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I. INTRODUCCION

En la selección de cultivos con fines alimenticios, el
hombre siempre se ha visto obligado a depender de la ca
pacidad de las plantas de concentrar, en determinado órgano,
ya sea éste tallo, raíz, fruto o semilla, compuestos químicos
que la planta sintetiza a partir de elementos simples del
aire y del suelo, catalizada por la energía solar en el trans
curso de su proceso vital Paralelo al desarrollo de
cultivos, el hombre ha creado procedimientos tecnológicos
capaces de transformar los productos agrícolas en alimentos
que puedan ser ingeridos directamente o que sirvan para
la nutrición de animales domésticos, cuyos productos emplea
el hombre para su propio consumo.

Las actividades agropecuarias desarrolladas en el trans
curso de los años parecen suficientes, por ahora, para satis
facer los requerimientos de la humanidad en cuanto a carbo
hidratos, lípidos, vitaminas y aún, proteínas. Sin embargo,
la población mundial está creciendo a una velocidad suma
mente alta en comparación con el aumento de la producción
agropecuaria, y ello ha tenido como resultado una menor dis
ponibilidad y consumo de alimentos y, por consiguiente, de
nutrientes por persona. Se deduce así la necesidad urgente
de poder producir más por unidad de área, y de lograr tam
bién la utilización más eficiente de todos los recursos que
la naturaleza ofrece. Una de las posibles soluciones a este
problema es la de reducir el tiempo de transformación de
los alimentos, aumentando en esta forma, en términos cuan
titativos, la disponibilidad, para el hombre, de ciertos nu-
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trientes, por ejemplo, las proteínas. Sin duda alguna, es
mas eficiente la utilización directa de las proteínas de una
semilla o de una hoja, por el hombre, que el usar esta pro
teína primero para alimentar al animal y luego consumir el
producto resultante, ya sea éste leche, carne o huevos.

Esta solución al problema que plantea la disponibilidad
de^ alimentos para el hombre ha recibido gran atención,
pitecipalmente durante los últimos años, ya que la utiliza
ción de ciertos productos sobre bases científicas, puede rendir
residtados muy favorables. Tal es el caso de la proteína
e la semilla de algodón, del frijol de soya y de otros pro-
uctos, los cuales hoy día ya se usan como alimento humano

cuando hace apenas unos cuantos años se empleaban sólo
para la alimentación de animales.

Si se tiene en cuenta que el origen primario de cualquier
ento es alguna planta, es lógico que se estudien cons-

antemente nuevos medios de incrementar el rendimiento
e os cultivos o de hacer accesibles al consumo humano y
e animales monogastricos —por medio de una transfor
mación adecuada— productos agrícolas que de otro modo
no ̂  utilizan o se usan en forma poco eficiente. Ello ha
emdo como resultado el desarrollo de tecnologías modernas
y apropiadas de procesamiento de productos y subproductos
afincólas, haciéndolos aptos para el consumo de animales de
crianza.

Lo que es más grave aún, la deficiencia de concentrados
proteicos adecuados para consumo animal se refleja en lo
que respecta al humano. En este caso el problema es todavía
más complejo, ya que con la tasa de natalidad que actual
mente existe en el mundo, sobre todo en los países en vías
de desarrollo como lo son los del área centroamericana las
fuentes proteicas vegetales y animales pronto serán insufi-
Dientes para satisfacer los requerimientos de estas pobla
clon». Es necesario, por lo tanto, estudiar e investisar nuel
vas fuentes de proteína adecuadas para consumo humano
que en un nmmento dado puedan, si no cubrir del todT^s
requermuentos, por lo menos servir como suplem^to^l
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dietas deficientes en su contenido proteico. En este renglón
la tecnología de alimentos desempeña un papel muy im
portante en la obtención, purificación, transformación y
estandarización de las posibles fuentes de proteínas.

Las hojas ofrecen muchas posibilidades. En primer lugar
contienen cantidades de proteína que, en base seca, son
semejantes o superiores a la de los cereales en cuanto a
cantidad, y en segundo lugar, muchas ya son consumidas
por el hombre en cantidades que dependen principalmente
de la concentración de fibra presente en la hoja. Además,
existen muchas hojas que son buena fuente de proteína pero
que no se utilizan con fines alimenticios ni en el caso die
los animales ni en el caso del hombre. Finalmente, en los
países tropicales y semitropicales las hojas constituyen una
fuente proteica potencial y constante, dado que las condi
ciones ambientales permiten la fotosíntesis diariamente.

El propósito de este trabajo fue iniciar una serie de
estudios de extracción de la proteína de varias hojas, en
algunos casos de consumo humano, con el fin de estudiar
dicha proteína química y biológicamente, y determinar la
posibilidad de utilizarla con mayor eficiencia en la nutri
ción, ya sea directamente, o como suplemento a las dietas
o raciones habituales del hombre o del animal.
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II. REVISION DE LA LITERATURA

Las plantas están constituidas por compuestos químicos
que se sintetizan constantemente en las hojas, a partir de
agua, sales minerales y dióxido de carbono, usando la ener
gía radiante de la luz solar. Estos compuestos, una vez sin
tetizados, se translocan a los lugares de la planta donde
serán utilizados o almacenados.

