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Resumen

El frijol terciopelo (Mucuna pruriens (L.)) puede funcionar como un excelente
cultivo de cobertura, al sembrarlo en un sistema de rotacion de cultivos con el maiz.
También tiene una proteina (24-30%) de buena calidad (con un alto contenido de
aminoicidos esenciales). Sin embargo, posee, ademas de los factores antinutricionales
comunes a todos los frijoles, un alto contenido de L-Dopa (6-9%), sustancia téxica
utilizada para tratar la enfermedad de Parkinson.

Para aprovechar su contenido nutricional, es importante encontrar un método
de extraccién del L-Dopa que no afecte significativamente las cualidades nutricionales
del frijol. En el presente estudio se realizaron varios ensayos para eliminar el L-Dopa,
divididos en dos partes.

En la primera, se traté a la muestra, una sola variedad de frijol terciopelo
negro, con un total de once tratamientos. Hubo dos cocciones en seco (microondas y
vapor), y nueve en humedo (hervor en agua a pH7, pH3, pH6, pH9 y pH11). En los
tratamientos alcalinos se utilizaron tres diferentes bases: hidréxido de sodio (NaOH),
hidroxido de potasio (KOH) e hidréxido de calcio (Ca(OH),). Estas muestras se
secaron y se molieron. Se determind tanto su contenido de L-Dopa como su proteina,
y estos resultados se compararon con un control {frijol crudo molido).

Estas harinas fueron mezcladas con agua. Una muestra fue sélo mezclada con
agua, otra hervida por tres minutos y otra hervida por seis minutos. Todos los
tratamientos fueron trabajados por triplicado. Todas las muestras fueron secadas, y se
les determind otra vez el L-Dopa y la proteina. Se determind que el tratamiento mas
efectivo fue hervir la muestra con Ca(OH), a pHY por seis horas, secarla y molerla, y
luego hervir la hatina por seis minutos con agua. Sin embargo, ningon tratamiento fue
capaz de eliminar el L-Dopa del todo.

En la segunda parte, se trataron tres variedades de frijol terciopelo, dos
muestras de color negro (A y B) y una muestra de color beige (C). La muestra B era la
misma tratada en la primera parte. Los frjjoles de cada muestra fueron separados a
mano segin su tamafio, y fueron divididos en cuatro categorias arbitrarias (1, 2, 3 y
4), donde la categoria 1 era la de mayor tamaiio.

Las muestras fueron puestas en remojo por 24 horas, luego se hirvieron tres
veces en agua por 20 minutos cada vez. Se le determind el L-Dopa tanto a las
muestras solidas como a las aguas de coccién y de remojo. En este estudio se
determiné que el contenido de L-Dopa de la semilla de frijol Mucuna difiere segiun su
tamafio, aunque no hay una correlacién significativa entre tamafio y contenido de L-
Dopa. Ademas, el tratamiento no afect6 significativamente el contenido de L-Dopa
de la muestra A, pero si el de las muestras B y C.




I. INTRODUCCION

El frijol terciopelo (Mucuna spp.) ha sido, desde hace afios un buen cultivo de
cobertura debido a su resistencia, a la gran cantidad de follaje que produce y a su
capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico. Sin embargo, contiene una alta cantidad
de L-Dopa, sustancia téxica para el ser humano, hasta el punto de ser una fuente
comercial de la misma (la L-Dopa se utiliza para tratar la enfermedad de Parkinson).

Los métodos tradicionales de preparacién sélo permiten consumir cantidades
relativamente pequefias de la semilla (no tanto como puede consumirse de otros
frijoles), lo cual lo hace impracticable como cultivo para consumo humano. Sin
embargo, tiene una proteina (24-30%) de buena calidad (con una alta proporcién de
aminoacidos esenciales}, por lo que se hace deseable aprovechar sus caracteristicas
nutricionales.

Actualmente, el frijol se utiliza como cultivo de rotacién con el maiz en
algunas partes del pais. Si se pudiera consumir el frijol terciopelo, se podria impulsar
su uso como abono verde y como alimento.

En este trabajo se investigan diversos tratamientos para eliminar la sustancia
L-Dopa del frijol terciopelo, pero ninguno fue capaz de eliminarla del todo. El
trabajo se realiz6 en dos fases diferentes.

En la primera fase se utilizaron sélo frijoles terciopelo negro y se aplicaron
tratamientos como: microondas, coccién al vapor, coccidn en agua, coccién icida y
coccion alealina (con diferentes bases). Las semillas tratadas fueron secadas y molidas.
Esta harina se cocié nuevamente en agua.

En la segunda fase se compararon tres variedades de frijol terciopelo, dos
negras (incluyendo la ya utilizada en la primera fase) y una beige. En esta fase se
investigd incidencia del tamafio de la semilla en el contenido de L-Dopa de la misma.



II. ANTECEDENTES

El frijol terciopelo fue en un tiempo un cultivo de cobertura popular, se
cultivé extensamente en los Estados Unidos de América a comienzos del siglo pasado
y fue incluido en esa época en gran cantidad de programas de investigacién en Africa,
Asia y América Latina, con resultados variados. Ha sido cultivado con éxito durante
mas de 40 afios por agricultores indigenas de Centroamérica (Buckles, et. al., 1998).

A. Origenes y caracteristicas botanicas del frijol terciopelo

El frijol terciopelo es una vigorosa leguminosa trepadora anual. Proviene
originalmente del sur de China y el este de la India, donde fue en un tiempo cultivada
ampliamente como hortaliza. El género Mucuna, perteneciente a la familia Fabaceae,
abarca altededor de 100 especies de leguminosas anuales y petennes, incluido el frijol
terciopelo anual (Buckles, et. al., 1998).

La Mucuna se fertiliza a si misma, por lo tanto, es tara la hibridacién natural.
Las especies mencionadas mis cominmente incluyen M. deeringiana, M. utilis (frijol
terciopelo de Bengala}, M. pruriens, M. nivea, M. hassjoo (frijol terciopelo de
Yokohama), M. aterrima (frijol terciopelo de Mauricio y Borbén), M. capitata y M.

diabolica. Sin embargo, algunas designaciones pueden set sinénimas (Buckles, et. al.,
1998).

Las principales diferencias entre las especies cultivadas son el tipo de pelos de
la vaina, el color de la semilla y el nimero de dias hasta la cosecha de la vaina. Hay
tipos de Mucuna con largos pelos urticantes en la vaina, las cuales provocan
dermatitis. Los tipos no urticantes, conocidos por el nombre comin de "frijol
terciopelo” tienen pelos sedosos aplanados. El frijol urticante puede ser el tipo
original salvaje del género. Las semillas pueden ser de color negro brillante, blanco
crema, gris, beige y moteadas. Los ciclos biolégicos varian entre 100 y 300 dias hasta
la cosecha de la vaina. También se ha informado la existencia de una variedad no
enredadera con escasa produccién de follaje, que recibe el nombre de "frijol
terciopelo en racimo"(Buckles, et. al., 1998).

La mayoria de las especies Mucuna presentan una relativa tolerancia a varios
factores ambientales desfavorables, como sequia, escasa fertilidad y elevada acidez del
suelo, aunque son sensibles a las heladas y se desarrollan deficientemente en los
suclos himedos y frios. Se desarrollan mejor en condiciones de calor y humedad, por
debajo de los 1500 m sobre el nivel del mar y en zonas con lluvia abundante. Como la
mayoria de las leguminosas, el frijol terciopelo tiene la capacidad de fijar el nitrdgeno
atmosférico mediante una relacién simbidtica con microorganismos del suelo, lo cual
convierte a la planta en una fuente eficiente de nitrégeno (Buckles, et. al., 1998).

Las Macuna spp. contienen los compuestos toxicos L.-Dopa, triptaminas
alucinégenas, nicotina, fisostigmina, serotonina, bufotenina, N,N-dimetiltriptamina
(Szabo y Tebbett, 2002) y otros factores antinutricionales tales como fenoles y
taninos. Debido a las concentraciones elevadas de L-Dopa (7%}, el frijol terciopelo es




una fuente comercial de esta sustancia, utilizada para el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson. Sin embargo, la L-Dopa también puede producit un estado de
confusion mental y trastornos intestinales en el ser humano (Buckles, et. al., 1998).

A pesar de sus propiedades téxicas, varias especies de Mwcuna se producen
como cultivo alimentario secundario. Las semillas crudas de frijol terciopelo
contienen alrededor de 27% de proteinas y son ricas en minerales (especialmente K,
Mg, Ca y Fe). Durante los siglos XVIII y XIX, el Mucuna fue cultivado ampliamente
como hortaliza en las estribaciones y los cetros mis bajos del este de los Himalayas y
en Mauricio. Se hervian y se comian tanto las vainas verdes como los frijoles
maduros. En Guatemala y México, por al menos varios decenios la M. pruriens ha sido
tostada y molida para obtener un sucedineo del café; la semilla es muy conocida en la
region como "Nescafé”, en reconocimiento de ese uso (Buckles, et. al., 1998)

Los métodos de coccién tradicionales que se observan en Africa son poco
econémicos, debido a que en general se necesita hervir en agua las semillas por mas
de 8 horas (depende de si son frescas o secas), cambiando el agua de vez en cuando.
En regiones donde la gente tiene pocos recutsos, no se puede esperar que los gasten
cocinando un solo producto (Gilbert, 2002). En la Repiblica de Guinea se han
promocionado varias recetas, en las que el Mucana se utiliza como un mgrediente
(Diallo, et. al,, 2002).

Es posible que debido a su toxicidad la planta tenga pocos problemas con
plagas de insectos. También elimina gran parte de nematodos del suelo cuando se
utiliza en rotacién de cultivos, aunque algunos nematodos si lo afectan. Su follaje
ahoga a otras plantas competidoras. Sin embargo, puede alojar agentes patégenos
transmitidos por el suelo, como el hongo Macrophomina phaseolina, que son nocivos
para el maiz y otros cultivos alimentarios (Buckles, et. al., 1998). La oruga del frijol
terciopelo Anticarsia gemmitalis se convirtié en una plaga para el cultivo de frijol
terciopelo en EE.UU. a principios del siglo XX, eliminando gran parte de la cosecha
alrededor de 1910 (Eilittd y Sollenberger, 2002).

La planta se ha cultivado por un tiempo como cultivo de mejora del suelo,
para forraje y para combatir maleza. Un cultivo que se utiliza para recuperat la
fertilidad del suelo es un cultivo de cobertura. El frijol terciopelo es un buen abono
verde (Buckles, et. al., 1998).

En los EE.UU. el frijol terciopelo se utilizé6 por mucho tiempo como cultivo
secundario en las areas algodoneras. Su uso estaba altamente difundido debido a su
bajo precio en comparacién al precio de los abonos quimicos entre el siglo XIX y el
XX. Su uso fue introducido en esta época en varios paises del tercer mundo. Sin
embargo, su cultivo decayé con la disminucién de los precios de abonos fabricados,
cuyo uso es mis sencillo que cultivar frijoles (Buckles, et. al., 1998).

B. Contenido nutricional del frijol terciopelo negro

El contenido de proteina del frijol Mucuna (23 a 35%) es similar al de otras
leguminosas comestibles, como el frijol comtn (22%) o la soya (33.4%). En cuanto a
la calidad de dicha proteina, su contenido de lisina (aminodcido esencial) también es
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similar 2 la de las otras especies, y la cantidad de aminodcidos con azufre es también
similar. Esto hace su proteina similar en calidad a las de otras leguminosas, rica en
lisina, baja en aminoicidos con azufre (Bressani, 2002).

Al comparar su contenido de aminoacidos esenciales con el de la soya, se
observan similitudes, y en algunos casos {como en el de la valina, isoleucina, tirocina
y fenilalanina) su contenido es mayor al de la soya (Siddhuraju, et. al., 2000).

La proteina del frijol Mucuna pruriens esta compuesta principalmente pot
globulinas y albuminas. El consumo de este frijol puede llenar los requerimientos de
aminodcidos esenciales descritos porla FAO/WHO, excepto por los aminoacidos con

azufre (Siddhuraju, et. al. 1996).

Con respecto a su contenido de minerales, es una fuente rica de potasio, y
contiene niveles de fésforo, magnesio, zinc, y hierro compatables a los de otras
legumbres (Siddhuraju, et. al., 2000).

No contiene gran cantidad de grasa (altededor del 6%), aunque la grasa en si es

tica en dcidos grasos insaturados, como el icido linoleico (Siddhuraju, et. al
2000) (Siddhuraju, et. al., 1996).

e

También posee un contenido de fibra dietética similar al de otras leguminosas,
como el frijol comin. El contenido de fibra dietética del frijol coman ayuda a reducir
la concentracién de colesterol en la sangre (Bressani, 2002). El contenido nutricional
del frijol terciopelo es similar al de la soya (Ukachukwu, et. al., 2002).

Sin embargo, el Mucuna también posee los mismos factores antinutricionales
de las demids leguminosas, como inhibidor de proteasa, inhibidor de amilasa, lectinas,
acido fitico, polifenoles, taninos, HCN y factores de flatulencia, en cantidades
similares. El problema es que también contiene L-Dopa (6.97 a 9.16%), sustancia que
comparte con otta leguminosa Vicia faba (1.5%). El contenido de L-Dopa lo hace
patticularmente téxico (Bressani, 2002).

El contenido de proteina o carbohidratos de cualgquier alimento no es
importante si no se pueden aprovechar. La digestibilidad de la proteina de Mucuna es
similar a2 la de otras leguminosas. La digestibilidad de los carbohidratos de las
legumbres depende de su tamaiio y de su gtado de hidrataciéon durante la coccidn
(Bressani, 2002),

C. El empleo del frijol terciopelo en Centroamérica

La planta probablemente fue introducida en Centroamérica como cultivo
forrajero en los afios 20 por la United Fruit Company, una empresa productora de
bananas que posefa grandes extensiones de tierras a lo largo del litoral atlantico de
América Central (Buckles, et. al., 1998).

El frijol terciopelo se utilizaba (en algunos lugares atin se utiliza) en rotacién
con el maiz tardfo. El cultivo de frijol terciopelo maduro se cortaba con machete en
noviembre y luego se sembraba ¢l maiz en la capa de hojas y tallos de frijol terciopelo
en descomposicién. Después de la cosecha del maiz, el cultive de frijol tetctopelo se




restablecia mediante la resiembra natural o era sembrado de nueva cuenta por el
agricultor, con lo cual continuaba indefinidamente la rotacién. Estos agricultores
también cultivaban maiz en un campo diferente durante la temporada de lluvias
principal, usando roza y quema (Buckles, et. al., 1998).

Bl uso de este frijol en el valle del Polochic disminuyé debido al auge de 1a
ganadetia en la zona a finales de los afos 70. Grandes cantidades de zonas de cultivo
pasaron a set alimento de ganado. Sin embargo, atn es utilizado en algunas partes del
pais como cultivo de rotacién para el maiz. En algunos lugares se hace rotacién de
calabaza, maiz y frijol terciopelo (Buckles, et. al., 1998).

