndez y col. 2013; Rodriguez y col. 2014).

Figura 11. Prosopis laevigata, a) pinna, b) foliolo, c) fruto o legumbre, d) semilla

Fuente: Palacios, 2006.
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Entre los usos comunes se encuentran a) maderable, su madera es dura y
resistente, se utiliza para fabricar muebles, mangos de herramientas, utensilios de
cocina, juguetes, artesanias y como materiales de construccion de viviendas en
zonas rurales, b) combustible, es utilizado como recurso lefioso o como carbén por
excelencia en comunidades rurales de zonas aridas y semiaridas, c) forraje, utilizado
como alimento para diversos tipos de ganado estabulado, porcino, caprino, y en
menor medida a caballos, asnos y mulas, d) goma, producida por heridas de la
corteza, la calidad de esta se ha comparado con goma arabiga comercial (de Acacia
senegal) utilizada principalmente como estabilizador de emulsidon, protector de
coloides y agente encapsulador de sabores en comida, cosmética e industrias
farmacéuticas y petroquimicas, y €) otros usos; como alimento humano, las vainas se
consumen en forma de harinas o de bebidas fermentadas, la corteza por su alto
contenido de taninos ha sido utilizada en curtiduria y también es cocida utilizandola
como planta medicinal (curar vomito, disenteria, afecciones en los 0jos y servir como
purgante). Asimismo el mezquite es de gran importancia ecoldgica, ya que fija el
nitrogeno atmosférico, mejora la fertilidad del suelo, favorece el crecimiento de
matorrales, actia como planta nodriza de numerosas especies vegetales y animales,
proporciona alimento y refugio a la fauna silvestre, ademas actia como indicador de
profundidad del manto freatico y controla la erosion (Carrillo-Parra, 2007; Valenzuela-

Nufiez y col. 2013; Rodriguez y col. 2014).

Barba y col. (2006) argumentan que el uso industrial del mezquite es practicamente
inexistente, ya que crece en las regiones donde el uso de la vegetacion natural esta
restringido; la explotacién y el conocimiento de la germinacion, la siembra, el cultivo,
la proteccion, la floracion, la maduracion y la cosecha estan limitados. Por otro lado
Gonzalez y col. (2008) consideran los frutos de Prosopis spp. como importantes
recursos alimenticios para humanos y animales en regiones aridas y semiaridas del
mundo, con un contenido de proteinas entre 11 y 17 g/100 g de materia seca
teniendo como aminodcidos limitantes tirosina y metionina/cistina y de 13 a 34 g/100

g de materia seca de carbohidratos, siendo el principal azlicar la sacarosa.
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4.4 Harina de mezquite

Tradicionalmente, las vainas de mezquite se utilizan para preparar harina, que se
utiliza para hacer productos horneados, o se fermenta para producir bebidas
alcohdlicas. El contenido de amino&cidos en harina de mezquite muestra un buen
equilibrio como el recomendado para adultos y nifios por dia por la FAO, los
aminoacidos esenciales, tales como la histidina, treonina, triptéfano, valina y

fenilalanina estan presentes en cantidades suficientes (Barba y col. 2006).
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biolégico

Vainas de mezquite (Prosopis laevigata) en buen estado libres de plagas, obtenidas

en el Valle de Tehuacan, Puebla.

6.2 Material y equipo de laboratorio

Material de laboratorio: material vidrio y reactivos de grado analitico los necesarios

para cada determinacion.

Tabla 5. Equipos y sus caracteristicas especificas, utilizados en la determinacion de

factores antinutricionales de harina integral de mezquite (Prosopis laevigata).

Equipo

Balanza analitica
Estufa de incubacion
Destilador Kjeldahl
Bafio Maria
Centrifuga refrigerada
Espectrofotbmetro
Termostato
Centrifuga
Centrifuga
Refrigerador

Parrilla de agitacion

Vortex

Caracteristicas

Marca

Othaus

Aparatos de laboratorio BG

Prendo

AquaBath

IEC Centra
PerkinElmer
Cole-Parmer

Solbat

Eppendorf

Torrey

Barnstead International

Vortexmixer

38

Modelo

PA313
E-41

DEK 01
V-120
CL3R
Lambda 25
Polystat
J-40

5804

R16
SP131325

Finevortex
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6.3 Métodos

Tabla 6. Métodos y referencias para la determinacion de factores antinutricionales de

harina integral de mezquite (Prosopi