REDUCCION DE FACTORES ANTINUTRICIONALES DE LA SEMILLA DE VITABOSA
(Mucuna deeringiana) MEDIANTE PROCESOS FISICO-QUIMICOS

ANTINUTRIENTS REDUCTION OF VITABOSA SEEDS (Mucuna deeringiana) WITH PHYSICOCHEMICAL
PROCESSES
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Resumen. Se determind el efecto de varios métodos de
procesamiento domeéstico (hidratacion, tostado y germinacion)
sobre el contenido de cuatro factores antinutricionales (L-Dopa,
fenoles totales, taninos e inhibidores de tripsina) presentes en
la Mucuna deeringiana. Ademds, se evaluo el impacto de
algunos de los procedimientos sobre la composicion proximal de
la semilla. El tostado durante 60 minutos, y la hidratacion seguida
por coccion ocasionan el mayor descenso en la concentracion de
L-Dopa y de los fenoles totales. Asi mismo, los tratamientos con
disoluciones bdsicas (hidroxido de calcio o bicarbonato de sodio)
fueron los procesos mas efectivos en la reduccion de taninos. Los
niveles de inhibidores de tripsina disminuyeron significativamente
después de someter las semillas a hidratacion y coccion en agua
0 a remojo en disolucion de hidroxido de calcio. De otro lado, no
se observaron diferencias apreciables en la composicion proximal
entre las semillas crudas y procesadas. Estos resultados indican
que algunas sustancias antimetabdlicas presentes en la vitabosa
se logran reducir con procesos sencillos y eficaces que podrian
ser usados por los cultivadores, sin necesidad de utilizar equipos
sofisticados, a fin de aprovechar esta leguminosa como fuente de
proteina.

Palabras claves: Mucuna deeringiana, L-Dopa, vitabosa, factores
antinutricionales.

Abstract. The effect of several processing methods (soaking,
roasting and germination) on the level of four antinutrients
(L-Dopa, phenolics, tannins and trypsin inhibitors) present in the
seeds of Mucuna deeringiana was studied. Futhermore, the
impact of these processing methods on the levels of proximate
composition was also assessed. Roasting for 60 minutes and
soaking followed cooking reduced the content of L-Dopa and
total phenolics. Basic solutions treatments (calcium hydroxide
or sodium bicarbonate) were the most effective processes in
reducing the tannins content. Soaking and cooking method
and calcium hydroxide process significantly diminished trypsin
inhibitors content. On the other hand, there were no significant
differences in proximate composition between raw and processed
seeds. These findings indicate that secondary compounds can be
reduced with simple and efficient processes that could be used by
farmers, without any expensive equipment to take advantage of
this legume as a source of protein.
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La vitabosa (Mucuna deeringiana) es una leguminosa
poco utilizada que se cultiva principalmente en Asia,
Africa y Centroamérica (Vadivel y Janardhanan,
2000). Como la mayoria de las legumbres, estas
semillas contienen varios factores antinutricionales
(L-Dopa, fenoles, taninos, inhibidores de proteasas)
(Ravindran y Ravindran, 1988; Siddhuraju et al.,
1996) que causan trastornos en la salud y que limitan
su consumo (Infante et al., 1990). La L-Dopa es uno
de los principales antinutrientes encontrados en las
semillas del género Mucuna. El consumo en exceso
de este compuesto puede ocasionar un incremento en
la temperatura corporal, erupciones en la piel, vomito
y diarrea en humanos y animales (Janardhanan et
al., 2003). Los fenoles totales bajan la digestibilidad
de las proteinas, los carbohidratos y minerales.