En Honduras se cultiva para mejotar el suelo, pero se utiliza poco en la
alimentacién, debido a su contenido de L-Dopa. Las personas del pueblo El Rosario,
Comayagua, empezaron a hacer expetimentos para aprovechar la semilla, apoyados
por la organizacién World Neighbors, que impulsaba la introduccién del Mucuna
como cultivo de cobertura. La gente desarrolld varias formulaciones, como
nutriharina, nutrichocolate, nutricafé, nutritortillas, nutritamalitos, etc., las cuales
contenian harina hecha a partir de Mucwna. El programa se detuvo en la zona, por
causa de diversos problemas, entre ellos, rumores de que la planta causaba cancer y el
hecho de que no se conocen los efectos de su consumo a largo plazo. Sin embargo, su
aceptabilidad era mayor comparativamente que la de Ia soya, ya que ésta es muy dificil

de cultivar y procesar, mientras que el Mucuna crece sin mucho esfuerzo (peto es
toxico) (Bunch, 2002).

D. Alimentacién de animales con el frijol terciopelo

Durante Ia época de mayor uso del frijol terciopelo en EE.UU. (1870 a 1960)
se realizaron diversas pruebas para determinar si éste era wiil para alimentar a los
animales domésticos. Entre estos usos se encuentran (Elittd y Sollenberg, 2002):

* Los granjeros dejaban que la primera helada matara las plantas de
Mucnna, y luego permitian que los animales como vacas ¥ cerdos se la
comieran.

* Para alimentar al ganado en general (incluyendo las vacas lecheras), se
les servia el grano entero o triturado, mezclado con otras semillas,
como maiz.

e Se utilizaba también para fabricar heno, pero no se alimentaba a los
animales con grandes cantidades del mismo.

* Al alimentar cerdos, se observaron efectos secundarios en los animales,
por lo que no se les podia alimentar en grandes cantidades, pero se
utilizé de forma muy extendida.

® Al alimentar caballos se obsetrvéd que si se le administraba sélo frijol
terciopelo, podia causar dafios en los rifiones, peto si el frijol sélo
constituia un tercio de la dieta, era beneficioso.




E. Usos medicinales del frijol terciopelo

Un estudio clinico confirma la eficacia de las semillas en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson debido a su contenido de L-Dopa. La Mucuna pruriens, es
reconocida como un afrodisiaco en la tradicién hinddg, y se ha comprobado que
aumenta los niveles de testosterona, llevando a la deposicién de proteinas en los
musculos, incrementando su masa y fuerza. El extracto es conocido también pot
aumentar el estado de alerta del cerebro y mejora la coordinacién (por esto se utiliza
como sucedaneo del café) (Pretty, 2002).

En la India se utiliza tradicionalmente el frijol terciopelo para tratar algunos
males comunes, como indigestién, célera, diabetes, infertilidad, leucorrea, mordidas
de escorpién o de serpiente, dolor de muelas, infestaciones con gusanos (tanto en
personas como en animales) (Pretty, 2002).

F. Efectos de otros tratamientos en el contenido de L-Dopa

En un estudio realizado en la India sobre el efecto de los tratamientos
tradicionales de la semilla antes de su consumo, se observé que ningin tratamiento
eliminaba del todo la presencia de la sustancia (L-Dopa); sin embargo, la mayoria
lograba reducir su cantidad hasta en un 60% (Siddhuraju y Becker, 2001).

En este estudio se utilizaron las semillas de la especie Mucuna prariens variedad
utilis, de variedades blanca y negra. Uno de los métodos mis ttiles en la eliminacién
de L-Dopa fue e} de remojar las semillas en una solucién de icido citrico (0.1%, pH
2.60) por 20 h y ya sccas se las calentd en autoclave por 30 min (121°C, 15 Ib de
presion) (Siddhuraju y Becker, 2001).

Otros estudios han demostrado que un tratamiento con calor seco como tostar
o asar la semilla puede disminuir el L-Dopa hasta en un 49%. Los métodos hamedos
mejoran si la semilla se parte en pedazos, entre mas pequeios, mayot extraccién. Esto
es por una mayor area superficial del frijol (con una eliminacién del 95% del L-Dopa,
mediante un tratamiento que dura alrededor de tres dias) (Myhtman, 2002).

Un tratamiento muy eficaz para eliminar el L-Dopa de la semilla de Mucuna
consiste en remojar por 24 hotas las semillas trituradas en una solucién de hidréxido
de calcio (Ca(OH),). Se logra una concentracién final de menos de 0.1%. Pero el
producto resultante es de un color quemado, no apto para el consumo humano, si
bien puede utilizarse para alimentar pollos (Diallo, et. al., 2002).

Otros métodos utilizados para eliminar el L-Dopa no han tenido resultados
aceptables. Entte estos se encuentran: cocer la semilla entera después de dejatla en
remojo y germinar la semilla. En las semillas remojadas a 66°C se encontrd que la
velocidad a la que el L-Dopa sale de la semilla disminuye a medida que el tiempo de
remojo aumenta, posiblemente por la interferencia de la gelatinizacién del almidén
(Bressani, et. al., 2003).




El cocinar la semilla en agua después de remojarla pot 12 horas disminuye su
tiempo de coccién (y mejora la digestibilidad de la proteina), sobre todo si se la
remoja  en una solucién de bicarbonato de sodio, peroc no disminuye
significativamentc el contenido de L-Dopa. Germinar la semilla antes de consumirla

no mejora la calidad de la proteina y no disminuye significativamente el contenido de
L-Dopa (Bressani, et. al., 2003).

G. Extracciéon de L-DOPA

Como las variedades del género Mucauna tienen una alta concentracién de L-
Dopa, y, ademas, son la Gnica variedad de plantas que contlene suficiente como para
pensar en su extraccidén con fines comerciales, encontrar un método de extraccidn til
es importante. Un estudio indica que la extraccidén con agua caliente a partic de la
semilla cruda molida del frijol terciopelo es un método util. Ademds, en este estudio
también se terminé de extraer con una solucién icida (HCI 0.1N) de la muestra
después de los lavados previos, y el L-Dopa se separé con una resina de intercambio
i6nico. Este método, sin embargo, es un procedimiento de laboratorio, no slempre se
pueden dar tres lavados de agua hirviendo, y seguro esto afecta las demais propiedades
de la semilla. Cabe recordar que el objetivo de este estudio en patticular era aislar y

purificar el I.-Dopa, no emplear la semilla como alimento humano (Daxzenbichler, et.
al., 1972).



H. Caracteristicas del L-DOPA

Nombre completo

L-3.4-dihidroxifenilalanina

Formula molecular Coll11NO,

CAS No 59-92.7 ]
Masa molecular 197 g/mol

Punto de fusién 285.5°C

Se ponce verde en soluciones acuosas, se oscurece al aire. Al combinarse con

Otras propiedades FeCls se pone verde. Reduce el AgNQO;, ¢l NH; y el KMnQ, acido.

Dénde se encucntra Semillas de Vicia faba, Mucuna prariens y otras especies de frijol terciopelo.

(Buckingham, 1982),
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I. Metabolismo del L-Dopa

El L-Dopa sc sintetiza a partir del aminoicido esencial tirosina, como parte del
proceso de producciéon de los neurotransmisores dopamina, norepinefrina y
epinefrina. FEstos neurotransmisores pertenecen a la familia de las catecolaminas. Las
catecolaminas estin relacionadas con los cambios en la presion sanguinea (entre otras
cosas). Como la enfermedad de Parkinson estd relacionada con una produccién pobre
de dopamina, se trata con la administracién de L-Dopa, su precursor inmediatoe. Una

sobreproduccién de dopamina esti relacionada con desérdenes como la esquizofrenia
(Lehninger, et. al., 1993).

El L-Dopa empezé a utilizarse alrededor de los afios 60 para tratar el mal de
Parkinson, después que se descubrié que la catencia de dopamina en ciertas partes del
cerebro era una caracteristica de las personas que padecen esta enfermedad. Su uso
sOlo afecta los sintomas de esta enfermedad, pero no disminuye su avance y causa
efectos secundarios desagradables (nausea, vémitos, mareos). El cuerpo la convierte
ripidamente en dopamina, por lo que se suministra en combinacién con otras
sustancias (carbidopa o bencerazina) a fin de disminuir la dosis necesaria {Hutton,

1989).

Alrededor del 33% del L-Dopa que se ingiere es absorbido por el sistema
digestivo. La mayor concentracién en el plasma sanguineo se presenta entre 1 y 3
horas después del consumo (depende del individuo). La mayor parte del I.-Dopa se
convierte en dopamina en la periferia del cuerpo (cualquier parte del cuerpo, sin
incluir el cerebro) por la accién de la enzima I.-decarboxilasa de aminoicidos
aromaticos (LAAD). Menos del 1% ingresa al cerebro para convertirse en dopamina
en los ganglios basales. Ademas de la dopamina, el L-dopa se utiliza para formar
melanina, norepineftina, icido 3-metoxy-4-hidroxifenilacético. Estos compuestos se
eliminan por la orina (Szabo y Tebbett, 2002).

Por su rapido metabolismo, el L-Dopa tiene poco efecto en si mismo, pero
incrementa la presencia de dopamina en el organismo. La mayor parte de los efectos
secundarios son por el exceso de dopamina y su funcién como regulador del corazén,
el sistema vascular, el tracto gastrointestinal y el sistema excretor, ademas del cerebro.
Las personas con antecedentes de glaucoma, asma, psicosis, tlceras pépticas,
epilepsia, diabetes y problemas cardiacos, renales, hepdticos o pulmonares deben

evitar su consumo, ya que esto puede aumentar sus problemas (Szabo y Tebbett,
2002).

Los sintomas que se presentan por su consumo incluyen: Naiusea, vémitos,
anoiexia, disturbios psicolégicos como nerviosismo, ansiedad, agitacién, insomnio,
suenios vividos, confusién, delirio e incluso alucinaciones. El L-Dopa puede
transmitirse a la leche, por lo que las madres que den de mamar o las mujeres
embarazadas deben evitatlo (Szabo y Tebbett, 2002).

En la planta Mucuna, el L-Dopa patece ser una proteccion contra pestes y
enfermedades, a las que la planta es muy resistente, sin embargo, existen algunas que
si la afectan. Otra teoria sugiere que el I-Dopa provee al embrién de la planta con
una alta concentracion de nitrogeno (se ha observado que ¢l L-Dopa disminuye al
germinar la semilla) (Eilitts, et. al., 2002).
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Segun diversas pruebas para eliminar el L-Dopa realizadas con frijoles Mucuna,
parece ser que el L-Dopa no se encuentra ligado a la proteina del frijol, ya que se
remueve con agua, aunque los tratamientos para lograrlo suelen ser muy largos (hasta

96 horas de remojo en agua a 66°C) (Bressani, et. al., 2003)



III. EFECTO DE LA COCCION ACIDA Y ALCALINA
SOBRE LA ELIMINACION DE L-DOPA EN FRIJOL
MUCUNA.

A. JUSTIFICACION

En la poblacion de Guatemala existe un alto nivel de desnutricién, por el
elevado indice de pobreza presente. Por esto se hace indispensable encontrar
alimentos de alto valor nutritivo para la poblacién. De alli que se justifica plenamente
investigar la posibilidad de aprovechar como alimento humano, una planta que
actualmente se cultiva sélo para mejorar el suelo.

Cultivar el frijol terciopelo negro es til para enriquecer el suelo agotado por la
siembra de maiz; sin embargo, no son muchas las personas en Guatemala que se
toman el trabajo de cultivar una planta que luego no podrin consumit, sélo con el fin
de mejorar su cosecha.

Si el frijol terciopelo negro pudiese consumirse en grandes cantidades, el
cultivario se convertiria en una actividad provechosa en si misma. Por lo tanto, el
investigar la posibilidad de eliminar la sustancia que lo hace peligroso para la salud
(L-Dopa), es muy importante para fomentar el uso de esta planta como abono
orginico y como alimento.

B. OBJETIVOS

1. General. Establecer un método que elimine la L-DOPA del frijol terciopelo
sin comprometet sus cualidades nutricionales.

2. Especificos.

® Realizar pruebas de eliminacién de la sustancia L-DOPA mediante
coccton en medio acido y alcalino, empleando iones de sodio, calcio v
potasio, asi como también coccidén con vapor y en microondas.

® Determinar el contenido de proteina y sélidos de los productos del
proceso de extraccion del L-DOPA.

C. HIPOTESIS

1. De investigacion. Es posible eliminar completamente el L-Dopa del frijol
terciopelo negro por métodos tecnoldgicos tales como los enunciados en el primer
objetivo especifico, dejando una harina 1itil para el consumo humano.

2. Nula. No es posible eliminar totalmente ¢l contentdo de L-Dopa del frijol
terciopelo por métodos tecnologicos tales como los enunciados en el primer objetivo
especifico, sin comprometer sus cualidades nutricionales.




D. MATERIALES Y METODOS

La muestra inicial consistid en semillas de frijol Mucuna
pruriens de color negro, suministradas por el Instituto de Ciencia y
Tecnologia Agropecuaria, Guatemala (ICTA).

Los métodos para trafrar las muestras tienen la forma
general de la Grifica 1. La diferencia basica es el proceso de
coccibén que se aplica como primer tratamiento a las muestras.

Cuadro 1. Procesos de coccién (Primer tratamiento).

# Método Proceso de coccién
1 Control, no hay método de coccidn
2 Coccibn al vapor (30min a 121°C)
3 Coccién por microondas (1 min)
4 Coccién en agua, 6h, pH 7.0
5 Coccidn en agua, 6h, pH 9.0 con Ca(OH),
6 Coccidn en agua, 6h, pH 11.0 con Ca(OH),
7 Coccidn en agua, 6h, pH 9.0 con KOH
8 Coccidn en agua, 6h, pH 11.0 con KOH
9 Coccidn en agua, 6h, pH 9.0 con NaOH
10 Coccién en agua, 6h, pH 11.0 con NaQOH
11 Coccidn en agua, 6h, pH 3.0
12 Coccién en agua, 6h, pH 6.0 4‘

Los valores de pH fueron elegidos al azar, 2 pH acidos y 2
pH basicos, tratando de mejorar la solubilidad del L-Dopa para
facilitar su extraccién. En el pH baisico, se examind la influencia
de los iones de Na, K y Ca. También se estudié el efecto de
tratamientos fisicos como el calentamiento con vapor y por
microondas. Se aplicaron 12 diferentes métodos incluyendo el
control (Cuadro 1)

Se realizd un andlisis con respecto al contenido de L-Dopa
en el frijol terciopelo crudo (Control). También se analizé el
contenido de proteina del frijol (método Kjeldahl).

Una vez realizados los primeros tratamientos, las muestras
s¢ secaromn, pesaron y pulverizaron, con lo que se obtuvo cierta
cantidad de harina de cada muestra (el control sélo fue molido)

El segundo tratamiento consisti en hervir las muestras de
harina durante ciertos intervalos de tiempo (0, 3, y 6 minutos)
Después se determiné el L-Dopa presente tanto en el extracto

Grafica 1
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| Cocer el frijol (primer
tratamiento, Cuadro 1)
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como en la hatina ya seca.

Para evaluar la pérdida de sélidos durante este procedimiento, se registrd el
peso de la muestra antes del tratamiento y después de secada. Ademis, se determiné
el porcentaje de sélidos de los liquidos de coccién. También se determiné el
contenido de proteina de las muestras tratadas.

