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INTRODUCCION

Existen muchos informes que han descrito el problema de
la malnutricién, la cual prevalece en Centro América, especial-
mente entre los infantes y nifios de edad pre-escolar, indican-
dose repetidas veces que la carestia de fuentes de proteina de
buena calidad es un importante factor epidemiolégico. En estos
informes se ha indicado que en el caso de nifios menores de 2
anos, el consumo de frijol es relativamente bajo; sin embargo,
reciben hasta 100 gr. de caldo de frijol por dia.

Las semillas de las leguminosas, particularmente las del
frijol (Phaseolus vulgaris) son una fuente muy importante de
proteinas en las dietas de la poblacion de América Latina (34,
36). Los frijoles ocupan el segundo lugar entre los alimentos
mas comunes e importantes de las zonas rurales y urbanas de
América Central (15, 21, 22, 23) proporcionando del 20 al 309 -
de la proteina de la dieta, siguiéndole al maiz (22), y contribu-
yendo hasta con el 17% de la ingesta promedio caldrica.

Estudios dietéticos en El Salvador y en Guatemala, han
demostrado que la variedad mas comunmente usada es la de
color negro, mientras que en Honduras es de color rojo. L.a ma-
yoria de las familias consumen diariamente frijoles en los tres
tiempos de comida, los que preparan en forma de sopa a la que
agregan alguin vegetal, tal como flor u hojas de pito o quilete
(Erythrina berteroana, Urban), ayote tierno (Cucurbita pepo,
linn), cebolla y ajo. Se calcula que la ingesta diaria de esta legu-
minosa, es de 40 a 80 gramos por persona, La ingesta de frijoles
tanto en el area rural como en la urbana alcanza niveles méis
0 menos similares (22).

Asimismo las leguminosas son también de gran importan-
cia como alimento en muchas otras partes del mundo y resulta
sorprendente que ain asi los estudios sobre el valor nutritivo
de las variedades de Phaseolus vulgaris sean escasos. Sin em-
bargo, en los ultimos afios se le ha dado mas atenciéon a este
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producto agricola como un alimento que puede proporcionar
mayor cantidad de proteina y complementar la proteina de los
cereales.

Varios investigadores han informado sobre el contenido de
aminodcidos de semillas leguminosas y estos estudios asi como
otros de cardcter biolégico, han indicado con bastante claridad
que la proteina total del frijol es deficiente en el aminoacido
esencial metionina, su valor proteico es bajo, con indices de efi-
ciencia proteica que varia entre 0.71 a 1.35% con una digestibi-
lidad de aproximadamente 60%. Sin embargo, se ha demostra-
do que la proteina del frijol suplementa adecuadamente a la de
los cereales (34) y que el agregado de metionina mejora su
calidad proteica significativamente.

Las proteinas individuales de las semillas leguminosas
fueron estudiadas por primera vez en 1894 por Osborne (33),
quien aislé una llamada faselina y tres conocidas como faseo-
lina. La faselina es una proteina soluble en sales. Las tres clases
de faseolinas se caracterizan las primeras por ser solubles en
solucion salina, las del segundo grupo por ser insolubles en
solucién salina y solubles en solucién alcalina y las del tercero
por ser insolubles en solucién salina o alcalina. Muchos otios
investigadores, han realizado estudios similares ya sea con el
fin de identificar las proteinas del frijol o aislar compuestos
toxicos de este grano. Sin embargo, no se conoce ningin estudio
en el cual se haya tratado de conocer si existe variacion en la
concentracion de las diferentes proteinas del frijol en diferen-
tes variedades. Asimismo, existen pocos estudios en los cuales
se haya tratado de conocer la composiciéon de aminoacidos de
cada aislado proteico y de su valor nutritivo.

Esto ultimo se considera de mucho interés por varias ra-
zones. En primer lugar las semillas leguminosas contienen
compuestos toxicos como los inhibidores de la tripsina y las
hemaglutinas que se encuentran ligadas a proteinas. Es esta
la razén por la cual es necesario cocinarlas antes del consumo.
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En segundo lugar, la digestibilidad de la proteina del frijol es
baja, pero no se conoce cual de las proteinas es la de poca di-
gestibilidad o si es proteina. Finalmente es de creer que no todas
las proteinas del frijol son deficientes en metionina. Es pues
de sumo interés préctico conocer cual de ellas es la responsable
da cada uno de los tres aspectos presentados. Ademés de esto
los frijoles contienen factores que causan gases intestinales.
Aunque existen excelentes estudios al respecto, es conveniente
conocer si alguna de las proteinas es responsable de este efecto.
En vista del gran potencial que tienen las semillas leguminosas
en aumentar la cantidad de alimentos para consumo humano y
de proporcionar mayor cantidad de proteina, se consider6 de
interés estudiar la variacién en el contenido de nitrégeno total
del grano de Phaseolus vulgaris, asi como determinar si existen
selecciones con concentraciones mas altas de metionina que las
comunes. Obviamente, selecciones de frijol con mayor cantidad
de proteina y de metionina serian un mejor suplemento a las
dietas de cereales de nuestras poblaciones.