Ademads, disminuyen la actividad de las enzimas
digestivas y puede causar dafio en la mucosa del
tracto gastrointestinal (Gurumoorthi et al,, 2003). Los
taninos causan una reduccion en el crecimiento por la
baja asimilacion de las proteinas y los carbohidratos,
debido a que forma con éstos, sustancias resistentes
a las enzimas (Liener, 1994). También, decrecen la
tasa de crecimiento y la biodisponibilidad de minerales
debido a la formacién de complejos insolubles que son
dificiles de asimilar por el organismo (Frossard et al.,
2000; Guzman et al,, 2000). La ingestién excesiva de
inhibidores de tripsina interrumpe el proceso digestivo
y puede ocasionar reacciones fisioldgicas indeseables.
Estos compuestos inhiben la actividad de la tripsina
lo cual influye sobre la secrecién de otras enzimas
pancreaticas, como en el aumento de produccién
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la colecistiquinina, que conlleva a una hipertrofia
pancredtica (Grant et al, 1995). Por lo tanto, es
importante reducir estos factores antinutricionales
ya que, aunque son un método de defensa de la
planta contra plagas, su presencia es indeseable
en productos destinados a la alimentacién. Varios
autores han realizado estudios para disminuir los
niveles de sustancias antimetabdlicas en especies
del genero Mucuna (M. pruriens principalmente), con
el fin de utilizarlas como una fuente alternativa de
proteina. Los métodos hidrotérmicos, fermentativos
y de germinaciéon han demostrado ser efectivos
en la reduccion de estos factores antinutricionales
(Gurumoorthi et al., 2008; Siddhuraju y Becker,
2001; Wanjekeche et al, 2003). Si bien existe
informacion respecto a M. pruriens, son escasos
los estudios relacionados con otras especies de
Mucuna.

En particular, M. deeringiana es una legumbre
silvestre utilizada en el control de malezas, plagas,
y en recuperacion de suelos. Sin embargo, son
pocas las investigaciones orientadas a establecer
su inclusién en la alimentacién animal o humana,
debido a una limitacion preponderante que es su
contenido de constituyentes antinutricionales. Por
lo tanto, el principal objetivo del presente estudio
fue establecer el impacto de algunos métodos de
procesamiento doméstico, sobre las concentraciones
de algunos factores antinutricionales de las semillas
de M. deeringiana para su posible aprovechamiento
en la alimentacion animal.

MATERIALES Y METODOS

Materiales. Se utilizaron semillas de vitabosa
(Mucuna deeringiana) provenientes del Centro
Agropecuario Cotové de la Universidad Nacional de
Colombia, ubicado en Santa Fe de Antioquia, 6°33'32"
latitud norte y 1°44'43" longitud oeste (bosque seco
Tropical, 550 msnm, 27,3 °C temperatura promedio,
55,4 % de humedad relativa, 1.919,3 milimetros
de precipitacion promedio, suelo de origen aluvial
proveniente de calizas y arcillas calcareas) (Arango,
2004). La leguminosa se recolectd cuatro meses
después de la floracidon cuando los granos se
desarrollaron por completo en la vaina, de tal modo
que se pudo desgranar facilmente. Para los ensayos
se dispuso de una muestra representativa de 7,5
kg, previamente sometida a un proceso de limpieza
de impurezas y clasificacién por tamafio, la cual fue
subdividida en diez partes (de aproximadamente 250
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g) correspondientes a cada una de las 9 diferentes
técnicas de procesamiento y al control (semillas
crudas). De los reactivos utilizados la L-Dopa fue
adquirida a Alfa Aesar, y la Tripsina (EC 3.4.21.4.),
la catequina, el Benzoil DL-arginina-p-nitroanilide
(BAPNA) y el acido gdlico fue suministrado por
Sigma® (St. Louis, MO, USA).

Métodos de procesamiento

Tostado. La vitabosa (250 g) fue sometida a tostado
en un horno (Thermolab, Modelo DIES) durante 15,
30 y 60 minutos a 130 °C. Los granos de vitabosa
se enfriaron a temperatura ambiente. Luego, las
semillas fueron molidas en un molino de martillos,
hasta lograr un tamafio de las particula de 0,5 mm.
La harina obtenida se almacend en bolsas plasticas
con cierre hermético a temperatura ambiente (25
°C) para su posterior analisis fisicoquimico.