1. Primer tratamiento.

a. Coccidn en agua (Métodos # 4 al 12): 100 semillas pesadas previamente se colocaton en
un vaso de precipitacién (“beaker”), con 300 mL de una muestra preparada como se
indica en el Cuadro 1. Las semillas se colocaron a hervir hasta que quedaron suaves
(aproximadamente 6 horas). Cuando el liquido se consumia, se agregaba nuevo
liquido a fin de conservar el volumen (agua des-ionizada en todos los casos, menos en
el de pH dcido, dénde se agregé mis solucién acida). El agua se descarté (una
porcién de 5 mL se secé en cada caso pata determinar la cantidad de sélidos
perdidos). Los frijoles se secaron en un horno de conveccién, antes de moletlos.

b. Coecidn al vapor (Métods # 2): 300 semillas pesadas previamente se colocan en una
olla dentro de un autoclave por 30 minutos (tarda aproximadamente 15 min en llegar
2 la temperatura de 121°C) y se deja enfriar. Luego se secaron en un horno de
conveccién antes de molerlos.

¢. Coccidn en microondas (Método # 3): 100 semillas pesadas previamente se colocaron en
un vaso de precipitacién. Se las calenté en un horno de microondas durante un
minuto. Las semillas se secaron luego en un hotno de conveccién, antes de moletlas.

2. Obtencién de harina.

a. Molienda: Los granos, ya secos, se molieron de primero en un molino de café, hasta
lograr pedazos pequeiios. Luego se molieron en un molino centrifugo para lograr una
harina fina.

3. Segundo Tratamiento.

a. Extraccidn con agua: Tres porciones, de 4 g cada una, de harina de cada muestra que
recibié el primer tratamiento, se colocaron en un vaso de precipitacién con cierta
cantidad de agua deionizada (depende del tiempo de ebullicién, debido a la
evaporacién, véase Cuadro A-3 del Apéndice). Una porciéon no se hirvidé. Otra se
hirvié durante tres minutos y la otra durante seis minutos (véase Grafica 2) Después
se centrifugd y se separaron las fracciones. La fraccién sélida se secé.




4. Equipo
Cuadro 2. Equipo utilizado

Equipo Fabricante Modelo
Autoclave Market Forge STM-6
Espectrofotémetro | Spectronic Instruments | CSA LR 45227
Medidor de pH Mettler Toledo MP220
Balanza analitica Denver Instrument M-120
Estufa CORNING PC-420
Digestor LABCONCO 06030000 A
Destilador LABCONCO 6500000
Horno Fisher Scientific 516G
Molino UDY Corporation 3010-030
Microondas Panasonic | ...
Mufla Barnstead/Thermolyne F62735
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5. Método para el analisis de L-DOPA.

Cuadro 3. Método para L-DOPA (Szabo y Tebbertt, 2002).

Reactivos Equipo
Acido clorhidrico 0.1N Pipctas de 4ml.
Alcohol ¢tilico 50% Centrifuga y tubos de centrifuga
| Curva estindar de L-DOPA Balanza analitica
Agua Balones aforados de 50 mL, 100 mL, 1000 mL
Espectrofotometro
Vasos de precipitacidn de 1000 mL
Embudos
Papel filtro Whatman No. 4
1. Hacer las soluciones de etanol y icido clorhidrico.
2. Hacer la curva de L-DOPA (1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 pg/mL).
3. Pesar 0.25 g de las muestras en los tubos de centrifuga.
4. Poner a hervir agua.
5. Agregar a los tubos de centrifuga 4 ml, de HCl 0.1N.
6. Hervir los tubos por 5 min. a bafio maria en el agua caliente.
7. Dejar que sc enfrien y agregar 4 mlL dc alcohol al 50%.
8. Centrifugar por 10 min a 4000 rpm.
9. Decantar el liquido en embudo con papel filtro Whatman No.4, dentro de un balén aforado de 100 mlL.
10. Agregar a la muestra otros 4 mL de alcohol al 50%.
11. Centrifugar por 10 min.
12, Decantar en el baldn.
13. Repetir 1 vez mis.
14. Afotar 2 100 mL con ctanol al 50%.
15. Ajustar el espectrofotdmetro (283nm) a 0 con etanol al 50%, teer la curva y las muestras.
16. Determinar la cantidad de L-DOPA presente en las muestras.
6. Método para el andlisis de proteinas.
Cuadro 4. Mérodo para micro Kjeldahl (AOAC, 1984)
Reactivos Equipo
Acido sulfirico 93-98% H.S50, Balones Kjeldahl 100ml.
Oxido de¢ mercutio HgO Digestor Kjcldahl
Sulfato de potasio K280, Destilador Kjeidahl
Acido bérico al 8% Balanza
Tiosulfate de sodio al 4% Buretas
Hidréxido de sodio NaOH (10N) Vasos de precipitacién
Solucion de acido clorhidrico 0.1N Probetas
Rojo de metilo {1g en 200mL de alcohol) Gotero
1. Poner la muestra (0.25g) en el balon Kjeldahl.
2. Agregar 0fg de 11gO, 1.5g de K250, y 3ml. de H,S0,.
3. Colocar cl balén ¢n posicién inclinada y calentar hasta que se ponga transparente en el digestor.
4. Enfriar y agregar un poco de agua fria.
5. Agregar 13ml. de NaOH 10N y 5 ml de Tiosulfato de sodio 4%.
6. Colocar la muestra en un sistema de destilacidon.
7. Recibir del condensador en una solucion de deide bérico al 8% con 3 gotas de rojo de metilo.
8. Destilar hasta que todo el NIl salga (270 ml de destilado).
9. Titular ta solucidn con HCl 01N,
10 %N mL HCl x normalidad HCI x 0.014 (Factor N) % 100 x 6 25 (Factor proseina)
. (+) = - e e - - . - .
Peso de la muestra
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E. DISENO EXPERIMENTAL

Para comprobar la hipétesis de investigacién se empledé un disedio
experimental con posprueba Gnicamente, seleccién aleatoria de las muestras, y grupo
de control (Hernindez et al. 2003).

Se estudio el efecto de los diferentes tratamicntos (variables independientes,
vease las Grificas 1 y 2 y Cuadro 1) sobre las siguientes variables dependientes:

* El contenido de L-Dopa en las diferentes harinas.
¢ Ll contenido de proteina en las diferentes harinas.

Los datos se procesaron utilizando el paquete estadistico de Microsoft Excel ¥
el programa Analyse-it (http://www.analyse-it.com/)

El propésito de los experimentos fue encontrar un tratamiento que reduzca a
cero el contenido de L-Dopa del frijol terciopelo negro, con el minimo dafio a sus
propiedades nutritivas. Para esto, a un grupo se aplicaron diversos tratamientos
(Cuadro 1), seguidos de molienda y extraccién con agua hirviendo (Grafica 1) Cada
prucba se realizé con miultiples replicados, incluyendo los tiempos de ebullicién
durante la segunda fase del procedimiento. Se buscaron diferencias en el contenido de
L-Dopa y proteina causadas por los tratamientos, con respecto al control.

Se selecciond un nivel de significaciéon ®=0.05 (probabilidad de cometer un
error tipo I, falso positivo) para las pruebas estadisticas.

Para observar si existen diferencias significativas entre los tratamientos se
empled anilisis de varianza de una via y comparaciones pareadas de medias por el
método de la minima diferencia significativa y el método de Tukey (Montgomery,
1997) Como el analisis de varianza requiere una distribucién normal de los datos, se
realizé la prueba Shapiro-Wilk W para normalidad (Programa Analyse-it)

Para determinar si existe asociacién entre el tiempo de ebullicién (2°
Tratamiento) y el contenido de L-Dopa en la fase sélida, asi como entre el contenido
de L-Dopa en la fase sélida y el contenido de sélidos en la fase liquida, se empled una
prucba de correlacién de Pearson para variables continuas normalmente distribuidas.
Ademas, sc efectud un anilisis de regresidn lineal para ajustar los datos a ecuaciones y
calcular coeficientes de correlacion (Programa Analyse-it).

Para determinar si los coeficientes de correlacion de Pearson eran
significativos al nivel de o = 0.05, se emplearon valores criticos publicados en
Internet (Siegle, 2003) Para los coeficientes de correlaciéa para regresion lineal se
utilizé una tabla de valores criticos publicada por Volk, 1969.
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F. RESULTADOS

1. Primer tratamiento

Cuadro 5.  Contenido de L-Dopa y proteina

Porcentaje
Muestra L-Dopa Dii‘illi;:;:én Proteina
Control 6.088 0.00 22.813
Vapor 6.371 -4.65 23.072
Microondas 6.358 -4.43 23.288
pH7 3.961 34,94 21.856
Ca(OH); pH9 3.869 36.45 22.398
Ca(OH); pH1I1 3.886 3617 22.802
KOH pHY9 4.445 26.99 22.186
KOH pH11 4.392 27.86 23.371
NaOH pH9 3.766 38.14 22.005
NaOH pH11 3.826 37.16 21.607
HCI pH3 4.151 31.82 20.859
HCI pHé6 4.046 33.54 20.567

2. Segundo tratamiento

Cuadro 6. Miligramos de L-Dopa por mililitro
en el liquido de coccién

Tiempo de ebullicién (minutos)
Muestra
0 3 6

Control 2 0.0282 0.9130 0.0020
Vapor 0.0425 1.0143 0.0016
Microondas 0.0247 0.8933 0.0022
pH? 0.0231 0.5481 0.0012
Ca(OH): pH9 0.0015 0.001¢ 0.0014
Ca(OH); pH11 0.0014 0.0015 0.0014
KOH pH9 0.0015 0.0016 0.0015
KOH pH11 0.0016 0.0016 0.0015
NaOH pH9Y 0.0014 0.0015 0.0014
NaOH pH11 0.0015 0.0015 0.0013
HCI pH3 0.0015 0.0014 0.0012
HCI pHg¢ 0.00t4 0.0014 0.0011




Cuadro 7. Porcentaje de sélidos del
liquido de coccion

Muestra Tiempo de ebullicién (minutos)
0 3 6

Control 2 2770 1.691 2.044
Yapor 2135 1.954 2.312
Microondas 2.075 1.548 1.708
pH? 1.195 1.019 1.095
Ca(OH); pHY 1.202 1.457 1.285
Ca(OH); pH11 1.149 1.413 1.322
KOH Ph9 1.279 1.565 1.471
KOH Phi1 1.365 1.615 1.458
NaOH pH9 1.25¢6 1.499 1.349
NaOH pH11 1.277 1.481 1.275
HCI1 Ph3 1.354 1.389 1.197
HCI1 Phé 1.252 1.311 1.082

Cuadro 8. Contenido de L-Dopa de la fase solida
después del Segundo tratamiento

Muestra Tiempo de ebullicién (minutos)
0 3 6

Control 2 1.896 5.060 3.761
Vapor 2.313 4.333 1.827
Microondas 2.086 5.340 2.167
pH7 1.481 2.121 1.471
Ca(OH); pH9 1.598 2.971 1.192
Ca(OH); pH11 2.064 3.263 1.771
KOH Ph9 2.564 2.847 1.565
KOH pH11 2.307 3.833 1278 |
NaOH pH9 2.900 2,897 1.638
NaOH pH11 2.960 1.832 2.084
HCI pH3 1.971 1.991 1.374
HCI pHé 1.870 1.833 1.470 4‘




Cuadro 9. Contenido de proteina de la fase solida
después del segundo tratamiento

Muestra Tiempo de ebullicion (minutos)
0 3 6

Conttol 2 13.587 25.128 24.772
Vapor 17.601 22,376 25.123
Microondas 22.822 27.812 25.640
pH7? 28.191 25.527 27.595
Ca(OH); pHY 27.294 28.466 29.746
Ca(OH); pH11 30.444 30.707 28.759
KOH pH9 30.848 28.999 26.488
KOH pH1i1 30.629 29.888 28.283
NaOH pH9 29.186 27.925 28.138
NaOH pH11 28.450 27.698 28.152
HC1 pH3 29.544 27.921 29.144
HCI1 pHé 28.737 29.908 28.353

Cuadro 10. Porcentaje de disminucién final de L-Dopa
(100% = 6.0875% de L-Dopa)

Tiempo de ebullicién (minutos)
Muestra
0 3 6

Control 2 68.861 16.871 38.222
Vapor 62.009 28.819 69.988
Microondas 65.727 12.272 64.411
pH7 75.674 65.161 75.833
Ca(OH); pHY 73.749 51.190 80.424%*
Ca(OH), pH11 66.092 46.393 70.910
KOH pH9Y 57.885 53.240 74.288
KOH pH11 62.109 37.036 78.999
NaOH pH9 52.367 52.404 73.084
NaOH pH11 51.375 69.904 65.773
HCI pH3 67.616 67.300 77.429
HCI pHé 69.287 69.895 75.846

* Maxima reduccidn alcanzada en este trabajo.



Cuadro 11.  Coeficientes de cotrelacién de Pearson con
respecto al iempo de ebullicién en el segundo tratamiento

Muesira L-Dopa Proteina
Control 2 0.47 0.78
Vapor -0.17 0.86
Microondas 0.02 0.32
pH7? -0.01 -0.16
Ca{OH); pHY -0.18 0.52
Ca(OH); pH11 -0.11 -0.29
KOH pH?9 -0.41 -0.57
KOH pHI1 -0.33 -0.48
NaOH pH9 -0.52 -0.18
NaOH pH11 -0.47 -0.08
HCI pH3 -0.43 -0.07
HCI pHé -0.40 -0.12

Cuadro 12, Coeficientes de correlacién de Pearson con
tespecto al contenido de sélidos del liquido de coccién

Mucstea sliton
Control 2 0.69°
Vapor 0.79%
Microondas -0.46
pH7 -0.20
Ca(OH), pH9 0.61¢
Ca(OH), pH1l 0.42
KOH pH9 0.12
KOH pH11 0.52°
NaOH pH9 -0.02
N2OH pHI11 -0.31
HCI pH3 041
HCl pH6 0.17

< Correlaciones significativas.




Grifica 3. Regresion lineal para la muestra Control 2, porcentaje
de solidos de la fase liquida contra L-Dopa (fase sélida).

8 y=-2.3802x + 8.7348
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Grifica 4. Regresion lineal para la muestra Vapor,
porcentaje de sélidos de la fase liquida contra L-Dopa (fase sélida).
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Grifica 5. Regresion lineal de la muestra Ca(OH), pH9,

porcentaje de solidos de la fase liquida contra I.-Dopa (fase solida).
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Grafica 6. Regresion lineal de la muestra KOH pHI11,
porcentaje de solidos de la fase liquida contra L-Dopa.

74 y¥=6.2155x-6.7235
R*=02741
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Los cocficientes de correlacion para las regresiones de las Graficas 3 a 6
significativos 2 un nivel de 0.05




G. DISCUSION

1. Primer tratamiento. Después de realizados los primeros tratamientos
Listados en el Cuadro 1, se proccdié a obtener el contenido de L-Dopay proteina de
las muestras, como indica la Grafica 1. Esto se realizé por triplicado. Veéanse los
resultados promedio presentados en el Cuadro 5.

a. L-Dopa. El analisis de varianza de los datos demosttd que existian diferencias
significativas entee las muestras tratadas, en cuanto su contenido de L-Dopa.