Ademas se realizaron varios estudios de caricter prelimi-
nar sobre la extraccién y fraccionamiento de las proteinas del
frijol, con el propésito de poder identificar las proteinas que
contribuyen mas a la proteina total de la semilla y aquellos
que son deficientes en los aminoacidos azufrados, asi como las
proteinas resistentes a la accion enzimatica del aparato diges-
tivo dando como resultado factores de digestibilidad bajos, ca-
racteristica de las semillas leguminosas, en especial Phaseolus
vulgaris.
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II REVISION DE LITERATURA

A.— Contenido de Proteina y otros Compuestos Nitrogenados
en Semillas de Leguminosas

Una gran porcién de los diversos componentes orgéanicos
presentes en las semillas secas y maduras del frijol (Phaseolus
vulgaris) consiste en substancias tales como proteinas, amino-
dcidos libres y amidas (34, 35). Sin embargo, la mayor parte de
estos compuestos nitrogenados estd formada por las proteinas,
habiendo muy poca informacién sobre los otros compuestos ni-
trogenados de las semillas leguminosas (34). El contenido de
nitrogeno de las especies de frijoles que crecen y se cultivan
en la América Latina, ha sido informado como de 3.18% por
Cravioto y colaboradores en México (17). Para los paises de
Centro Ameérica, varios investigadores indicaron que el frijol
contiene un promedio de 3.94% de nitrégeno (2, 12, 13, 14), valo-
res similares informados también por otros investigadores para
esta leguminosa (25, 26). Otras semillas leguminosas estudiadas,
como el cowpea (Vigna sinensis) (13, 18) y el gandul (Cajanus
cajan) (8) contienen al igual que el frijol, cantidades similares
de nitrégeno. Informes de varios investigadores de algunos
paises de la América del Sur, también indican que el frijol con-
tiene alrededor de 4% de proteina (25, 26, 27).

De estos estudios se llega a la conclusién que las diferentes
especies de leguminosas comestibles poseen un contenido muy
similar de proteina cruda total, existiendo algunas que se
desvian del rango de 18-229%, de proteina.

Ciertos autores (34) han indicado que el contenido de pro-
teina puede llegar hasta 30%. Ademas de la proteina, las semi-
llas leguminosas contienen otros compuestos nitrogenados
Bhagrat y Screenivasaya (6) informaron que 10 a 559, del ni-
trogeno total de semillas leguminosas se encontraba en una
forma dializable no precipitada por sulfato de amonio. Ellos
consideraron que esta fraccion podria consistir de peptidos
sencillos y compuestos intermedios entre los peptidos y las
proteinas. Swaminathan (43) informé que el nitrégeno no pro-
teico de semillas leguminosas varia entre 2.9 a 13.4%. Parace por
consiguiente que 90% o mas de los constituyentes nitrogenados
en leguminosas son proteinas o derivados proteicos capaces de
ser utilizados como proteinas.

B.— Efecto de Variedad y Ambiente sobre el Contenido de
Proteina, Aminoacidos de las Semillas Leguminosas

Se han realizado relativamente pocos estudios referentes al
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efecto del suelo y ambiente, asi como de los fertilizantes, sobre
el contenido de proteina del frijol. Tandon y colaboradores (44)
informaron en un estudio con 25 variedades cultivadas en dos
diferentes localidades en Guatemala, que la proteina varié entre
20.1 a 27.9%, siendo esta influenciada por la localidad. Efectos
importantes de localidad sobre el contenido de proteina han
sido informados por otros investigadores (12, 31), sin embargo,
el nimero es limitado y no indican cual de los varios factores
que forman el medio ambiental es el de mas importancia. Exis-
ten algunos estudios sobre el efecto de la aplicaciéon de fertili-
zantes sobre el contenido de proteina del frijol y otras semillas
leguminosas similares (44).