Hidratacion en diferentes soluciones. Lotes
separados de semillas (250 g) fueron hidratados
en agua potable, solucion de bicarbonato de sodio
(NaHCO,) (0,1 g/100 mL, pH 8,5), hidroxido de
calcio Ca(OH), (0,1 g/100 mL, pH 8,8) y cloruro
de sodio NaCl (0,1 g/100 mL pH 8,2) por 24 horas
a temperatura ambiente, y en una proporcion de
uno a diez (10 g/100 mL). Las soluciones fueron
drenadas y los granos lavados y secados a 55 °C
durante 48 horas. El molido y el almacenamiento se
realizaron segun lo descrito anteriormente.

Hidratacion y coccién. Las semillas (250 g) fueron
hidratadas en agua destilada (10 g/100 mL) por 24
horas a temperatura ambiente. El agua fue drenada
y la muestra sometida a coccidén en agua destilada
(100 °C) (10 g/100 mL) durante 60 minutos.
Posteriormente, los granos se lavaron y secaron a
55 °C por 48 horas. El molido y el almacenamiento
se realizaron seguln lo descrito anteriormente.

Germinacion. La vitabosa (250 g) fue esterilizada
con hipoclorito de sodio al 0,7%, lavada e hidratada
enaguadestiladaa4 °Cpor 12 horas. Seguidamente,
se colocd sobre una doble capa de papel filtro en
cajas de Petri esterilizadas e incubadas a 30 °C,
y se dejé germinar por 120 horas. La muestra fue
hidratada con agua destilada regularmente en
intervalos de 12 horas. Las semillas germinadas
fueron lavadas con agua destilada, secadas a 55
°C durante 48 horas. Posteriormente se procedio al
molido y almacenamiento.

Andlisis quimicos. El contenido de proteina
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cruda, humedad, cenizas, fibra cruda, y grasa
fueron determinados por los métodos estandar
979. 09B, 945.09B, 923.03, 962.09E y 920.39C
respectivamente (AOAC, 2000). La extraccion de la
L-Dopa se hizo utilizando el procedimiento descrito
por Daxenbichler et al. (1971). La cuantificacion de
la L-Dopa en los extractos de vitabosa se establecio
mediante un equipo HPLC (Shimadzu serie 204
Prominence), provisto de un detector UV. Se empled
una columna C-18 (250 x 4,6 mm, tamafio de
particula de 120 A) con un flujo de 1,0 mL/min y a
33 °C. El volumen de inyeccién fue de 20 pL y como
fase movil se utilizd una mezcla de metanol - agua
(70:30) a un pH de 3,0 (acido fosforico); la deteccién
se llevd a cabo a una longitud de onda de 280 nm.
Las concentraciones de L-Dopa fueron determinadas
con referencia a una curva estandar construida a
partir de una solucién patrén de L-Dopa (Alfa Aesar)
y usando el software de cromatografia LC Solution.
Los fenoles totales fueron extraidos segun Rosset et
al. (1982) y cuantificados por el método de Folin-
Ciocalteau utilizado por Kumazawa et al. (2004). Para
la extraccion y cuantificacion de taninos, se utilizo el
procedimiento de vainillina-HCI, utilizado por Burns
(1971); la extraccion se llevé a cabo de acuerdo a
la técnica descrita por Adebowale et al. (2005). Se
determiné el contenido de inhibidores de tripsina en

las diferentes muestras, utilizando como sustrato
el Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) y los
resultados se expresaron en Unidades de Tripsina
Inhibidas (TUI) por mg de muestra (Gomez et al,, 1998).

Analisis estadistico. Las diferencias significativas
entre las medias se calcularon mediante el analisis
de varianza de una via y una prueba de comparacion
multiple (Diferencia minima significativa de Fisher)
con un nivel de significancia del 5%. Se utilizo el
programa estadistico Statgraphics Plus 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los métodos de procesamiento sobre
la concentracion de antinutrientes

L-Dopa. Los resultados obtenidos se pueden observar
en la Tabla 1. El valor de L-Dopa en la semilla sin
ningun tratamiento se encuentra dentro del rango de
algunas especies del género Mucuna (Gurumoorthi et
al., 2008; Adebowale et al., 2005; Siddhuraju y Becker,
2005; Janardhanan et al., 2003). La variacion de este
compuesto en la vitabosa puede ser atribuida a las
condiciones del medio ambiente (latitud, intensidad
de luz, fuente de nitrégeno, etc.) y al control genético
(Lorenzetti et al.,, 1998; Wichers et al., 1985).