Entonces se realizd un analisis comparativo (Minima diferencia significativa).

Segin este analisis, las muestras NaOH pH9, NaOH pH11, Ca(OH), pH9,
Ca(OH), pH1i, pH7 y HC pHG no tenian diferencias significativas entre si. Ademais,
fueron los tratamientos que mas redujeron el contenido de L-Dopa en la muestra (de
un 6% a un 3.8%, ceduccién del 38% masa sobre masa). De esto s¢ observa que el
método de cocet la muestra s6lo en agua (pH7) era tan eficaz como cocetla con
hideéxido de sodio (NaOH) e hidréxido de calcio (Ca(OH),) a cualquier pH y con
HCl a pHo.

Fl tratamiento con hidréxido de potasio (KOH) 2 cualquier pH ¥ el
tratamiento con HCl a pH3 no tienen diferencias significativas entre si en cuanto al
contenido de L-Dopa, pero sélo lograton reducir su contenido de 6% a 4.3%, por lo
que cresultaron menos eficaces que los anteriores.

Los tratamientos fisicos (Mictoondas ¥ Vapor) no tuvieron efectos
significativos en la reduccién del L-Dopa, conservando un porcentaje de alrededor
del 6%. Debido a que a la muestta control (la cual sélo fue molida) no se le eliminé el
agua como 2 las otras muestras, su contenido de L-Dopa parece ligeramente menor
que el de las muestras de Microondas y Vapor.

b. Proteina. Con tespecto al contenido de proteina, todos los métodos la
conservaron practicamente € Su porcentaje original. No se observan diferencias
significativas entre ol contenido de proteina del frijol crudo (Control) y la mayot parte
de las muestras, excepto pot tres: NaOH pH11, HClpH3 ¥y HCl pHb6.

Los tratamientos a pH icido favorecieron la pérdida de proteina, as{ como el
tratamiento con hidroxido de sodio a pH11. Sin embargo, la diferencia entre los
tratamientos no es muy grande (Control 22%, HCl pH3 21% masa sobre masa) pero
si es significativa.

2. Segundo tratamiento. Los resultados promedio para el segundo tratamiento
pueden verse en los Cuadros 8 (L-Dopa) ¥y 9 (Proteina). En el Cuadro 10 se
encuentran los porcentajes de disminucion de L-Dopa en relacion a la muestra
Control.

Bl analisis de varianza de dos vias (comparar cl efecto del primer tratamiento
con el tiempo de ebullicion) indicd diferencias significativas de ambos tratamientos

sobre los contenidos de I.-Dopa ¥ proteina. También seflalo una interaccion
significativa entre cl primer y scgundo tratamicntos sobre dichos contenidos. Para




25

llegar a una comprensién mis clara de los resultados, se tratard cada método (Cuadro
1) por separado. Lucgo se analizardn los casos segun el tiempo de cbullicién.

El segundo tratamiento ocasioné pérdida de masa en todas las muestras. Esto
¢s porque al disolver las muestras en agua y luego scparar la fase liquida de la solida,
esta ultima pierde compuestos solubles (véase Grafica 1). En algunas de las muestras
el contenido de proteina resulté mayor que en la muestra Control porque, al separar
la fase liquida de la sélida en el segundo tratamiento, algunas sustancias solubles se
quedaron en la fase liquida, mientras que la proteina permanecié en el sélido, con lo
que su concentracion se incrementd (véase Cuadro A1-6 del Apéndice).

Ademis se hicieron pruebas con respecto a hervir las harinas por nueve y doce
minutos, pero las pérdidas de masa fueron mayores al 40%, por lo que no se
consideraron practicas desde el punto de vista econdémico, y no se analizaron.

Se realizaron triplicados de cada prueba del segundo tratamiento. Las
determinaciones de L-Dopa y proteina se hicieron en duplicado, obteniéndose un
total de seis resultados (tanto de L-Dopa como de proteina) para cada tiempo de
ebullicién (véase Grafica 2).

En casi todos los tratamientos se observé una mayor concentracion
(significativa) de L-Dopa en las porciones hervidas por tres minutos que en las
hervidas por cero y seis minutos. Este comportamiento muestra que la solubilidad del
L-Dopa disminuye al hervir la harina pot poco tiempo (tres minutos) y aumenta al
herviria por mis tiempo (seis minutos). Las porciones solo lavadas en agua presentan
en general una cantidad similar de L-Dopa a la de las muestras hervidas por seis
minutos, exceptuando las muestra NaOH pH9 y pHI11, HCI pH3 y pH6, que se
explican mis adelante.

A continuacién se discute el efecto del sepundo tratamiento sobre el contenido
de L-Dopa y proteina del frijol terciopelo, comparindolo con la muestra Control
molida del primer tratamiento:

a. Control 2 (La muestra Control sometida al Segundo tratamiento). De acuerdo con el
anilisis de wvarianza de una via, lavar Ja muestra Control con agua fue
significativamente mis eficaz para disminuir el contenido de L-Dopa que hervirla por
tres o sels minutos, pero provocé una mayor pérdida de proteina (de hecho, la mayor
pérdida de proteina de todas las muestras es el Control lavado con agua a tempceratura
ambiente, siendo esta una pérdida significativa). Esto es porque parte de la proteina
permanece soluble cuando la muestra se lava con agua a temperatura ambiente y se
pierde al separar la fraccién liquida. No hubo diferencias significativas en el
contenido de L-Dopa entte las muestras Control 2 hervidas durante tres y sels
minutos.

Al comparar la muestra Control con la muestra Control 2, se observa que
hervir la muestra durante tres minutos no provoco una disminuciéon significativa en el

contenido de L-Dopa, aunque éste si disminuyo significativamente en los otros dos
casos.

b. Vapor. La muestra tratada en autoclave (Vapor) redujo significativamente su
contenido de L-Dopa con respecto a la muestra Control en todos los tiempos de
ebullicién. En la muestra hervida durante tres minutos, se observéd una reduccién
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significativamente menor de L-Dopa con respecto a los tratamientos a cero y seis
minutos. También hubo una pérdida significativa de proteina al lavar la muestra con
agua, pero no 2l hervirla.

¢. Microondas. La muestra tratada por microondas exhibe un comportamiento
similar al de la muestra tratada al vapor, en lo que se refiere a la pérdida de L-Dopa.
(Excepto una reduccion del contenido de L-Dopa no significativa al hervir la muestra
por tres minutos).

En esta muestra se aprecian aumentos significativos en la concentracién de
proteina, por causa de la pérdida de masa total, aunque no en el tratamiento del
tiempo 0.

d. pH7. En los tres tiempos de ebullicién la reduccién de L-Dopa con respecto al
Control fue significativa. Sin embargo, el comportamiento fue similar al de la muestra
al vapor, también con una reduccién en el L-Dopa menor al hervir la harina por tres
minutos, comparandola con los otros dos tratamientos.

El contenido de proteina no cambié significativamente al hervir la muestra por
tres minutos, pero si hubo cambio en los otros dos casos, en los que se observo
aumentos.

e. Ca(OH)2 pHY. Exhibe un comportamiento similar al de la muestra pH7, en lo
que se refiere a pérdida de L-Dopa, con una disminuciéon significativa del contenido
de esta sustancia de acuerdo con la muestra control, y también en la muestra hervida
por tres minutos la disminucién fue menor.

Con respecto a la proteina, en todos los casos se aprecian aumentos de su
contenido, por causa de la pérdida de otros compuestos al separar la fase solida.

Es en esta muestra en la que se obtuvo I3 mayor disminucién en la
concentracién de L-Dopa (véase Cuadro 10).

J. Ca(OH)2 pH71. Con respecto al control, todos los cambios de L-Dopa y
proteina fueron significativos. Se obtuvo una mayor eliminacién de L-Dopa al hervir
esta muestra por sels minutos, mientras que la menot pérdida fue la de tres minutos.

También se observa un aumento aparente en la concentracién de proteina, por
causa de la pérdida de otros componentes en el agua de coccion.

Entre las dos muestras tratadas con hidréxido de calcio (Ca(OH), pH? y
Ca(OH), pH11) no se aprecian diferencias significativas con respecto al contenido de
L-Dopa en ninguno de los tiempos de ebullicién del segundo tratamicnto. Tampoco
se aprecian diferencias significativas con respecto 2l contenido de proteina.

& KOH pH9. El comportamiento dc esta muestra es similar al de las anteriores, la
disminucién de L-Dopa fue significativa en todos los casos. Se observa una mayor
concentracion de L-Dopa en la muestra hervida por tres minutos, la cual tiene una
diferencia significativa con respecto a la muestra hervida por seis minutos.

Con respecto a la proteina, todas las muestras presentaron un aumento en la
concentracion de la misma, el cual fue significativo con respecto a la muestra Control.
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h. KOH pH71. En esta muestra, todas las perdidas de L.-Dopa fueron significativas
con respecto al control. Sin embargo, la muestra hervida pof tres minutos presentd
una concentracién significativamente mayor de L-Dopa que las otras dos.

En esta muestra también se observd una concentracion final de proteina
significativamente mayor a la de la muestra control.

Los dos tratamientos de Hidréxido de potasio (KOH pH9 y KOH pH11) no
presentan diferencias significativas entre si después del segundo tratamiento, tanto en
L-Dopa como en contenido de roteinas.

P p

2. NaOH pHY. Esta muestra rambién presenté una reduccién significativa en su
contenido de L-Dopa, pero a diferencia de las muestras anteriores, en las que se
Observé una mayor retencién de L-Dopa al hervirlas por tres minutos, en este caso, la
muestra de cero minutos y la de tres minutos de ebullicién no tienen diferencias
significativas entre si. Es la muestra hervida por sets minutos la tnjca
significativamente diferente, con una concentracion final menor de L-Dopa.

En esta muestra también se aprecia un aumento significativo de la proteina
con respecto al Control en todos los casos.

J- NaOH pH17. En esta muestra también hubo una reduccibén significativa del I-
Dopa en todos los casos con tespecto a la muestra Control. Sin embargo, a diferencia
de todas las muestras antertores, el lavar ]a muestra con agua a temperatura ambiente
redujo la cantidad de L-Dopa en menor medida que al hervirla. No hay diferencias
significativas entre las muestras hervidas por tres y seis minutos, pero la muestra no
hervida si presenta diferencias significativas con respecto 2 las hervidas.

También se aprecia un aumento en el contenido de proteina en todos los
€asos.

Entre las dos muestras tratadas con hidroxido de sodio (NaOH pHY9 y NaOH
pH11) no hay diferencias significativas con respecto a su contenido de L-Dopa y de
ptroteina.

k. HCI pH3. Este método produjo reducciones significativas en el contenido de L-
Dopa con respecto a la muestra Control. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre los diferentes tiempos de ebullicién del segundo tratamiento con
respecto al L-Dopa y a la proteina.

También se observé un aumento significativo en la concentracién final de
proteina con tespecto a la muestra Control.

L HC! pH6. En esta muestra se aprecta también una disminucién significativa de
L-Dopa con respecto a la muestra Control. Su comportamiento es muy similar al
comportamiento de la muestra HC] PH3, tanto en cuanto al contenido de L-Dopa
como al contenido de proteina.

En esta muestra también se aprecia un aumento significativo de proteina con
respecto a la muestra Control.
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7. Correlaciones. No se encontré correlaciéon significativa entre el tiempo de
ebullicién y el conrenido de L-Dopa y de proteina en la fase sélida. Los Cuadros 11 ¥
12 contienen los coeficientes de correlacidn de Pearson para estas pruebas.

A excepcion de cuatro casos, 10 se encontrd una correlacién significativa entre
el contenido de sélidos del liquido de coccién y el contenido de L-Dopa de sus
respectivas fases sélidas.

En la muestra Control 2 se encontré una correlacién significativa entre el
porcentaje de sdlidos del liquido de coccién y el contenido de L-Dopa dec la fase
solida (Cuadro 12) El anilisis de regresién también dio un coeficiente de correlacidn
significativo (Gréfica 3). En este caso, la correlacién es negativa. Esto significa que
entre mas solidos se encuentran en la fase liquida, hay menos L-Dopa en la fase
solida. Este es un resultado l6gico, ya que esto indica que entre los sélidos que se
perdieron en el liquido de coccidn se encuentra el L-Dopa.

En la muestra Vapor se encontré una correlacién significativa entre el
porcentaje de sélidos del liquido de coccién y el contenido de L-Dopa de la fase
sOlida (Cuadro 12) El anilisis de regresién también dio un coeficiente de correlacion
significativo (Grifica 4). La correlacién también es negativa, por 1o que la explicacién
es la misma que pata el caso de la muestra Control 2.

Al realizar una correlacién de Pearson entre el contenido de L-Dopa de la fase
sélida y el porcentaje de sélidos de la fase liquida de la muestra Ca(OH), pHY, se
observé una correlacién significativa (Cuadro 12) El anilisis de regresién también dio
un coeficiente de correlacién significativo (Grafica 5). En este caso, la correlacién es
positiva. Esto indica que mientras més sélidos se encuentran en la fase liquida, mas L-
Dopa se encuentra en la fase sélida. En este caso, la mayor cantidad de sélidos
disueltos hace mis lenta la salida del L-Dopa.

Al realizar una correlacién de Pearson entre el contenido de L-Dopa de la fase
solida y el porcentaje de solidos de la fase liquida de la muestra KOH pH11, se
observé una correlacion significativa (Cuadro 12) El analisis de regresién también dio
un coeficiente de correlacion significativo (Grafica 6). En este caso la correlacién es
también positiva.




IV. TAMANO DEL GRANO Y RETENCION DE L-DOPA
DURANTE LA COCCION.

A. JUSTIFICACION

El frijol Mucuna pruriens es una semilla con muy buenas caracterfsticas, tanto
como alimento como por sus propiedades como cultivo de cobertura, Pero por su
contenido de L-Dopa, su aprovechamiento como alimento es muy escaso. Como el L-
Dopa se extrae mas ficil mientras mis fina es la particula, es posible que si se utilizan
solo semillas pequeiias, la extraccién del L-Dopa se facilite.

B. OBJETIVOS
1. General. Lograr una extraccién significativa de L-Dopa en las muestras.

2. Especificos. Estudiar la relacién entre el tamafio de semilla y el contenido
de L.-Dopa antes y después de la coccidn,

C. HIPOTESIS

1. De investigacién. Tas semillas de Mwucuna prariens de menor tamafio
contienen menor cantidad de I-Dopa.

2. Nula. No hay diferencia significativa en el contenido de L-Dopa entre las
semillas de Mucuna pruriens de diferente tamafio.

29




D. MATERIALES Y METODOS

Grafica 7.