Scharrer y Schieber (39) informaron que los niveles de
diferentes fertilizantes aumentan los rendimientos y cantidad
total de proteina por unidad de area, pero no tienen efecto sobre
el contenido relativo de proteina cruda.

Los resultados de varios investigadores (13, 18, 29, 31, 34)
indican que con toda probabilidad la especie de la leguminosa
tiene mas influencia sobre el contenido de proteina que la loca-
lidad y fertilizantes. Sin embargo, no puede llegarse a conclu-
siones definitivas ya que no existen suficientes estudios en este
problema, lo cual deberia de investigarse mas.

Con respecto al contenido de aminoacidos, los estudios rea-
lizados por Tandon y colaboradores (44) demostraron que el
contenido de triptofano variaba significativamente entre 25
variedades de frijol (Phaseolus vulgaris) la cual era debido a la
composicion genética y localidad. También indicaron que la
fertilidad del suelo alteraba significativamente el rendimiento
pero no el contenido de nitrégeno o de los aminoacidos metio-
nina, lisina y triptofano. En un estudio reciente Kakade y
Evans (29) no reportaron diferencias mayores en contenido de
aminodcidos de 5 variedades de frijol.

Como en el caso de proteina total, se ha informado mayor
variacion en el contenido de aminodcidos entre especies de le-
guminosas que 'entre variedades de la misma especie. Esta
variacién ha sido encontrada para la mayor parte de los amino-
acidos con la posible excepcion de metionina (13, 18, 29, 31).
Otros 1nvest1gad0res (39, 44) han indicado que la Tocalidad
afecta mas el contenido de aminoacidos que la variedad, el afo
o el tiempo de siembra.

C.—Valor Nutritivo de la Proteina de las Semillas Leguminosas

Un namero relativamente grande de semillas leguminosas
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han sido analizadas por su contenido de aminoacidos (34). Las
caracteristicas principales de las proteinas de las semillas legu-
minosas es que son muy deficientes en el aminoacido metionina
y luego en triptofano (3, 25, 34, 40). En ciertas semillas legu-
minosas, aparentemente el triptofano es el mas limitante (8).
Sin embargo, todas las semillas de esta naturaleza son marca-
damente deficientes en metionina (34).

El coeficiente de digestibilidad de la proteina de las legu-
minosas varia ampliamente, entre valores de 51 hasta cifras de
92% (27, 34). También se ha informado sobre variaciones gran-
des entre muestras de la misma variedad o especie (34).
Asimismo, se ha indicado que ni la coccién ni cualquier otro
tratamiento con calor, por ejemplo, coccién bajo presién, no
mejoran el coeficiente de digestibilidad de la proteina de las
leguminosas (11, 34).

Grandes variaciones también se han informado sobre el
valor biol6gico de la proteina de semillas leguminosas (34) ha-
biendo valores tan bajos como 32% hasta valores relativamente
altos de 78%. Como en el caso del coeficiente de digestibilidad,
varios autores han informado diferentes valores biolégicos para
la misma variedad de frijol (27, 34), a pesar de que la ingesta
de proteina bajo la cual el valor biolégico se ha determinado ha
variado entre 9 a 12% en la dieta. Basu y colaboradores (4, 5)
han estudiado el valor biolégico de una semilla leguminosa a
niveles de proteina de 5, 10 y 15% y reportaron una disminucién
conforme el nivel proteico de la dieta aumentaba.

Esto sin embargo, no significa mayor cosa, ya que es comin
encontrar que a mayor nivel de proteina en la dieta es menor el
valor biolégico de la misma.

El indice de eficiencia proteica, otro modo de representar
el valor biolégico, es en general sumamente bajo en compa-
racion con la proteina de la leche de vaca o de huevo entero (34).
En algunos informes se ha indicado que algunas leguminosas
son incapaces de producir crecimiento en ratas joévenes, por
ejemplo, la semilla Lablab niger y algunas de Phaseolus vulga-
ris (6, 43).

Varios investigadores han estudiado el efecto de proce-
samiento sobre el valor nutritivo de la proteina del frijol. Los
resultados de estos estudios han indicado que este tratamiento
tiene un pequeno efecto en aumentar el valor proteico y el cre-
cimiento de los animales, no por haberse aumentado el valor
biolégico si no mas bien porque el calor destruye los inhibidores
de tripsina, presentes en la mayor parte de las semillas legu-

— 929 __



minosas (7, 8, 11, 32, 37, 40). El uso de coccién con presiéon ha
resultado en mejoras en el valor nutritivo de la proteina y
varios investigadores han informado que el tiempo 6ptimo de
coccién a 15 libras de presioén varia entre 10 a 25 minutos. Al
prolongarse la coccion puede destruirse el valor nutritivo a
causa de pérdidas en ciertos aminoacidos (11, 29a).