La concentracion de L-Dopa después de los

Tabla 1. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el contenido de factores antinutricionales de la semilla de

vitabosa (Mucura deeringiana).

Contenido
de L-Dopa
(%)

Tratamientos

Contenido de

Contenido Contenido oy
. Inhibidores de
de Fenoles de Taninos Tripsina
Totales (%) (%) P

(TUI/g muestra)

Sin tratamiento

Tostado 15 minutos

Tostado 30 minutos

Tostado 60 minutos

Hidratacién agua potable
Hidratacién Bicarbonato de sodio
Hidratacién Hidréxido de calcio
Hidratacién Cloruro de sodio
Hidratacién y coccion
Germinacion 120 horas

5,17 + 0,03 A
4,36 + 0,00 B
3,85+ 0,01 C
2,05+ 0,01 D
3,19 + 0,00 E
3,27 + 0,00 F
2,69 + 0,01 G
3,12 + 0,01 H
2,08 + 0,04 D
3,80 £ 0,01 1

11,80 £ 0,20 A

11,02+ 0,20 F

2,19 + 0,09 A
1,46 + 0,02 B
1,33 £ 0,09 B
1,26 + 0,02 B
1,06 + 0,03 B
0,79 % 0,09 C
0,66 + 0,02 C
0,99 + 0,09 D
1,13 £ 0,09 B
1,06 + 0,02 B

22,43 £ 0,17 A
10,47 + 0,12 B
10,10 + 0,29 B
773+0,17C
7,27 + 0,05 C
7,10 + 0,02 D
5,43 + 0,05 E
8,17 + 0,49 C
3,63+0,12F
10,87 + 0,25 B

9,19 + 0,10 B
9,09 + 0,10 B
8,51+ 0,10 C
9,19 + 0,20 D
9,48 + 0,10 E
9,67+ 0,10 E
8,99 + 0,10 B
8,70 + 0,10 C

Los resultados estan expresados como la media de determinaciones por triplicado + la desviacion estandar
Las muestras con la misma letra no presentan diferencia significativa (P< 0,05).
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tratamientos alcanzd valores del 4,36 a 2,05%,
que corresponde a una reduccién entre el 15,66
y el 60,34%, respectivamente. Los tratamientos
mas eficaces en la reduccion de este antinutriente
fueron el tostado (60,34%) y la hidratacion y coccion
(59,76%). Respecto al tostado, pudo observarse
que con el incremento del tiempo de exposicion se
disminuye el contenido de este factor antinutricional.
Esto pudo ser ocasionado por una oxidacion parcial
(Siddhuraju y Becker, 2001) o una racemizacion de
este compuesto (Siddhuraju et al, 1996). En este
proceso, las proteinas pueden cambiar quimicamente
debido a la desnaturalizacion térmica, en donde
los residuos de aminoacidos, especialmente los
basicos, que contienen residuos B-hidroxi y sulfuro,
son descompuestos ocasionando la produccion de
cetoacidos. Esta racemizacién disminuye el contenido
nutricional de la proteina (Hayase et al., 1975).

La hidratacion y coccién de la semilla disminuyd
los niveles de L-Dopa significativamente, debido
posiblemente a que la aplicacion de temperaturas
altas increment6 la solubilidad de la L-Dopa en
agua o causo degradacion térmica de ésta. Se han
encontrado efectos similares en semillas de Mucuna
hidratadas en agua y sometidas posteriormente a
coccion (Lorenzetti et al, 1998). Adicionalmente,
Janardhanan et al. (2003) lograron una reduccion de
56 a 60% de L-Dopa en M. pruriens luego de someter
siete veces a coccion las semillas por un periodo de 15
minutos cada coccidn.