En este estudio se utilizaron muestras diferentes

de frijol Mucuna, como se indica en cl siguiente cuadro: Casificar las semillas
- segun su tamafio
Cuadro 13.  Muestras originales. o 12,39
— . \
Muestra Caracteristic as Determinar largo y peso
promedio de las
Semillas de frijol Mucuna previens de color semitlas
A negro, cultivadas en El Paraiso, Patulul, I
Guatemala. Determinar humedad de
las muestras '
Semillas de frijol Mucuna pruriens de color e X
negro, suministradas por el Instituto de Determinar L-Dopa de
B . : ] ) las muestras
Clencia y Tecnologia Agropecuaria, —— e — o —
Guatemala (ICTA). e ¥
Pesar 10 g. en !
] - ] © duplicado de cada
Semillas de frijo} Mucuna pruriens de color i muestra, ;
C beige, cultivadas en Las Marias, Patulul, Tt R
Guaternala. Agregar 100mL de agua ;
' acadaunaydejaras
reposar por 24h. !
Las tnuestras se clasificaron a mano segin su . .. ¥
- P ; - . Removerelaguade |
tamano: d%v1diendose arbitratiamente en cwuatro | remojoy medir su \
categorias diferentes (1, 2, 3, 4). De cada tamaiio se | volurnen. |
midierop y pesaron algunas semillas para obtener un e
promedio. : Determinar L-Dopa, %
) de solidos y cenizas en
Porcentaje de humedad: Las muestras crudas vy molidas se elagua de remojo. !

—

colocaron en capsulas de aluminio previamente pesadas. B
. A - - S
Las rmnuestras se pusieron en un horno de conveccién

: I A
durante 24h. Las capsulas se dejan enfriar en una !Adregar 100mL de agua | |
a la muestra y hervir par

i
desecadora y se pesan de nuevo. 20 min. !
. . . ‘ ‘Repetir 3
Procedimiento  de coccidn: Las muestras de  semillas v el veces
. Refirar el agua de
debl.dq'mente pesada se colocaton en wvasos de coccion y medir su
precipitar. Luego se agrego 100 mL de agua a cada vaso volumen. ‘ E

y s¢ dejo reposar a temperatura ambienre durante 24h.
Cuando pasé el tiempo, el agua se retiré y se midié su ) v
volumen. Se guardé parte para los siguientes analisis. A Deteminar L-Dopa. %
las semillas se 1 b Nuey ente 100mL d . desolidos y cenizas en
as semillas se les agregd nuevamente mL de agua, y o liouices de coccion.
se  pusteron a  hervir durante 20 minutos. FEste ‘
procedimiento se realizd tres veces en total. Todas las
aguas de coccidon se midieron. Se guardd parte de las

A
Secar las semillas.

mismas para los siguicntes analisis. v

) Pesar las muestras y
L-Dapa: Se tomé 5 mL de cada liquido vy se aford a determinar L-Dopa.
50ml.. 141 L-Dopa se determing leyendo las muestras ¢n -

un espectrofotometro a 283nm (véase Cuadros 2 v 3). Fin




Porcentaje de silidos: Se tomé 10ml. de cada liquido, se colocd en un vaso de precipitar
de 50ml. v se dejo secar en un horno de conveccidn por 24h. Una vez seco, el vaso de
precipitar volvid a pesarse v se obtuvo la diferencia.

Porcentaje de ceniza: Se verticron de 2 a SmL de la muestra en un erisol de porcelana
previamente pesado, después de lo cual se volvié a pesar. Los crisoles fueron puestos
en un horno de conveccidon durante 24h y volvieron a pesarse. Se colocaron en una
mufla (véase Cuadro 2) durante 3 horas a 600°C. Los crisoles se dejaron enfriar en
una desecadora y se pesaron.

Las semitlas cocidas se secaron en un horno de conveccién. Se molieron y se
les determind el L-Dopa (véase Cuadros 2 y 3).

E. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue similar al de la Parte [ (Efecto de la coccidn dcida y
alcalina sobre la eliminacién de L-Dopa en frijol Mucuna)

El propésito de los experimentos fue determinar si el tamaiio de las semillas
wfluye significativamente en la eliminacién de la sustancia L-Dopa durante el remojo
y coccion de las muestras.

Para observar si existen diferencias significativas entre las muestras después
del tratamiento se empled analisis de varianza de dos vias y pruebas t (Programa
Analyse-1t).

Para determinar si el tamafio de las semillas estaba relacionado con el
contenido de L-Dopa de las muestras, se realizaron correlaciones de Pearson.
Ademais, se efectud un analisis de regresién lineal para ajustar los datos a ecuaciones y
calcular coeficientes de correlaciéon (Programa Analyse-it).

Se selecciond un nivel de significacién o0=0.05 (probabilidad de cometer un
error upo I, falso positivo) para las prucbas estadisticas.




F. RESULTADOS

Cuadro 14. Caracteristicas de las muestras crudas

Muestra Peso/semilla |Largo/semilla
(2) {mm)
1A 0.982 15.2
2A 0.962 4.4
3A 0.871 13.7
4A 0.663 12.6
1B 1.540 17.0
2B 1.014 15.7
3B 0.747 142
4B 0.596 12.6
1C 1.379 16.9
2C 1.204 15.6
3C 0.948 14.7
4C 0.734 13.0

Cuadro 15. Contenido de L-Dopa de las

muestras antes del tratamiento

Muestra %o L-I?opa base | % L-Dopa base

himeda seca
1A 3.635 4.642
2A 3.459 3.511
3A 3.220 3.487
4A 3.027 3.241
1B 4.676 5.260
2B 4.984 5.000
3B 4.730 5.256
4B 4.408 4.631
1C 4.424 5.455
2C 3.837 5.486
3C 4.006 4.816
4C 3.325 3.441

3
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Cuadro 16. Contenido de L-Dopa de las
muestras después del tratamicnto

Muestra % L-Dopa % de reduccion
1A 4.334 6.623
2A 3.436 2.136
3A 3.408 2.258
4A 3.026 6.631
1B 4.774 9.250
2B 4.521 9.572
3B 4.782 9.030
4B 3.990 13.855
1C 4.767 12.621
2C 4.905 10.589
3C 4.038 16.147
4C 3.775 -9.688

Cuadro 17. Cocficientes de correlacién de Pearson
para el contenido de L-Dopa frentc a peso por semilla,
v ¢l contenido de I.-Dopa frente a tamano de la semiila.

‘Tamano
Muestra Peso (g) (largo, mm)
A 0.67 ().85
B 0.62 0.72
C 0.92 .93




Grafica 8. Regresion lineal del peso de la semilla contra
el contenido de [.-Dopa base seca de la mucestra A,
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Grafica 9. Regresion lineal del peso de la semilla contra
el contenido de L-Dopa base seca de la muestra B.
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Grafica 10. Regresian lineal del peso de la semilla contra
el contenido de [.-Dopa base seca de la muestra C.
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Grafica 11. Regresion lineal del tamafio contra el contenido
de L~Dopa base seca de la muestra A.
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Grafica 12. Regresion lineal del tamaiio contra el
contenido de L-Dopa base seca de Ia muestra B.
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Grafica 13. Regresién lineal del tamafio contra el
contenido de L-Dopa base seca de la muestra C.
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Grafica 4. Regresion lineal enrre la concentracién
de L-Dopa (base scea) antes v después del tratamiento
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En este caso, la correlacién de Pearson tuvo un
coeficiente de 0.95, el cual es significativo.

G. DISCUSION

Se analizaron tres tipos diferentes de frijol Mucuna, dos variedades negras y
una de color beige. Cada una de las muestras se separd a mano en cuatro categorias,
segun su tamafo (su largo, se midié en mmj. A cada tamafo, de cada muestra, se le
determiné el L-Dopa. listos datos constituyen el control con respecto a las muestras
tratadas. Aprovechando los datos de contenido de humedad, estos datos fueron

corregidos (véase Cuadro 15 de Resultados y Cuadro A2-2 del Apéndice).

El tamafio 1 era ¢l mis grande y ¢l tamano 4 ¢l mas pequeno, en todas las
muestras, asi que las muestras se separaron en los grupos 1A, 24, 3A, 4A, 1B, 2B, 3B,
4B, 1€, 2C, 3C y 4C.

Segun la muestra original a la que pertenccian (A, B o C), se realizé un anilisis
de varianza de dos vias, para determinar si las diferencias entre las muestras eran por
causa del tamano (1, 2, 3 6 4) o por ¢l tratamiento (diferencias entre los diferentes
controles y las muestras tratadas).

También se realizaron prucbas t para determinar si las muestras individuales
tratadas, de rodo tipo y tamafo, tenian diferencias con ¢l control.



[y

En los rres tipos de semillas s¢ observaron concentraciones mavoeres de .-
Dopa en las semillas mas grandes (véase Cuadro 15 de Resultados). Esto sugicre que
el L-Dopa se produce a medida que fa semilla crece,

1. Muestra A. Iista muestra consistia en un frijol redondeado, de color negro.
De las tres muestras analizadas cra la mas pequena (ver Cuadro 14 de Resultados).

En el analisis de varianza de dos vias se observo que, el contenido de L-Dopa
de las muestras A (tanto Control como trratadas), sc difcrencia sélo por ramafio, no
por el tratamiento. Al realizar prucbas t a todas las muestras A, se observé que no hay
diferencias significativas entre control y muestras tratadas.

Esto significa que la muestra A no fue afecrada significativamente, en su
contenido de L-Dopa, con ¢l traramiento utilizado en este estudio.

2. Muestra B. Esta muestra consistia en un frijol negro grande y aplanado. De

todas las muestras tratadas, contienc las semillas mas largas y pesadas (véase Cuadro
14 de Resultados).

En el contenido de L-Dopa de la muestra B se observa, de acuerdo con el
analisis de varianza de dos vias, que las diferencias entre las muestras son causadas
tanto por su tamano como por el rratamiento. [.as pruebas t indicaron que sélo la
muestra B tamafio 1 no fue afectada significativamente port el tratamiento. Esto
muestra que el tratamiento afectd mas a las semillas més pequefas.

3. Muestra C. La muestra C era un frijol terciopelo de color beige, con semillas
redondeadas. (Véase Cuadro 14 de Resultados).

De acuerdo con el anilisis de varianza de dos vias, el tamafio de las semillas
influye significativamente en su contenido de L-Dopa, no 2si el tratamiento. Seguin las
pruebas t, sélo el tamafio 4 no fue afectado significativamente; de hecho, el contenido
de L-Dopa parece haber aumentado (Véase Cuadro 16 de Resultados). La muestra 4C
es la que mayor cantidad de sélidos perdid en la coccidén (Cuadro A2-7 del Apéndice),
lo quc afectd el resultado.

4. Correlacién. Para determinar si las diferencias en cl contenido de L-Dopa de
las muestras A, B y C eran causadas por el tamafio y peso de la semilla, se realizaron
correlaciones de Pearson vy regresiones lineales de I.-Dopa contra tamaiio (por
semilla) y L-Dopa contra peso (por semilla).

Al realizar estas correlaciones y regresiones s¢ observéd que ninguna fue
significativa (véase Cuadro 17 y Grificas 8 a 13 de Resultados).

La correlacién de Pearson y la regresion lineal cntre el contenido de L-Dopa
base seca antes del tratamiento y ¢l contenido de L-Dopa después del tratamicnro,
fucron significarivas, lo que indica que el contenido de L.-Dopa de las muestras
después del tratamiento depende del contenido de las mismas antes del tratamiento
(vease Grifica 14 de Resultados).




V. CONCLUSIONES

A. Primer Estudio.

Ninguno de los métodos ensayados en cl presente estudio es capaz de
climinar totalmente el 1.-Dopa del frijol Alwenna.

El método mis eficaz para eliminar ¢l L-Dopa v conservar el mavor
porcentaje de proteina consiste en hervir por sels minutos la muestra
tratada con Ca(OH}, a pH9.

B. Segundo estudio.

El cocer las semillas enteras, separadas por tamafio, sin tratamiento
quimico, afectd significativamente el conrenido de L-Dopa en las
muestras B y C, pero no a la muestra A.

El contenido de L-Dopa de las semillas difiere seglin su tamano, aunque
no hay una correlacion significativa entre el peso o el largo de las
semillas y su contenido de L-Dopa.
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VII. APENDICE

Métodos de coccidn

Cuadro Al-1. Métodos secos

Muestra Peso inicial hl:jlfli:(:lo Peso final
Control | oo | L 150.2
Vapor 284.3 287.2 256.2
Microondas 2874 277.6 251.7

Cuadro A1-2. Métodos himedos

Peso Residuo

Muestra Peso inicial b Peso seco |Peso liquido %
umedo ACUOSO

pH7 217.0 1782.9 215.2 7.3 1.0 13.7
pH9 Ca(OH); 144.7 296.5 124.0 5.3 0.7 13.2
pH11 Ca(OH); 140.5 283.8 123.4 4.9 0.7 14.29
pH?® KOH 149.8 264.5 138.9 4.8 0.4 8.33
pH11 KOH 149.2 297.3 135.1 2.3 1.6 30.2
pHY9 NaOH 142.7 288.1 1258 5.2 0.1 1.92
pH11 NaOQH 142.2 288.4 126.7 4.5 1.1 24.44
pH3 142.3 269.7 141.2 5.7 0.4 7.02
pHeé 138.8 281.7 136.4 5.2 1.1 21.15

Cuadro A1-3. Segundo tratamiento

Tiempo de .. Volumen

L Volumen original . .
ebullicién de agna (mL aproximado final
(minutos) gha ) de agua {mL)

0 40 30-35

3 60 30-34

6 80 30-37

_ 1




Grafica Al-1.

Curva de calibracién del espectroforometro.
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Cafeulo del porcentage de I-Dopa

Para calcular el porcentaje de L-Dopa en una muestra, se utilizé una ecuacion
derivada de una curva de calibracion realizada con diversas concentraciones de L-
Dopa disuelta en una solucién de etanol al 50% (ver curva de calibracién).

mL

100 mLx[(Sz-'GOSX Absorbaﬁrlcrziq—QJ?S?)u. JX lg ]
10

6
% de L -Dopa=] - e

= 100

- -
: 195-0. ; |

IOOmLX[(82608x] 195-0.1257) g JX g
10

mL 6
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Calewlo del porcentage de profeina

Para calcular el porcentaje de proteina se utilizé la ccuacién sugerida en el
método indicado en marteriales v mérodos, en la cual las

conversiones v
estequiometria se incluian en dos factores numéricos.