Ya que la metionina es el aminoacido limitante en la pro-
teina del frijol, muchos trabajos indican que la adicién de ese
aminoicido se traduce en un aumento significativo en el valor
proteico (34). Jaffé (25, 26) indic6 que en tres muestras de Pha-
seolus vulgaris y en otras 10 leguminosas, el aminoicido
esencial que limitaba el crecimiento en ratas jévenes fue la
metionina. La adicién de este aminodcido produjo un aumento
en el valor biolégico pero no en el coeficiente de digestibilidad
de la proteina. Por lo general, las cantidades de metionina
agregada han variado de 0.1 a 0.6% (11, 25, 40) y en todos los
casos la respuesta ha sido en un mejoramiento del indice de
eficiencia proteica y valor biolégico. En unos trabajos reali-
zados por Braham y colaboradores (8) el triptofano mejoré el
indice de eficiencia proteica del gandul, pero la adicién de me-
tionina con triptofano resulté mejor ain en términos del valor
nutritivo de la proteina de esa semilla leguminosa.

Debido a que la proteina de las semillas leguminosas con-
tiene cantidades relativamente altas de lisina (34), aminoacido
que se encuentra en deficiencia en los cereales, ya que estos
contienen més metionina que las leguminosas, existe una com-
plementacién entre las proteinas de estos dos alimentos, que
da una proteina de mejor valor nutritivo. Varios investigadores
han demostrado por ejemplo, que mezclas de proteina de cereal
y de proteina de leguminosa en la relacién 7:3, tienen un valor
proteico superior que las proteinas individuales (34). En otros
trabajos se ha encontrado que la combinacién mejor bajo el
punto de vista de calidad proteica, entre maiz y frijol, es de
72 g. de maiz y 28 de frijol (10) y entre arroz y frijol, cuando
el arroz aporta 60% y el frijol el 409 de la proteina de la
dieta (9).

D.— Extraccion y Fraccionamiento de Proteinas del Frijol

Ritthausen (38) y Osborne (33) emplearon soluciones de
cloruro de sodio para extraer las proteinas de frijoles secos, y
parte de la proteina extraida fué precipitada por diluciones o
por medio de saturaciéon de la solucién con proteina con sulfato
de amonio. Segiin Osborne (33), 85% de la proteina del frijol
es albumina y 63% es globulina. Mas tarde Waterman, Johns
y Jones (45), separaron las proteinas extraidas con cloruro de
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sodio por medio de la precipitacién fraccionada con sulfato de
amonio en tres proteinas que denominaron faselina, faseolina
y confaseolina. Otros investigadores, como Smith, Earle y Wolff
(4) y Powrie (35) han realizado estudios no muy extensos
sobre las caracteristicas de solubilidad de las proteinas de fri-
joles secos. Relativamente hace poco, Evans y Kerr (20) in-
formaron sobre la extraccién y la precipitacién de varios cons-
tituyentes nitrogenados de frijoles secos. Estos autores infor-
maron que el uso de HCl a pH 1.5 extrajo la mayor cantidad
de nitrégeno, asi como la extracciéon con hidroxido de sodio a
un pH mayor de 7.0 y solucién de cloruro de sodio en concen-
tracion de 1 al 8%. Soluciones con un pH de 3.8 extrajeron las
menores cantidades de proteina. Las proteinas extraidas con
una soluciéon al 2% de cloruro de sodio y precipitadas por medio
de didlisis contenian 14.63% de nitrogeno. Esta proteina puesta
en columnas de DEAE celulosa se separéd en cuatro componen-
tes.

Powrie (35) informé sobre la extraccion de los compuestos
nitrogenados del frijol con varios solventes. Indic6 que con 4
extracciones sucesivas con 70% EIOH o con 70% EIOH con
acetato de sodio pudo extraer 10.40 y 11.47% del nitrogeno del
frijol. Por el contrario, con tres extracciones sucesivas con so-
Jucion de cloruro de sodio, alrededor del 74% del nitrégeno
total fue extraido. El autor también informé que solventes al-
calinos permiten la extraccién 6ptima de constituyentes nitro-
genados.