De los tratamientos de hidratacion con soluciones
i6nicas, el proceso con Ca(OH),, fue el mas eficazen la
reduccion de L-Dopa seguido por el NaCl y el NaHCO,,
debido posiblemente a que la disolucién de Ca(OH),
present6 un pH mas alcalino. El decrecimiento de este
antinutriente durante la hidratacion de las semillas
con soluciones de diferente fuerza idnica, pudo ser
ocasionado por los cambios en la permeabilidad de
la cascara y variacién en el rango de difusién de este
compuesto. Ademas, en medio alcalino probablemente
se producen fenolatos, que incrementan la solubilidad
del compuesto en agua, o se favorece la oxidacion
de la L-Dopa, segun las observaciones realizadas por
Siddhuraju y Becker (2001).

Fenoles totales. La concentracion media de estos
antinutrientes fue mas alta en comparacion con la
observada en otras semillas de Mucuna (Bhat et al.,
2007; Vadivel y Janardhanan, 2005; Gurumoorthi et
al, 2003). Luthria y Pastor (2006) explican que las
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diferencias en el contenido de fenoles totales pueden
ser atribuidas a varios factores como el genotipo, las
practicas agrondmicas, la madurez en la cosecha,
la poscosecha, las condiciones climaticas y las
condiciones de crecimiento y almacenamiento.

El tostado fue el tratamiento mas eficaz en la
reduccion de los fenoles totales (27,8 %), seguido
por la hidratacion y coccién (26,2%). La disminucion
de estos compuestos a altas temperaturas, pudo
ser ocasionada por la oxidacidn degradativa, la
cual parece ser acelerada con el incremento de la
temperatura (Nasar-Abbas et al.,, 2007). El contenido
elevado de fenoles puede afectar el valor nutricional
de las semillas y la oxidacion de sus productos, e
interactuar con aminoacidos libres, especialmente los
grupos amino de la lisina (Chavan et al,, 1999).

Taninos. El contenido de taninos en las semillas
crudas es elevado respecto a lo encontrado en otras
especies (Vadivel y Janardhanan, 2005; Guromoorthi
et al, 2003; Barampama y Simard, 1994). La
concentracion media de taninos de los granos
tratados oscil6 entre 0,66 y 1,46%, correspondiente a
una reduccion entre 69,86 y 33,33%. La hidratacion
con Ca(OH), es el proceso que mas disminuye la
cantidad de taninos, esto se debe posiblemente a
que el potencial idnico de la solucién incrementa la
permeabilidad de la cascara y estos compuestos, que
son hidrosolubles y que pueden escindirse en medios
alcalinos, lixivian de la semilla. Lo mismo sucede
con el NaCl y el NaHCO,. También, la oxidacién de
estos factores antinutricionales a pH alcalinos puede
contribuir a este descenso.

La germinacion también presentd un efecto reductor
de los taninos (51,5%). Siddhuraju y Becker (2001)
encontraron que a medida que aumentaba el
tiempo del tratamiento habia una disminucion mas
pronunciada de estos antinutrientes. Esto puede
ser ocasionado probablemente por la presencia
de la polifenoloxidasa y la hidrdlisis enzimatica o
cambios estructurales de este compuesto (Sharma
y Sehgal, 1992).

Inhibidores de tripsina. Los resultados obtenidos
en la vitabosa sin tratamiento son bajos comparados
con los de otras especies del género Mucuna (Vadivel
y Janardhanan, 2005; Gurumoorthi et al, 2003) y
otras leguminosas (Apata y Ologhobo, 1997). Los
mejores tratamientos fueron la hidratacion y coccion
en agua, y en Ca(OH), con descensos del 83% vy
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76%, respectivamente. Los inhibidores de tripsina
son termolabiles y su actividad inhibitoria puede
disminuirse considerablemente con tratamientos
térmicos (Liener, 1994). La coccién normal y en
autoclave aumentan la digestibilidad de la proteina
de las leguminosas, lo que puede ser atribuido no
solo a la remocidn de los antinutrientes, sino también
a la desintegracion estructural de la proteina nativa
incluyendo a los inhibidores de enzimas (Moneam,
1990). Este es un proceso efectivo para el descenso
de los factores antinutricionales; sin embargo,
una coccion excesiva puede bajar el contenido de
nutrientes (Wang et al,, 1997).