% de proteina = { mL de HClx normalidad HCI x factor N x factor proteina J <100

- Pego orig-i-nfal"
{_1_.910._130.014 ><6.25__

% de proteina pH7 = ( 605 J x100 = 21.2568%



Cuadro Al-4. Contenido de L.-Dopa ¢n las muestras después del primer tratamiento

Muestea l?cfio Absorbancia Dituido Yo L- Promedio

original DOPA
0.23272 (3.370 S1{20%%) 6.0347

Control .2515 0.382 S1(20%) 6.2486 6.0875
0.2504 0.364 S1(20%) 5.9792
0.2521 0.379 S1 (20%) 6.1846

Vapor 0.2543 0.393 St (20%) 6.3585 6.3712
0.2549 0.407 S1 (20%) 6.5704
0.2509 0.350 Si {209%) 5.7368

Microondas 0.2535 0.406 St (20%) 6.5904 6.3582
0.2525 0.414 S1(20%) 6.7473
0.2536 1.195 No 3.8877

pH7 0.2527 1.205 No 3.9342 3.9612
0.2529 1.245 No 4.0617
0.2508 1.195 No 3.9311

Ca(OH): pH9 0.2512 1.155 No 3.7933 3.8691
0.2539 1.195 No 3.8831
0.2523 1.190 No 3.8913

Ca(OH); pH11 | 0.2549 1.205 No 3.9002 3.8856
0.2508 1.175 No 3.8652
0.2512 1.390 No 4.5661

KOH pH9 0.2539 1.365 No 4.43062 4.4446
0.2505 1.315 No 4.3315
0.2541 1.310 No 4.2539

KOH pHI11 0.2551 1.380 No 4.4639 4.3922
0.2526 1.365 No 4.4590
0.2536 1.125 No 3.6596

NaOH pHY 0.2516 1.165 No 3.8201 3.7663
0.2549 1.180 No 3.8192
| 0.2540 £.105 No 3.5888

NaOH pHI11 0.2513 1.195 No 3.9232 3.8201
0.2517 1.210 No 3.96062
0.2528 1.29, No 4.2267

HCl1 pH3 0.2528 1.215 No 3.9653 4.1509
0.2537 1.310 No 4.2606
0.2546 1.235 No 4.0022

HCl pHé (0.2537 1.215 No 3.9512 4.0460
0.2514 1.275 No 4.1845
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Cuado A1-5. Contenido de proteina de las muestras después del primer tratamicaro

mL HCl

Muestra Peso QOriginal 01N % Proteina | Promedio

0.2048 5.4 230715

Control 0.205% 3.3 223430 22.8129
0.2032 5.3 22,8223
0.2032 3.3 22.8223

Vapotr 0.2038 5.3 227552 230715
0.2036 5.5 23.6370
0.2034 3.6 24.0905

Microondas 0.2061 5.3 225012 23.2877
0.2068 5.5 23.2713
0.2017 4.9 21.2568

pH?7? 0.2002 5.0 21.8531 21.85060
0.2026 5.2 22.4580
0.2043 5.2 22.2712

Ca(OH); pHY (.2050 5.0 21.3415 22.3977
0.2078 5.0 23.5804
0.2222 5.7 22.4460

Ca(OH); pH11 0.2030 5.3 22.8448 22.8019
0.2082 5.5 23.1148
0.2009 5.2 22.6481

KOH pH9 0.2055 5.3 22.5669 221855
0.2091 5.1 21.3415
0.2068 5.6 23.6944

KOH pH11 0.2079 5.5 23.1481 23.3713
0.2068 55 23.2713
0.2029 5.3 22.8561

NaOH pH9 0.2032 5.4 23.2530 22.0050
0.2022 4.6 19.9060
0.2036 5.2 22.3477

NaOH pH11 0.2002 4.9 21 4161 21.6074
0.20306 4.9 21.0584
0.2009 5.0 21.7770

HCI pH3 0.2091 4.5 18.8307 20.8593
0.2071 5.2 21.9701
0.2007 4.6 20.0548

HCI pHeé 0.2068 4.7 19.8864 20.5670
0.200M 5.2 21.7599




Cuadro Al-6.

secadas, después del segundo rratamiento

Reduccion de masa de las muestras una vez

Muestry [P 08¢ inicial 1;:1:11“?3:: Peso final 1y, edida | Promedio
(2) (min) ()

4.0031 2,649 33.81

4.0573 0 2.6758 34.03 33.92
4.0407 26708 33.90
4.0279 3.6404 9.62

Contrel 2 4.0088 3 3.3639 16.09 18.93
40361 27819 31.07
4.0410 2.9652 26.62

4.0061 6 2.8662 28 .45 30.18
L 4.0123 2.5891 35.47
4.0288 2.9224 27.46

4.0245 0 3.0109 25.19 24.58
4.0787 3.2184 21.09
4.0677 3.1889 21.60

Vapor 4.0111 3 32163 19.82 20.25
4.0414 3.2596 19.34
4.0055 3.6657 8.48

4.0180 6 3.8009 5.40 11.65
4.0454 3.1936 21.06
4.0484 3.6732 9.27

4.0249 0 3.4785 13.58 14.41
4.0043 3.1875 20.40
4.0314 3.1997 20.63

Microondas 4.0774 3 2.9976 26.48 24.37
4.0506 29976 26.00
4.0091 3.0453 24.04

4.0200 6 3.0101 25.12 25.56
4.0477 2.9340 27.51
3.8923 3.3541 13.83

3.8162 0 3.7366 2.09 5.84
3.9349 38713 1.62
3.8825 3.1265 19.47

pH? 3.9518 3 31326 20.73 1932
3.9381 3.2388 17.76
3.8796 3.1232 19.50

39183 6 3.2854 16.15 19.21
3.8483 3.0022 21.99
4.0440 3.1954 20.98

4.0030 0 3.2966 17.65 20.30
4.0045 3.1127 22.27
1.0053 3.0300 24,35

Ca(OH): pH?9 40064 3 3.0223 24 56 24.73
4.0061 2.9937 2527
4.0032 31128 22.24

40082 6 30186 22.19 22.42

o 1.0021 3.0847 22.82 J




Cuadro A1-6. Continda. ..
Mucscra Peso inicial 1;)‘1:‘!{’2:: Peso final Y% pérdida Promcdir)_]
(2) (min) (g)
1.0088 3.1598 2118
40085 0 3.3265 17.02 2182
4.0098 29162 27.27
1.0077 3.0806 23.13
C:,(}?l}ll)z 4.0091 3 3.0551 2380 | 2406
4.0083 2.9957 25.26
4.0073 3.0677 23.45
4.0018 G 3.0981 22.58 22.85
4.0038 3.1023 22.52
o 4.0054 3.1663 20.95
4.0056 0 3.2929 17.79 19.40
4.0091 3.2292 19.45
4.0088 3.0310 24.39
KOH pH9 4.0080 3 2.9066 27.48 26.15
4.0028 2.9394 26.57
4.0012 3.0905 22.76 |
4.0065 6 3.1138 22.28 23.54
4.0024 2.9799 25.57
4.0060 3.2056 19.98
4.0083 0 32876 17.98 20.86
4.0044 3.0182 24.63
4.0014 2.8715 28.24
KOH pH11 4.0044 3 2.8660 28.43 28.35
4.0060 2.8691 28.38
4.0052 3.0748 23.23
4.0064 6 3.0418 24.08 23.69
4.0004 3.0502 23.75
4.0085 3.1183 22.21
4.0033 0 3.1678 20.87 22.17
4.0093 3.0696 23.44
4.0006 3.0410 23.99
NaOH pIH9 4.0052 3 3.1000 22.60 23.00
4.0025 3.0946 22.68
4.0049 3.2355 19.21
4.0004 6 3.0977 22.57 20.73
4.0037 3.1862 20,42
4.0067 3.0555 23.74
4.0003 0 3.1957 20.29 22.77
4.0094 3.0358 24.28
4.0058 30190 22.14
NaOH pH11 4.0081 3 3.0641 23.55 22.35
4.0020 3.1470 21.306
4.0017 3.1029 22.46
1.007% 6 31315 21.86 20.71
4.0010 3.2887 17.80 ]




+4

Cuadro A1-6. Continta. ..

Muestra Peso inicial Ell)::;lli‘:::: Peso final Yo pérdida | Promedio
(8) {(min) (8)

4.0074 3.184¢ 20.54
1.0042 0 34710 i13.32 ig.72
$.0004 3.1083 22.30
+4.0054 31752 20.73

HCI pH3 4.0001 3 3.1460 21.35 21.20
4.0045 3.1428 21.52
4.0050 31813 20,57
4.0054 6 3.1724 20.80 20.57
4.0035 3.1884 20.36
4,0047 3.1259 21.94 |
4.0039 0 31001 20,92 21.72
4.0055 31121 22,30
4.0007 3.0836 22.92

HCt pHs 4.0051 3 3.0335 24.26 2279
4.0005 3.1682 20.92
4.0062 3.1305 21.86
4.0070 G 31710 20.86 2233
4.0030 3.0317 24.260

Cuadro A1-7. Caracteristicas de los liquidos de coccién del segundo tratamiento

Ticmpo mL o
Muestra df: . originalcs Absorbancia| ™8 L-Dopa % sdlidos
ebullicién|(después del /mL
(min) | tratamiento

33 1.125 0.0278 2.91
0 35 1.140 0.0282 2.53
35 1.150 0.0285 2.87
10 0.996 0.9858 1.58
Control 2 3 12 1.014 0.8603 1.71
13 1.110 0.8928 1.79
11 1.165 0.0019 1.94
q 12 1.160 0.0019 1.97
15 1.245 0.0021 2.22
.35 1.670 0.0413 215
0 35 1.740 0.0431 2.4
35 1.740 0.0431 215
Q 1.318 1.1336 2.03
Vapor 3 12 1.090 .9249 1.R9
11 1.085 0.9845 1.94
04 0.802 0.0013 218
G 60 0.860 0.0014 2.45

35 1.170 0.0019 2,30 N




Cuadro A1-7.

Continaa. ..

Tiempo mL
Muestra cbulcllfci('m (;;;i'l:lé?i;dAbsurbuncia me /Lr;-l[l)dt)pa Yo solidos
(min) tratamicnto

25 0.726 0.0180 2.07
G 33 0.649 0.0160 214
33 1.620 0.0401 2.01
20 1.320 0.8713 1.52
Microondas 3 16 1.205 0.9109 1.59
17 1.280 0.8977 1.53
37 1.150 0.0019 1.38
6 34 1.215 0.0020 1.40
37 1.650 0.0027 2.35
33 0.902 0.0223 119
0 28 0.95¢ 0.0237 1.25
32 .948 0.0235 1.15
12 0.740 0.5188 0.55
pH7? 3 17 0.824 0.5775 1.27
18 0.800 (0.5480 1.23
31 0.710 0.012 1.10
6 32 0.730 0.0012 1.15
35 0.667 0.0011 1.03
31 0.890 0.0015 1.19
0 32 0.882 0.0015 1.20
32 0.890 0.0015 1.21
32 0.962 0.00106 1.47
Ca(OH). pHY 3 3 0.960 0.00106 1.47
34 0.902 0.0015 1.43
37 0.858 0.0014 1.36
Y 38 0.818 0.0013 1.22
37 0.820 0.0014 1.27
32 0.848 0.0014 1.14
0 33 0.8506 0.0014 1.15
32 0.872 0.0014 P16
31 0.866 0.0014 1.40
Ca(OH), pH11 3 34 0.828 0.0014 1.35
29 0.970 (10016 1.48
37 0.802 0.0013 1.28
6 34 0.808 0.6014 1.38
37 0.822 0.0014 1.30
N 0.900 0.0015 1.28
0 32 0.900 0.0015 1.26
31 0.918 0.0015 1.30
3G 1.0006 0.0017 1.56
KOH pH9 3 32 0.958 0.00146 1.52
30 1.028 0.0017 1.62

34 0918 0.0015 151 |
0 32 .980 0010 1.54
37 (.858 0.0014 .30

31



Cuadro Al-7.

Continua. ..
! Ticmpo ml. !
Muestra d.c . originales ‘Absorbancia| ¥ I.-Dopa % solidos
ebullicidon ((después del /ml )
{(min) tratamiento

32 0.956 0.0016 1.34

0 31 0.986 0.0016 1.37

31 0.974 0.0016 1.38

31 0.984 0.0016 1.61

KOH pHI11 3 30 1.020 0.0017 1.64

32 0.984 0.0016 1.60

37 0.916 0.0015 1.46

6 35 0.944 0.0016 1.51

38 (.892 0.0015 i.41

31 0.852 0.0014 1.25

0 31 0.875 0.0014 1.26

31 (.885 0.0015 1.26

31 0900 0.0015 1.45

NaOH pH?9 3 31 0.900 0.0015 1.44

28 1.000 .0010 1.61

33 0.830 0.0014 1.36

6 30 0.873 ¢.0014 1.43

35 0.805 0.0013 1.26

31 0.884 0.0015 1.27

0 32 0.877 0.0014 1.27

32 0.886 0.0015 1.28

31 0.804 0.0014 1.41

NaOH pH11 3 32 0.914 0.0015 1.46

29 0.989 0.0016 1.57

37 0.793 0.0013 1.23

6 34 0.832 0.0014 1.36

38 0.772 0.0013 1.24

B3 0.852 0.0014 1.30

0 29 0.926 0.0015 1.39

29 0.904 0.0015 1.38

26 0.840 0.0014 1.35

HCt pH3 3 21 0.918 0.0015 1.52

30 0.828 0.0014 1.29

33 0.770 0.0013 1.22

0 3t (.758 0.0012 1.24

35 0. 744 0.0012 1.14

29 0.864 0.0014 1.29

0 30 (0.880 0015 1.25

29 0.880 .0015 1.21

27 (.820 0.0014 1.26

HCI pHé6 3 23 0.905 0.0015 1.42

30 1.820 00014 1.25

35 0.672 [ERFIR 1.05

I 33 0.704 00012 1.12

35 0.694 0.0011 1.07




Cuadro A1-8.Contenido de L-Dopa de las muestras,

Tiempo de
Muestra ebullicién Peso original | Absorbancia | % L-DOPA Promedio
{min)
0.2513 D616 2.020
0.2526 0.400 1.499
{.2575 0.635 2.032
v 0.2540 0.575 1.865 1896
G.2579 0.685 2.189
0.2549 0.547 1.768
0.2515 1.290 4.232
0.2332 1.0G8 3.565
(3.2506 1.620 5.335
Control 2 3 0.2545 1.160 3.760 5060
0.2510 1.148 7.546
0.2536 1.820 5.924
0.2551 0.956 3.091
(0.2519 1.190 3.897
(}.2553 G.960 3.101
6 0.2587 0.890 2.837 3.761
0.2552 1.329 4.297
0.2570 1.663 5.341
0.2518 0.766 2.508
(.2545 (}.892 2.890
(3.253¢6 0.560 1.819
0 0.2528 0.724 2.361 2.313
0.2570 0.746 2.393
0.2539 0.587 1.905
0.2572 1.115 3.576
0.2558 1.140 3.677
0.2568 1.255 4.032
Vapor 3 0.2515 1590 5218 1.333
0.2581 1.480 4.732
0.2581 1.490 4.764
(0.2524 0.447 1.458
0.2567 0.460 1.475
6 0.2531 0.588 1.914 1827
0.2584 0.581 1.853
0.2557 0.728 2.347
0.2565 0.596 1.915
0.2583 0.536 1.709
0.2510 0.720 2.365
0.2534 G.6044 2.094
0 0.2546 0.602 1.948 2,086
0.2540 0.671 2177
(.2557 0.690 2.224
0.2563 1.470 4.733
0.2575 1.060 6.791
. 0.2571 1.670 5.361
Microondas 3 02530 | 740 5632 5.340
2570 1.270 4.077
0.2545 1.080( 5.448
(1.25406 (.623 2416
P 0.2522 0.643 2.101
(1.2535 0.737 2.397
6 0.2515 0.651 2133 2167
0.2551 0.704 2.275
| 6.2516 4.634 2477

it

después del segundo tratamiento

]



Cuadro Al1-8. Conrtinna...