E. — Factores Toxicos del Frijol

Recientemente, Liener (32) public6 una revisién sobre los
factores téxicos presentes en semillas leguminosas comestibles
y manera como estos factores pueden ser eliminados. Entre
éstos, el mejor sistema ha sido por medio de la coccidn.

El efecto de la coccién a presién por varios periodos sobre
el valor nutritivo de la proteina de los frijoles negros (Pha-
seolus vulgaris) fue estudiada por anilisis quimicos y métodos
microbiolégicos en los cambios en metionina y contenido de
lisina y valina, también por la determinacién de grupos libres
de E-amino lisina y estudios biolégicos en ratas.

El resultado indica que la coccién por 10 a 30 minutos y a
15 libras de presién fue 6ptimo. La coccién en olla abierta povr
4 horas fue encontrada buena como la coccién a presiéon por
un periodo de 10 a 30 minutos. Las concentraciones de lisina
metionina y valina no cambian por la coccién. Por otro lado el
contenido de grupos libres de E-amino lisina disminuyen cuando
aumenta el tiempo de coccion.
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Chattopadhyay y Banerjje (16) encontraron que aun la
germinacion no influenci6 la cantidad de inhibidor de tripsina
en 5 legumbres examinadas por ellos; hubo una mejora en el
valor bioldgico de las tres legumbres ‘alrededor del 10 al 20%
pero no tiene efecto en las otras dos. Se cree que el inhibidor
de la tripsina en las legumbres no influye en el valor nutritivo
de los alimentos (34).

Los frijoles autoclaveados por 15 minutos a 121° C fueron
mas completamente digestibles, mientras que los autoclaveados
por 4 horas fueron pobremente digestibles debido a la destruec-
cién de ciertos aminoacidos, por lo tanto baja el valor biolégico
y la digestibilidad. El tratamiento de calor no mejora la diges-
tibilidad de los frijoles con pepsina. Lo que indica que el efecto
beneficioso del calor en los frijoles puede ser debido a la des-
truccién de los inhibidores de la tripsina y el efecto adverso de
un calentamiento prolongado a la reaccién de grupos libres
amino con carbohidratos u otras substancias para formar
uniones resistentes a la hidrolisis enzimatica.

Ciertos aminoacidos nombrados isoleucina, leucina, treoni-
na, triptofano y valina aumentaron después de autoclavear los
frijoles por 5 minutos. Mientras que la arginina, lisina y me-
tionina, disminuyeron después de autoclavear por 4 horas. Ei
coeficiente de digestibilidad de las proteinas de las legumbres
varia en gran parte, oscilando los valores entre 51 a 929, (34).

III MATERIALES Y METODOS
A.— Extraccion y Fraccionamiento de las Proteinas del Frijol

Para llevar a cabo los experimentos en esta parte del tra-
bajo de tesis, se utilizé la variedad de frijol negro conocida con
el nombre de S19N desarrollada en Turrialba por la IICA. Este
frijol fué cultivado en noviembre de 1966, en la Finca Experi-
mental San Antonio Pachali del INCAP, situada a una altura
de 5000 pies sobre el nivel del mar. El frijol S19N contiene
3.609 de nitrégeno.

1. — Solubilidad del Nitrogeno en Diferentes Solventes

Para estos estudios se utilizaron muestras de 5.00 g. de
frijol previamente molido finamente (60 mesh) las cuales
fueron extraidas por una hora con 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 50 ml.
de agua. Después de la extraccion por medio de agitacion, cada
muestra fué centrifugada por 15-20 minutos a 3500 rpm, reco-
lectando el residuo y el extracto. El residuo fué deshidratado
por medio de calor y luego pesado y el volumen del extracto
medido. Luego se analizaron por su contenido de nitrégeno.
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Cada extraccién y sus respectivos analisis fueron hechos en
duplicado. El mismo procedimiento fué utilizado para conocer
la solubilidad del nitrégeno del frijol en 70% aleohol Etilico,
5% KC1y 2% NaOH.

2. — Efecto del Nuimero de Extracciones Sobre la Cantidad
de Nitrogeno Extraido

E]l método aqui empleado consistio en extraer 5.00 g. de
frijol molido cuatro veces con 25 cc. de solucion al 2% de hi-
droxido de sodio como se indico previamente. Otra muestra fué
extraida cuatro veces con 30 cc. de una soluciéon al 5% de KC1
y la otra muestra diferente con 20 cc. de agua. De esta manera
se obtuvieron cuatro extractos y un residuo, los cuales fueron
analizados por su contenido de nitrégeno individualmente.