El remojo en agua potable disminuy6 el contenido de
inhibidores de tripsina (67,5%) de la M. deeringiana.
Wang et al. (2008) observaron un aumento en el
contenido de estos compuestos en Pisum sativum y
relacionan este resultado con el bajo peso molecular
de estos antinutrientes, que aumenta su retencion
en las semillas hidratadas. De otro lado, Admassu y
Kumar (2007) apreciaron una reduccién mayor de
este antinutriente en Phaseolus vulgaris L. cuando se
utilizd un tratamiento de hidratacion en solucion de
NaHCO, (12 horas) (reduccion 11%) en comparacion
con agua potable (12 horas) (reduccion 9%). Sin
embargo, estos resultados son muy bajos comparados
con los encontrados en este estudio. La hidratacién
con Ca(OH),produce un cambio en el pH del medio
y, por ende, produce un desbalance de las proteinas,
lo que puede acarrear modificaciones importantes en

Tabla 2. Andlisis proximal de la semilla de vitabosa (Mucuna deeringiana

fisico-quimico.

su conformacion debido a cambios en la ionizacion de
las cadenas laterales cargadas, que a su vez afectan
el nimero de los puentes salinos que estabilizan la
estructura nativa de las proteinas. En los procesos
tecnoldgicos que involucran la obtencion de aislados
proteinicos vegetales es el tratamiento alcalino el que
se aplica con mayor frecuencia. En los tratamientos
alcalinos se puede presentar también la racemizacion y
formacién de aminoacidos modificados (Badui, 2006).

Efecto de los métodos de procesamiento sobre
la composicion proximal. Para acceder al valor
nutricional de las semillas, se evalué el impacto
de algunos métodos de procesamiento sobre la
composicién proximal (Tabla 2). Las harinas obtenidas
mediente técnicas de procesado econdmicas y de
alta eficiencia en la reduccion de los antinutrientes
(hidratacion y coccion (HYC), tostado durante 60
minutos (T60), e hidratacion en Ca(OH), y en NaCl)
fueron seleccionadas para la caracterizacion fisico-
quimica. El contenido de proteina cruda, grasa, fibra
y carbohidratos no difiere apreciablemente entre
la harina no tratada y las procesadas. La humedad
disminuyd significativamente, debido posiblemente a
diferencias en el secado por aire caliente al que fueron
sometidas las muestras durante 48 horas, después del
proceso de hidratacion. La reduccion del contenido de
cenizas, después del remojo, podria ser atribuidas a
la difusion de ciertos minerales hacia la disolucién de
hidratacion.

concs.us:(m_ _
posterior al tratamiento

Parametro (%) Control HYC

T60 Ca(OH), NaCl

Humedad 12,63 +0,12A 542 +0,03B
Proteina 29,23 £+ 0,46 A 31,55+0,54B
Grasa Bruta 2,37 £0,04A 2,82 +0,10B
Cenizas 389 +003A 290+0,01B
Fibra Cruda 732 +0,03A 9,25 0,06 B
Carbohidratos 44,56 + 0,50 A  48,03+0,55 B

567+002B 548+001B 560+0,01B
29,71+0,39B 30,14+0,10B 30,02+0,10B
3,11+0,02C 214+008D 2,72+0,03B
29 +0,11B 3,12+0,02C 3,31+0,01D
724+0,08A 951+0,14C 9,49 +0,06C
51,29+ 0,49C 49,60 £0,12B 48,85+ 0,16 B

Los resultados estan expresados como la media de determinaciones por triplicado + la desviacion estandar
Las muestras con la misma letra no presentan diferencia significativa (P< 0,05).

En el presente estudio, todos los métodos de
procesamiento doméstico investigados parecen ser
efectivos en el decremento del contenido de varios
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antinutrientes presentes en la vitabosa. El tostado
durante 60 minutos ocasiond la maxima reduccion
de la L-Dopa (60%) y los fenoles totales (28%),
mientras que la hidratacion seguida de coccion en
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agua y el remojo en Ca(OH), causaron la mayor
disminucién de inhibidores de tripsina y taninos,
84 y 70% respectivamente. Sin embargo, para
obtener mejores resultados se recomiendan futuras
investigaciones en donde se combinen varios de los
tratamientos evaluados a fin de lograr mas bajos
niveles de los factores antinutricionales.
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