[ 1]
o

Tiempo de
Muestra chbullicion Peso original | Absorbancia | % L-DOPA Promedio
(min}
00.2558 474 1.526
(1.25172 0373 1.222
0.2591 0.398 1.264 N

v 0.2396 0.340 1.077 A8
01.25333 0.421 1.368
0.2519 0.742 2.428
$.2554 0.621 2.004
0.2522 0.667 2.180
0.25063 0.567 1.823

pH7 ? 0.2520 0472 1.542 121
0.2520 0.780 2.546
0.2526 0.806 2.631
0.2559 0.572 1.842
0.2505 0.464 1.525
0.2521 0.475 1.551

6 0.2536 0.457 1.484 L471
0.25606 0.398 1.276
0.2513 0.351 1.149
0.2572 0.784 2.513
0.2588 0.478 1.521
0.2518 0.335 1.094

0 0.2538 .337 1.092 1.598
0.2551 0.524 1.092
0.2565 0.522 1.676
0.2525 (.582 1.899
0.2540 0.738 2.395
0.2584 0.862 2.751

Ca(OH), pHY J 02562 1135 3.655 2971
0.2505 0.991 3.263%
(0.2583 1.210 3.865
0.2509 0.257 0.841
(.2559 0.247 0.792
0.2582 0.329 1.048

6 0.2537 0.293 0.949 1192
0.2534 0.472 1.534
0.2577 0.621 1.986
0.2555% 0.479 1.544
0.2585 03,8006 2.571
0.2531 0.395 1.284

0 0.2581 0.380 .21 2.064
0.2519 3913 2.989
0.2540 0.858 2.786
0.2580 0.557 1.779
0.2540 {.599 1.943
0.2506 0.986 3.245

Ca(OH): pH11 ? 0.2546 1.085 3515 3.263
0.2507 1.590 5.234
().2520 1.180 3.863
(),2539 0.517 1.677
{).2575 0.538 1.721
0.2510 00.441 1.446

6 0.2520 0.390 1.273 77
0.2530 0.513 1.670
i | 0.558 0).880 2.837




Cuadro A1-8.

Contnia. ..
. Ticmpo de
Muestra cbullicion Peso original | Absorbancia | % L-DOPA Promedio
(min})
0.2567 0.862 2769
0.2508 0.846 2782
0.2500 0.333 1.095
0 02533 0.540 56 2204
0.2517 1.120 3.671
0.2537 1.018 3.310
0.2563 0.778 2.50%
0.2575 0.502 1.606
0.2527 0.716 2.336
KOH pH? 3 0.2505 1.016 3.345 2847
0.2506 1.320 4346
0.2527 0.902 2944
0.2557 0.966 3116
0.2504 0.497 1.635
0.2549 0.311 1.003
¢ 0.7564 0354 1136 1563
0.2567 0.444 1.424
0.2501 0.328 1.078
0.2533 1.014 3307
0.2508 0.683 2.245
0.2549 0.357 1.152
0 0.2501 0.355 1168 2.307
0.2562 0.673 2.165
0.2643 1.220 3.808
0.2540 1215 3.947
0.2536 1.390 4.523
0.2500 0.994 3.268
KOH pH11 3 0.2566 0.956 3.073 3.833
0.2557 1.570 5.067
0.2548 0.964 3120
0.2541 0.290 0.938
0.2527 0.42¢6 1.390
0.2562 0.464 1.491
¢ 0.2500 0.323 1.062 1278
0.2507 0.467 1.534
0.2550 0.389 1.255
0.2510 0.446 1.463
0.2581 0.812 2.594
0.2589 1.000 3186
0 0.2543 1.060 3.438 2.900
0.2587 1.085 3460
0.2507 0.990 3.257
0.2506 0319 1.047
0.2519 1.050 5.438
0.2565 1375 1423
NaOH pH? 3 0.2573 1.130 3.623 2.897
0.2537 0.515 1.672
0.2541 0.980 3181
0.2563 0.529 1.700
0.2523 0.469 1531
0.2505 0.445 1.462
6 0.2526 0.509 1.660 1.638
0.2505 0.652 2145
0.2581 018 1333 ]
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Cuadro A1-8.

Continaa. ..

!

Tiempo de

Mucestra chullicidén Peso original | Absorbancia | % L-DOPA Promedio
(min)
02504 0906 7.084
0.2543 0.750 3131
o 02560 0.949 3.057 2 060
0.25:3 1.125 3607
0.3571 0.9006 2906
0.2568 0.864 277
0.2515 0320 1.046
0.2532 0.425 1.382
0.2528 0.568 1.851
NaOH pHil ? 0.2590 1.046 3.331 1832
0.2520 0.704 2.303
0.2520 0.332 1.079
0.2520 0.539 1.762
0.2512 0.607 1.991
0.2534 0974 3170
6 0.2534 0.504 1.638 2.084
0.2580 0.527 1.683
0.2585 0.708 2258
0.2593 0.669 3126
0.2535 0.692 2.250
0.2513 0.540 1.770
0 0.2524 0.580 1.893 1.971
0.2532 0.542 1.763
0.2564 0.630 2.025
0.2526 ¢.750 2.448
0.2536 1.034 3.363
0.2545 0.601 1.946
HCI pH3 3 0.2502 0.538 1771 1.991
0.2644 0.350 1.089
0.2506 0.404 1327
0.25606 0.635 2.039
0.2507 0.320 1.052
0.2588 0.405 1.288
6 0.2565 0.382 1.225 1.374
0.2534 0.382 1.240
0.2529 0.430 1.400
0.2614 0.569 1.793
0.2553 0.549 1771
0.2572 0.581 1.861
0 0.2563 0.642 2.064 1870
0.2547 0.670 2168
0.2540 0.481 1.559
0.2530 0.876G 2.855
0.2502 0.531 1.748
0.2526 0.440 1.434
HCl pHe6 ? 0.2554 0487 1570 1833
0.2500 0.505 1.664
03527 0.528 1724
02525 0.672 2194
0.2575 0.454 1.452
0.2597 0.37¢ 1.198
o 02537 0.333 ro7o ) HATe
0.7533 0.361 1172
0.2555 0.536 1728

wh

(1
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Cuadro A1-9.Contenido de proteina de las muestras después del segundo tratamiento

Tiempo de : !
Muestrea ebullicion Peso OriginallmL HCI0.IN| % Proteina Promedio
(min)
(.2331 1.65 15.2557%
0.2578 3.25 10.5217
0.2519 3.40 11.2892 cap—
o 0.2506 350 11.6969 135867
0.2588 6.00 19.7788
0.2562 3.95 12.9781
0.2503% G6.45 22.0236
0.2556 7.35 24.0479
0.2504 7.55 25.8586
Control 2 3 0.9518 =60 25 886 251275
0.2266 6.90 26.0647
0.2497 7.65 26,2815
0.2489 6.35 21.7959
0.2588 7.25 24.0050
0.2551 6.75 22.6382
6 0.2481 720 24.8640 247716
(.2510 8.30 28,4114
0.2552 8.00 26.9152
0.2518 4.35 14.5949
0.2555 5.40 17.9795
0.2512 5.60 18.9839
0 0.2596 5.65 18.5381 17.6007
0.2511 5.15 17.4233
0.2516 5.35 18.0843
0.2407 6.00 21.2661
0.2528 6.85 23.1903
0.2510 6.20 21.0906
Vapor 3 0.2511 7760 23.8700 22.3755
0.2518 6.60 22,4136
0.2517 6.60 22.4225
0.2545 7.55 25.4420
0.2510 7.75 26.4940
0.2564 7.35 245710
6 0.2583 1.25 24.0515 25.1229
0.2586 6.35 20,9783
0.2592 8.80 20.2004
0.2541 6.15 20,6612
(.2524 6.10 20,6270
0 0.2574 5.20 17.1669 29 8294
0.2560 8.75 29.3945
0.2514 3.60 29.4103
0.2535 5.85 19.6746
0.2545 8.60 29.0521
0.2471 3.30 28.8598
. 0.2594 8.50 28.1660
Microondas 3 02614 =30 35 6073 27.8120
0.2516 .15 27.8219
0.2590 8.25 27.3649
(.2529 7.45 25.2570
0.2550 7.40 24.8775
0.2580 7.40 24.5882
0.2590 7.60 25.1689 25,0398
0.2530 3.20 27.7750
0.2591 7.90 26.1723




Cuadro A1-9. Continua. ..

w
~J

Tiempo de
Muestra cebullicién  |Peso Original|mL HCI 0.1N| % Proteina Promedio
{min)
0.3529 875 30 7548
0.2505 8.75 30.0399
0.2502 8.20 28.1525
0 0.2540 815 27.5591 28191
0.2516 7.80 26.6047
0.2573 810 27.0356
0.2588 735 34.343]
0.2512 725 24.7313
0.2504 7.85 26.9069
pH7 3 0.2565 7.60 754142 25.5286
0.2568 8.05 269178
0.2552 7.40 24.8580
0.2509 7.95 27.2021
0.2556 8.05 27.0442
0.2505 8.05 27.5948
6 0.2534 8.15 27.6243 273954
0.2504 8.40 28.8289
0.2502 795 27.2782
0.2527 8.60 292590
0.2512 8.35 38.5629
0.2554 7.75 26.0376
0 0.2549 7.90 26.6036 27.2937
0.2552 7.60 355437
0.2522 815 277557
0.2509 8.45 28.9458
0.2515 9.15 31.312]
0.2578 .05 26.8134
Ca(ORH). pH? 3 0.2544 915 30.9552 28.4658
0.2541 7.80 26.3430
0.2500 7.70 26.4250
0.2542 8.70 29.4306
0.2551 9.35 31.5563
0.2516 9.30 31.8213
6 0.2538 8.70 29.4770 29.7463
0.2567 840 281213
0.2556 8.35 28.0712
0.3508 §.40 28.7820
0.2545 9.45 31.9745
0.2558 830 77.8782
0 02513 8.50 29.0738 304437
02506 10.35 356145
0.2550 8.70 29.3382
0.2528 835 28.3821
0.2563 8.95 30.0429
0.2527 895 30.5313
Ca(OH), pH1 * 0.2579 10.00 334190 30.7072
02579 9.60 32.0618
0.2510 8.70 29.8058
02571 8.95 2979494
0.2565 8.00 26.7788
0.2567 830 27 7805
6 02550 .30 27.9657 28.7591
0.2510 9.75 33.4661
0.2548 790 26.6140




Cuadro A1-9. Conrinta...
Tiempo de
Muestra cebullicion Peso Original{mL HC10.1N| % Proteina Promedio
{min)
0.2511 8.60 29.4454
0.2538 7.75 26.2017
0.2531 8.40 28.5213
0 0.2529 9.75 332147 30.8478
0.7581 5.95 332236
0.2525 10.10 34.4802
0.2574 8.90 29.7446
0.2503 8.25 28.3160
0.2566 10.15 34.0998
KOH pH? 3 0.2523 7.25 24.6235 28.9989
02525 8.05 27.3762
0.2537 8.80 29.8535
0.2550 735 74.9012
0.2513 .25 28.2033
0.2562 810 271516
6 0.2551 .25 27.7832 26.4880
0.2516 7.95 27.1264
0.2504 6.95 23.7620
0.2538 910 30.8560
0.2582 9.00 29.9913
0.2576 8.10 27.0041
0 0.2518 9.05 30.9273 30.6286
0.2532 9.60 32.6570
0.2503 9,40 32.3362
0.2564 8.35 27.9836
0.2518 8.20 27.9736
0.2522 8.40 28.6231
KOH pH11 3 0.2505 9.05 311127 29.8883
0.2589 10.25 34.1348
0.2521 8.65 79.5022
02517 8.55 292013
0.2503 8.70 298891
0.2500 8.00 27.4750
6 0.2518 8.15 27.7998 28.2827
0.2504 8.05 27.6058
0.2509 8.10 27.7252
0.2557 7.05 236117
0.2532 10.00 34.0393
0.2534 8.85 30.0414
0 0.2501 9.50 32.7119 29-1855
0.2505 8.10 27.7695
0.2501 7.85 76.9392
0.2568 8.20 27.4289
0.2532 .90 30.2380
0.2566 7.95 26.5978
NaOH pH3 3 0.2545 895 30.2554 27.9245
0.2545 7.80 263016
0.2521 7.85 26.7255
0.2542 8.80 29.7748
0.2510 820 28.0627
0.2520 7.80 26.5625
6 0.2530 7.85 26.6304 28.1384
0.2503 840 78.8404
0.2538 .55 28.9508
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Cuadro A1-9. Continua. ..
Ticmpo de
Muestra ebullicién Peso Original|mL HCI 0.1N| % Proteina Promedio
(min)
0.2518 775 26.4098
0.2516 8.30 28.3436
0.2585 885 29 4187
0 0.2569 8.60 28.7807 28.4502
0.2526 3.90 30.3098
0.2538 8.10 27.4084
0.2528 7.85 26.6515
0.2511 7.90 27.0062
0.2545 8.80 20.7397
NaOTH pH11 ? 0.2564 7.50 35 0829 27.6978
' 0.2559 8.85 29.7479
0.2535 8.35 27.9586
0.2509 8.95 30.6895
0.2506 7.55 25 8380
0.2557 7 85 26.3492
6 0.2509 8.65 29.6433 281519
0.2570 8.35 27.9183
0.2566 8.50 28.4733
0.2569 8.50 28.4401
0.2562 9.05 30.3962
0.2548 9.45 31.9368
0 0.2513 8.60 20.4220 29.5443
0.2526 7.95 27.0190
0.2504 8.75 30.0519
0.2514 3.80 30.1064
0.2517 8.60 29.3752
0.2572 6.10 20.2420
HCl pH3 3 0.2576 8.50 28.3628 27.9211
0.2567 8.70 29,1439
0.2556 9.00 30.2964
0.2502 8.90 30.6005
0.2542 8.60 20.0863
0.2594 8.60 28.5033
0.2531 8.40 28.5213 291436
0.2538 8.50 28.7874
0.2533 8.65 29 3624
0.2522 8.10 27,5823
0.2591 8.40 27.8609
0.2539 9.10 30.8438
0.2504 3.00 274311 287379
0.2532 8.60 29.2012
0.2565 8.80 29 5078
0.2512 8.70 29.7820
0.2559 9.80 32.9963
0.2519 3.85 30.2203
0.2574 8.60 28.7247 27.9080
0.2568 8.65 28.9622
0.2525 8.45 28.7624
0.2533 8.45 28,6715
0.2520 8.60 292350
0.2501 8.20 281637
0.2517 8.30 28.3323 78.3532
0.2551 8.15 27.4402
{3.2553 8.40 28.2756
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Cuadro A2-1. Descripcion de las muestras

Tamafno Prom.
Muestra Color Peso Prom. (g) (mm)
1A Negro 0.98760 15.24
2A Negro 0.96172 14.40
3A Negro 0.87072 13.68
4A Negro 0.66344 12.58
1B Negro 1.54006 16.98
2B Negro 1.01448 15.74
3B Negro 0.74746 14.20
4B Negro 0.59598 12.64
1iC Beige 1.37864 16.86
2C Beige 1.20418 15.58
3C Beige 0.94778 14.68
4C Beige 0.73384 12.98

Cuadro A2-2. Humedad de las muestras crudas

Muestra | Peso hiimedo Peso seco % de agua Promedios

1A 2.0387 1.8093 8.3092 8.592
2.0633 1.8802 8.8741

2A 2.0063 1.8381 8.3836 3.496
2.0098 1.8368 8.6078

3A 2.0385 1.8687 8.3297 8.334
2.0124 1.8446 8.3383

4A 2.0172 1.8501 8.2838 8.196
2.0089 1.8460 8.1089

1B 2.0474 1.8628 9.0163 9.052
2.0082 1.8257 9.0877

2B 2.0297 1.8451 9.0949 9.096
2.0281 1.8436 9.0972

3B 2.0282 1.8461 8.9784 9071
2.0329 1.8466 9.1642

4B 2.0083 1.8249 9.1321 9.090
2.0468 1.8616 9.0483

1c 2.0107 1.8373 8.6239 8 604
2.0920 1.9124 8.5851

2C 2.0932 1.9153 8.4989 3564
2.0491 1.8723 8.6282

3¢ 2.0568 1.8779 8.6980 8.696
2.0381 1.8609 8.6944

4C 2.0440 1.8640 8.8063 8943
2.0584 1.8715 9.0799




Cuadro A2-3. Contenido de L-Dopa de las muestras crudas, base himeda.