3.— Fraccionamiento del Nitrogeno por Medio de Extrac-
ciones Combinadas de Diferentes Solventes

Para estos experimentos se tomaron en duplicado mues-
tras de 5 g. de frijol molido a 60 mallas y fueron puestos en
frascos de centrifuga de 200 cc. de capacidad. El material fué
luego extraido con agua, cloruro de potasio e hidréxido de sodio,
en tres diferentes secuencias, usando el residuo de la extraccion
previa para la extraccion siguiente. La extraccién y manejo
del extracto y residuos fueron iguales a los ya descritos. Las
tres secuencias fueron las siguientes: primero: agua, cloruro
de potasio e hidréxido de sodio; segundo: cloruro de potasio,
hidr6oxido de sodio y agua; y tercero: hidréxido de sodio, agua
y cloruro de potasio.

Las cantidades de solvente utilizados fueron los que en el
estudio anterior dieron las mejores extracciones. Kl volumen
de cada extraccion fué medido y el residuo final deshidratado
para ser analizado por su contenido de nitrégeno.

4. — Relacion entre el pH de la Solucion y el Nitrogeno en
Solucion

Para esta parte del estudio se emplearon en duplicado 20 g.
de frijol molido, el cual fué extraido 5 veces por una hora cada
vez con 80 cc. de 0.2% NaOH. Los extractos se reunieron y el
volumen total fué medido. El residuo se deshidrat6 y analizd
por su contenido de nitrégeno.

Del volumen total colectado se tomaron 10 alicuotas de
25 cc. cada una y se ajusto el pH a 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 y 2.
El material fué luego centrifugado y el sobrenadante medido
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y analizado por su contenido de nitrégeno. De esta manera se
pudo medir el pH en el cual la solubilidad de la proteina era
la minima.

5. — Fraccionamiento del Nitrogeno Extraido con 0.29
NaOH

En esta parte del trabajo se usaron 20 g. de frijol negro
molido a 60 mesh y se extrajo tres veces por una hora con 80 cc.
de 0.2% NaOH cada vez. Se recolectaron los extractos y se les
determind el nitrégeno. El extracto fué luego ajustado a pH 4
con el potencidmetro de Beckman usando una solucién 6N de
HC1. El precipitado se separé del sobrenadante por centrifu-
gacion y luego fué lavado con agua a pH 4. El sobrenadante y
los lavados fueron unidos y analizados por su contenido de ni-
trogeno. Esta fraccién se le llamé soluble en acido. El precipi-
tado fué luego lavado dos veces con 30 cc. de agua destilada. Se
recolectaron los extractos y fueron analizados por su contenido
de nitrogeno. Este material se le llamé nitrégeno soluble en
agua. El residuo fué luego tratado dos veces con 30 cc. de una
solucion al 5% de KC1 cada vez. El extracto fué llamado nitré-
geno soluble en sales y el residuo nitrégeno soluble en solucién
alcalina. Un esquema de este método se presenta en la Figura
No. 1.

B.— Contenido de Nitrégeno, Metionina, Cistina y de Lisina
en Selecciones de Frijol

Para determinar la distribucién de nitrégeno en selecciones
de frijol se obtuvieron 268 muestras de distintos colores y de
diferente procedencia, Guatemala, Honduras y Nicaragua. El
nitréogeno fué analizado por el método Kjeldahl (1). De estas
variedades, 127 fueron analizadas por su contenido de metio-
nina, cistina y lisina usando métodos microbiolégicos con el
Leuconostoc misenteroides P-60 y medios Difco (42).

1V. RESULTADOS

A.— Extraccion del Nitrogeno del Frijol con Diferentes
Solventes Individuales

1.—Agua

El Cuadro No. 1 resume los resultados de los estudios en los
cuales se determiné la cantidad de nitrégeno extraida con agua
como Unico solvente. Los resultados indican que cantidades si-
milares de nitrégeno fueron extraidas con 10 a 30 cc. de agua.
En un segundo estudio se prob6 hasta con 50 cc. de agua para
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5 g. de frijol, sin embargo, no hubo ningiin aumento en extrac-
cion, mas bien los valores fueron menores. En vista de ésto, se
decidié usar para extracciones posteriores 20 cc. de agua para
5.0 g. de frijol.

2. — Solucion al 59, KC1

Los resultados se presentan en el Cuadro No. 2. Con este
solvente se pudo extraer hasta el 58% de nitrégeno usando
40 cc. para 5.0 g. de frijol. Sin embargo, una mayor cantidad
del solvente extrajo una cantidad similar a la indicada y los
porcentajes extraidos con 30 y 25 cc. para 5 g. de frijol fueron
ligeramente inferiores. Para los propésitos de experimentos
posteriores se escogié como el nivel mas conveniente, el volumen
de 30 cc. de solucion al 5% de KC1.

3. — Solucion Acuosa al 709, de Alcohol Etilico

El Cuadro No. 3 presenta los resultados con este solvente.
En este caso la mayor cantidad extraida fué de 10% con 40 ce.
de solvente para 5 g. de frijol. Ya que las cantidades extraidas
fueron muy pequenas se decidié no utilizar este solvente en
estudios de fraccionamiento realizados posteriormente.

4. — Solucion 0.29% de Hidréxido de Sodio

Los resultados de esta parte del estudio se presentan en
el Cuadro No. 4. Se puede notar que 25 a 50 cc. de solvente para
5.0 g. de frijol extrajeron de 72.5 a 73.0% del nitr6geno. Can-
tidades menores de solvente resultaron en menores extraccio-
nes, siendo la mas baja cuando se utiliz6 10 cc. para 5.0 g. de
frijol. La cantidad mas favorable de solucion de hidréoxido de
sodio al 0.2% es posiblemente 25 cc. para 5.0 g. de frijol.

5. — Efecto de varias Extracciones con el mismo Solvente
Sobre el Nitrogeno Solubilizado

El Cuadro No. 5 resume los resultados de este experimento.
Es interesante notar que el mejor solvente es la solucion de
0.2% de hidréxido de sodio, luego la solucién salina al 5% de
KCl1 y por ultimo el agua, que en este caso did extracciones me-
nores que las obtenidas en estudios anteriores. También es de
interés, que la cantidad de nitrégeno extraido disminuye ya
desde la segunda extracciéon con el mismo solvente, siendo su-
mamente pequefia con la cuarta extraccién. El nitrégeno no
extraido fué mayor en el caso del agua y menor con el uso de
0.2% NaOH.
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B. — Extraccion del Nitrogeno del Frijol con Solventes Usados
en Secuencia

1.— Agua - 5% KC1 - 0.29% NaOH

El Cuadro No. 6 resume los datos recabados en estos expe-
rimentos. Puede notarse que el agua extrajo 39.6% del nitrége-
no, el cloruro de potasio el 30% y el hidréxido de sodio alrededor
del 10%, habiendo 14% aproximadamente que no fué extraido.
La cantidad de nitrégeno extraida con agua fué similar a la obte-
nida en la segunda serie de extracciones con agua presentados
en el Cuadro No. 1. Sin embargo, las soluciones de 5% KC1 y
0.2% NaOH extrajeron cantidades menores que cuando estos
solventes se emplearon individualmente.

2. — 5% KC1 - 0.29, NaOH - Agua

El Cuadro No. 7 resume los resultados de este experimento.
En este estudio, la solucién al 5% de KC1 extrajo 58.5% del
nitrégeno del frijol, mientras que el hidréxido de sodio extrajo
aproximadamente el 11% y el agua solamente el 3%. Como en
el estudio anterior 14% del nitrégeno no fué extraido. El clo-
ruro de potasio en este estudio extrajo cantidades similares de
nitrégeno que cuando fué utilizado s6lo como solvente segin
datos del Cuadro No. 2.

3.—0.29% NaOH - 5% KC1 - Agua

En el Cuadro No. 8 se presentan los datos obtenidos en
este experimento. El uso del hidréxido de sodio extrajo alrede-
dor del 60% del nitrogeno, cifra un poco inferior a la obtenida
en estudios previos. El cloruro de potasio extrajo 9% y el agua
3% del nitrogeno total del frijol. Como en los dos casos ante-
riores 14% del nitrégeno no fué solubilizado.