Muestra |Peso original (g)| Absorbancia % L-DOPA Promedio

1A 0.251 1.145 3.?634 3.6351

0.252 1.070 3.5067
2

2A 0.253 1.000 3.2615 34591

0.254 1.125 3.6567
2

3A 0.254 0.926 3.0090 3.2196
0.253 1.050 3.4302

4A 0.252 0.874 2.8589 3.0266
0.255 0.986 3.1943

1B 0.253 1.490 4.8678 46758
0.251 1.365 4.4838

2B 0.255 1.590 5.1479 4.9837
0.252 1.470 4.8195

3B 0.253 1.380 4.5027 4.7304
0.253 1.520 4.9580

4B 0.250 1.355 4.4688 4.4075
0.253 1.330 4.3463

1c 0.251 1.450 4.7767 4.4243
0.254 1.255 4.0719

2C 0.255 0.894 2.8946 3.8366
0.250 1.450 4.7786

3C 0.254 1.160 3.7692 4.0055
0.252 1.295 4.2418

aC 0.253 0.915-3 2.9984 3.3249
0.252 1.115 3.6515

Cuadro A2~-4. Contenido de L-Dopa segun tamano de semilla, base humeda.

Muestra Peso por semilla La'rgo por % L-Dopa
() semilla (mm)

1A 0.9818 15.2 3.6351
2A 0.9617 i4.4 3.4591
3A 0.8707 13.7 3.219¢6
4A 0.6634 12.6 3.0266
1B 1.5401 17.0 4.6758
2B 1.0145 15.7 4.9837
3B 0.7475 14.2 4.7304
4B 0.5960 126 4.4075
1C 1.3786 16.9 4.4243
2C 1.2042 15.6 3.8366

. 3C 0.9478 14.7 4.0055
4C 0.7338 13.0 3.3249 |




Cuadro A2-5. Contenido de L-Dopa de las muestras crudas, base seca.

Muestra Peso original| Absorbancia | % L-DOPA Promedio
5 >
1A 0.2294 1.255 4.5131 4.6415
0.2301 1.330 4.7699
2A 0.2314 0916 3.2644 35112
0.2322 1.058 3.7579
0.2326 . . 6
3A 32 1.004 3.559 1.4866
0.2315 0.958 3.4137
4A (.2314 (0.888 3.1642 3 9405
(.2337 0.940 33169
. . . 9
1B 0.2297 1.340 4.812 5.9602
0.2285 1.580 5.7075
2B 0.2317 1.370 4.8787 5.0000
0.2288 1.420 51213
. 0 R .
3B 0.230 1.410 5.0597 5.2562
0.2300 1.520 5.4527
4B 0.2275 1.285 4.6614 46311
(.2295 1.280 4.6009
1C 0.2289 1.520 5.4790 5 4558
0.2324 1.530 5.4326
2C 0.2329 1.540 54571 5.4860
0.2290 1.530 5.5148
3C 0.2318 1.340 47696 4.8155
0.2300 1.355 4.8613
4C 0.2312 0.996 3.5534 34414
0.2294 0.926 3.3295

Cuadro A2-6. Contenido de L-Dopa segln tamaifio de semilla, base seca.

Muestra Peso p(();)semllla S:::ﬁ: (P:l);) % L-Dopa
1A 0.9818 15.2 4.0415
ZA 0.9617 14.4 3.5112
3A 0.8707 13.7 3.4866
4A 0.6634 12.0 3.2405
1B 1.5401 17.0 5.2602
2B 1.0145 15.7 5.0000
3B 0.7475 14.2 5.2562
4B 0.5960 12.6 4.6311
1C 1.378¢6 16.9 5.4558
2C 1.2042 15.6 5.4860
3C 0.9478 14.7 4.8155
4C 0.7338 13.0 3.4414




Cuadro A2~7. TPérdida de peso de la muestra después del tratamiento

Muestra Peso original Peso final | % Diferencia | Promedios

10.0575 9.2198 8329

1A 9.058
10.0520 9.0682 9.7871
10.6401 9.502¢6 10.6907

2A 10.454
9.9391 8.9235 10.2182
10.2995 9.2940 9.7626

A 9.901
10.354¢6 9.3150 10.0400
10.7078 9.5934 10.4074

4A 10.590
10.1149 9.0253 10.7722
10.4906 9.5729 8.7478

1B 9.093
10.5274 9.5339 9.4373
10.5953 9.5853 9.5325

2B 9.380
10.3667 9.4102 9.2267
10.7626 9.5869 10.9239

3B 10.216
10.6384 9.6269 9.5080
10.6762 9.6121 9.9670

4B 9.879
10.8474 9.7854 9.7904
10.1183 9.4597 6.5090

1C 6.330
10.7863 10.1229 6.1504
10.0564 9.4020 6.5073

2C 6.651
10.8325 10.0965 6.7944
10.7606 9.8612 8.3583

iC 8.577
10.3128 9.4058 8.7949
10.1051 9.0773 10.1711

4C 9.487
10.6824 9.7420 8.8033




Cuadro A28, L-Dopa en las muesiras después del tratamiento
Muestra| Peso original {Absorbancia| % L-DOPA Promedio | Promedio por Tamaiio
0.2545 1.253 4.0687
4.1997
25 y
Al 0.2534 1.330 4.3308 43341
0.2543 1.550 5.0301 4.4685
0.2513 1.190 3.9068 '
2
SR e T
2A "z . - 3.4362
0.2547 1.155 3.7411
3.7092
0.2535 1.130 3.6774
)
D e T
3A 0-2568 1‘036 3A3277 3.4079
: : - 3.5941
0.2511 1.175 3.8606
2
P T
4A 0-2535 0.848 2‘7584 3.0256
- : : 3.0728
0.2523 1.036 3.3871
0.2593 1.340 4.2641
4.7050
w b e T
- - - 4.8424
0.2541 1.470 4.7740
0.2537 1.370 4.4559
4.5104
2B 0.2567 1.420 4.5648 45214
0.2538 1.350 4.3891 4.5325
0.2506 1.420 4.6759 ‘
T L I Y
3B 0.”582 1‘470 4- 982 4.7816
< d -6 4.7612
0.2566 1.500 4.8241
oots | izs T rmee—| 42120
4B 0. 560 1-1 0 3-5769 39895
2 11 - 3.7664
0.2534 1.215 3.9559
Y
1C : : - 4.7672
0.2536 1.285 4.1808
4.6117
0.2504 1.530 5.0425
0.2577 1.540 4.9317
4.9592
2C 0.2532 1.530 4.9:-_368 4.9051
0.2513 1.570 5.1559
4.8509
0.2505 1.380 4.5458
05537 E e L
3C : - : 4.0379
0.2515 1.042 3.4176
3.6991
0.2539 1.225 3.9807
2
i T
1c 0-252( 1-175] -3.837'( 37749
— ‘ — 02 4.4172
0.2560 1.550 4.9967
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Cuadro A2-9. Liquidos de coccién, Muestra A
.. Vol. final . or @zy: o .
Coccion (ml) Absotbancia jmg L-Dopa/mL | % Salidos |% Ceniza

1A1

Remojo* 69 0.063 0.0005 0.0572 0.0242

Primera coccion 61 0.934 0.0077 0.2205 0.0658

Segunda coccidn 63 1.240 0.0102 0.2520 0.0613

Tetrcera coccién 57 1.265 0.0104 0.2791 0.0718
1A2

Remojo* 62 0.056 0.0005 0.0829 0.0488

Primera coccién 41 1.900 0.0157 0.4196 0.0907

Segunda coccibn 45 1.840 0.0152 0.4588 0.0740

Tercera coccién 51 1.500 0.0124 0.3496 0.0775
2A1

Remojo* 68 0.063 0.0005 (.0926 0.0439

Primera coccién 40 0.964 0.0199 0.5546 0.1083

Segunda caccién 56 1.800 0.0149 0.4283 0.0835

Tercera coccién 58 1.470 0.0121 0.3999 0.0600
2A2

Remojo¥* 71 0.046 0.0004 0.0673 0.0279

Primera coccién 57 1.510 0.0125 0.5546 0.0682

Segunda caccién 63 1.490 0.0123 0.3606 0.0786

Tetrcera coccidn 46 1.640 0.0135 0.4175 0.0868
3A1

Remojo 91 0.053 0.0004 0.0391 0.0362

Primeta coccion 48 0.856 0.0176 0.4454 0.1074

Segunda coccién 72 1.140 0.0094 0.2463 0.0539

Tercera coccidn 72 0.878 0.0072 0.1999 0.0517
3A2

Remojo 20 0.083 0.0007 (.0454 0.0212

Primera coccidn 59 1.600 0.0132 0.3264 0.0806

Segunda coccién 68 1.210 0.0100 0.2620 0.0520

Tetcera coccién 71 0.942 0.0078 0.2290 0.0466
4A1

Remojo 91 0.055 0.0004 (.0595 0.0390

Primera coccién 56 1.780 0.0147 0.3968 0.0739

Segunda ecoccién 59 1.480 0.0122 0.3594 0.0692

Tercera coccion 75 0.900 0.0074 0.3594 0.0611
4A2

Remojo 91 (.025 0.0002 0.0727 0.0523

Primera coccidn 32 1.022 0.0211 0.6447 0.1295

Segunda coccidn 41 1.980 0.0163 0.4913 0.1002

Tetrcera coccibn 39 1.660 0.0137 0.4538 0.0771

* Volumen inicial, 75ml., en las demas, 100mL
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Cuadro A2-10. Liguidos de coccién, Muestra B

o(l;nfll)nal Absorbancia (mg L-Dopa/mL| % Sélidos (% Ceniza
1B1
Remojo 93 0.061 (.0005 0.0998 0.0409
Primera coccién 52 1.400 0.0116 0.2583 0.0623
Segunda coccién 51 1.560 0.0129 0.3119 0.0630
Tercera coccion 44 1.640 0.0135 0.3297 0.0775
1B2
Remojo 91 0.092 0.0007 0.1167 0.0669
Primera coccidn 43 1.900 0.0157 0.3499 0.0691
Segunda coccién 37 0.860 0.0177 0.4105 0.0728
Tercera coccidn 35 0.860 0.0177 0.4396 0.0801
2B1
Remojo 90 0.124 0.0010 0.1306 0.0496
Primera coccién 64 1.203 0.0099 0.2252 0.0404
Segunda coccién 53 1.700 0.0140 0.3421 0.0729
Tercera coccidn 51 1.610 0.0133 0.3209 0.0691
2B2
Remojo 90 0.059 0.0005 0.0797 0.0413
Primera coccidon 62 1.235 0.0102 0.2553 0.0512
| Segunda coccidn 48 1.880 0.0155 0.3774 0.0728
Tercera coccidén 51 1.650 0.0136 0.3630 0.0627
3B1
Remojo 20 0.177 0.0014 0.1130 0.0359
Primera coccién 57 1.700 0.0140 0.3218 0.0624
| Segunda coccidén 48 0.930 0.0192 0.4850 0.0868
Tercera coccidn 52 1.840 0.0152 0.4211 0.0833
3B2
Remojo 91 0.396 0.0033 0.1519 0.0392
Primera coccién 63 1.265 0.0104 0.2464 0.0581
Sg&nda coccidon 50 1.880 0.0155 0.3825 0.0782
Tercera coccién 53 1.840 0.0152 0.3668 0.0674
4B1
Remojo 90 0.087 0.0007 0.0524 0.0313
Primera coccién 69 1.255% 0.0104 0.1965 0.0491
Segunda coccidn 49 1.028 0.0212 0.5392 0.0993
Tercera coccion 55 1.820 0.0150 0.3944 0.0638
4B2
Remojo 920 0.100 0.0008 0.0704 0.0295
Primeta coccidn 71 1.125 0.0093 0.1822 0.0405
Segunda cocecién 39 1.175 0.0242 0.6384 0.0990
Tercera coccidn 55 1.820 0.0150 0.3982 0.0676




Cuadro A2-11.  Liquidos de coccion, Muestra C

Vo(l‘.nfll)nal Absorbancia| mg L-Dopa/mL |% Sélidos |% Ceniza
1C1
Remojo 93 0.047 (0.0004 0.0594 0.0402
Primera coccidn 70 0.491 0.0040 0.0927 0.0407
Segunda coccién 38 1.820 0.0150 0.3785 0.0992
Tercera coccidn 55 1.125 0.0093 0.2470 0.0543
1C2
Remojo 93 0.036 0.0003 0.0582 0.0260
Primera coccidn 68 0.461 (0.0038 0.0898 0.0515
Sggunda coccidon 40 1.480 0.0122 0.3381 0.0754
Tetcera coccién 57 1.070 0.0088 0.2367 0.0625
2C1
Remojo 94 0.015 0.0001 0.0301 0.0212
Primera coccidn 66 0.415 0.0034 0.1063 0.0333
Segunda coccién 58 1.030 0.0085 0.2438 0.0637
Tercera coccién 61 0.920 0.0076 (0.2289 0.0572
2C2
Remojo 94 0.032 0.0003 0.0532 0.0259
Primera coccién 69 0.509 0.0042 0.1244 0.0483
Segunda coccién 63 1.100 0.0091 0.2370 0.0688
Tercera coccién 63 1.030 (.0085 0.2466 0.0609
3C1
Remojo 93 0.037 0.0003 0.0745 0.0257
Primera coccién 64 0.806 0.0066 0.2024 0.0488
Segunda coccién 60 1.145 0.0094 0.2990 0.0767
Tercera coccién 57 1.062 0.0088 0.2865 0.0649
3C2
Remojo 91 0.032 0.0003 0.0702 0.0283
Primera coccidon 53 1.145 0.0094 0.2844 0.0637
Segunda coccidén 50 1.410 0.0116 0.4002 0.0735
Tercera coccién 45 1.390 0.0115 0.3977 0.0771
4C1
Remojo Q0 0.039 0.0003 0.0902 0.0302
Primera coccién 62 1.345 0.0111 0.3321 0.0636
Segunda coccion 56 1.460 0.0120 0.432¢6 0.0827
Tercera coccién 52 1.220 0.0101 0.3658 0.0664
4C2
Remojo 91 0.048 0.0004 0.0805 0.0331
Primera coccidn 50 1.410 0.0116 0.3438 0.0750
Segunda coccion 47 1.480 0.0122 0.4117 0.0793
Tercera coccidn 50 1.490 0.0123 0.4315 0.0838§
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