C.— Efecto del pH Sobre el Nitrogeno en Solucion

El Cuadro No. 9 muestra los valores de dos determinacio-
nes asi como el promedio de ellas, el cual también se muestra
en la grafica No. 2. Estas presentan los datos sobre el punto
isoeléctrico de las proteinas del frijol extraidas con la solucidon
0.2% de hidréxido de sodio. Se puede notar muy pequefios
cambios entre el pH alcalino de 11.40 y el acido de 6.0, sin em-
bargo al reducir el pH a 5.0 y a 4.0 se produjo una precipitacion
casi completa del nitrégeno en forma de proteina para luego
aumentar ligeramente en pH menos de 4.0.
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D. — Fraccionamiento del Nitrogeno Extraido con Solucion
0.29, NaOH

El Cuadro No. 10 presenta los resultados de dos estudios
en los cuales se traté de hacer uso de los datos obtenidos en los
experimentos anteriores con ‘el fin de poder fraccionar las
proteinas del frijol extraidas con solucién al 0.2% de hidréxido
de sodio. A pesar de que existen diferencias entre los dos ex-
perimentos, se puede indicar que las fracciones principales fue-
ron la soluble en 4lcali, luego la soluble en acido, la soluble en sal
y por ultimo una pequefia fraccién soluble en agua. De 20 g. de
frijol se obtuvo 3.0 g. de proteina con un contenido de nitrégeno
de aproximadamente 10%, indicando todavia la presencia de
impurezas. En estos estudios las recuperaciones de nitrogeno
fueron muy inferiores a las obtenidas en estudios previos.

E.— Contenido de Nitrogeno, Metionina, Cistina y Lisina en

Selecciones de Frijol

El Cuadro No. 11 presenta los datos sobre el contenido de
nitrogeno en 268 selecciones de frijol. El promedio entre todas
las muestras fué de 3.40%, con un valor maximo de 4.52 y un
valor minimo de 2.699%,. El Cuadro No. 13 muestra la distribu-
cién del contenido de nitrégeno en las 268 muestras, en donde
se puede notar que 54 muestras contenian 3.34% de nitrégeno
y 131 muestras mostraron un contenido superior de nitrégeno.

El Cuadro No. 12 resume el contenido de metionina, cistina
y lisina en 129 muestras de las 268 que fueron analizadas por
el contenido de nitrégeno. El promedio de metionina fué de
0.183 /100 g. mientras que el de cistina de 0.133%. El valor
maximo de metionina fué de 0.355 con sélo una muestra, vy el
minimo de 0.087%. En el caso de cistina, el valor maximo y
minimo fué de 0.208 y 0.075% respectivamente. En cuanto a
lisina, el valor maximo fué de 2.39 y el minimo de 0.809% con un
promedio de 1.51%.

El Cuadro No. 13 muestra la distribucion de los tres ami-
noacidos estudiados. Como se puede notar, el contenido de me-
tionina presenta una distribucién mas amplia que la de cistina
y la de lisina, habiendo aparentemente menos variacion en estos
dos aminoicidos.
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FIGURA No. 1

ESQUEMA DE LA EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO
DE LA PROTEINA DEL FRIJOL
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Figura No. 2

EFECTO DEL pH SOBRE LA SOLUBILIDAD DE LA
PROTEINA EXTRAIDA DEL FRIJOL
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CUADRO No.1

EXTRACCION DEL NITROGENO DEL
FRIJOL CON AGUA!

MI. de Nitrégeno Nitrégeno Nitrégeno Nitrégeno
Extraccién Solvente  en Extracto(2) en Residuo Extraide Extrafdo -+ Recuperacion
No. (Agua) g. g %o | Residuo g. %
1 10 0.092 0.073 50.9 0.165 91.7
2 15 0.093 0.092 51.6 0.185 102.3
3 20 0.087 0.105 48.1 0.192 106.7
4 25 0.104 0.094 57.6 0.198 110.0
5 30 0.107 0.087 59.7 0.19¢ 107.%
1 30 0.074 0.109 41.1 0.183 101.7
2 40 0.079 0.132 43.9 0.211 117.2
3 50 0.077 0.106 42.8 0.183 101.7

(1) Gramos de frijo! extraido: 5.00; equivalente a 0.180 g. de
Nitrogeno.

(2) Cada extraccion se realiz6 en duplicado.
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CUADRO No.2

EXTRACCION DEL NITROGENO DEL FRIJOL CON
SOLUCION AL 5% KC1

MI. de Nitrégeno Nitrégeno Nitrégeno Nitrégeno
Extraccion Sofvente en Extracto(2)  en Residuo Extraido Extraido -+ Recuperacién

No. (29% KCI) g- g. %o Residuo g. %

1 10 0.053 0.108 29.4 0.161 89.4
2 15 0.072 0.095 40.0 0.167 92.8
3 20 0.088 0.079 48.9 0.167 92.8
4 25 0.094 0.086 52.2 0.180 100.0
5 30 0.095 0.088 52.8 0.183 101.7
6 40 0.105 0.077 58.3 0.182 101.1
7 50 0.103 0.075 57.2 0.178 98.9