Las proteínas foliares han sido clasificadas en nucleares,
cloroplasmáticas y citoplasmáticas, según el lugar que ocu
pan dentro de la célula vegetal. Esta clasificación se deriva
de los métodos usados para separar las proteínas celulares,
los cuales siguen, en principio, el esquema de extracción de
los compuestos intracelulares, es decir, rompiendo la mem
brana celular, ya sea por acción mecánica, en molinos de
alta velocidad o por cambios de la presión osmótica, hacien
do el líquido extemo hipotónico, de modo que la célula se
hincha y rompe así la membrana celular. Este mismo efecto
se logra por congelación y descongelación repetidas, puesto
que la formación de cristales de hielo deja dentro de la
célula porciones de líquido con una concentración de sales
mucho más alta, haciéndolo entonces hipertónico y produ
ciendo el mismo resultado de hinchar y romper la célula,
ayudado por las lesiones que ocasionan los cristales de hielo
que se forman a ambos lados de la pared celular.

La pulpa obtenida por cualquiera de estos procedimien
tos se separa en sus constituyentes líquidos y solidos. El
sólido contiene los residuos fibrosos de las células de soporte,
así como las proteínas insolubles. La extracción de estas
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últimas requiere el uso de reactivos específicos, de acción
más severa que, como resultado de la degradación de la
proteína original, producen soluciones proteicas de bajo peso
molecular.

El filtrado, en cambio, contiene la proteína citoplasmá-
tica, cloroplasmática y nuclear, fracciones que es factible
separar por centrifugación, obteniéndose un precipitado que
contiene el material cloroplasmático. Las proteínas nuclea
res se encuentran en una proporción muy baja, práctica
mente despreciable en comparación con las otras.

En los cloroplastos se localizan los compuestos encar
gados de la fotosmtesis, cloroñla y enzimas, así como peque
ñas cantidades de grasa y almidón, sobre todo después de
periodos de fotosmtesis intensa. La proteína cloroplasmá-

insoluble en agua libre de sales y para solubi-
lizarla se n^esita la acción de soluciones alcalinas que la
separen de la cloroñla, y de solventes que extraigan tanto
esta ultima como la grasa, quedando los carbohidratos en la
fracción msoluble Se ha podido comprobar que la composi
ción de aminoácidos de la proteína citoplasmática es muy
similar en diversas especies de plantas.t^)

Todos los extractos proteicos presentan muchas dificul
tades en su manipulación, ya que son susceptibles a la acción
bacteriana y a cualquier cambio de las condiciones de tem
peratura, pH, concentración de sales y actividad enzimática
las cuales conducen a la degradación o desnaturalización!
En muchos casos basta la agitación severa, irradiación ultra
violeta, ondas ultrasónicas o aún el simple envejecimientt
Esta düicultad se enfrenta a todo lo largo de los procedi
mientos anali ICOS, e induce a la obtención de resulLos al
parecer erráticos pero que corresponden a situaciones v

rrsrbi: ~ ----

íegún la especie y el estado de inadur™°"®'

Kulkami y Sohoniet^o) informaron de un estudio sobre
la distribución del nitrógeno de algunos vegetales, presente
en hojas, peciolos, flores, frutas y raíces, detallando el con
tenido de aminoácidos de la fracción no proteica. En lo que
corresponde a las hojas, dichos autores indican que el ni
trógeno presente corresponde a nitrógeno no proteico, en
una proporción que varía entre 14% y 41% en base del
nitrógeno total, para las especies vegetales investigadas
(apio, coliflor, maíz, arveja, rábano y nabo).

Numerosos solventes han sido utilizados para extraer
la proteína foliar. Chibnall,("> por ejemplo, utilizó una mez
cla de agua y éter con el objeto de ayudar a la proteína a
liberarse de la clorofila y de la materia grasa. En cambio,
Smith y colaboradores, estudiaron la posibilidad de ex
traer proteínas foliares, usando como solventes digitonina,
sales biliares y desoxicolato, el cual separa la clorofila de
la proteína. Por otro lado, Smith y Pickelst"> intentaron la
extracción de proteínas foliares empleando como solvente
dodecil sulfato de sodio, compuesto que rompe la molécula
proteica en pequeñas partes.

Byers.^-^) por su parte, preparó concentrados proteicos
usando para el efecto varias plantas de Ghana, logrando
establecer que las legumbres eran las mejores fuentes cuan
do se trataba de extraer un concentrado proteico de buena
calidad. Además, obtuvo muy buenos resultados con algunas
malezas de las más comunes. Ciertas especies de hojas con
tenían gran cantidad de mucílago o de fibra y fue muy difí
cil para dicho investigador, preparar un extracto adecuado
de ellas por el método que él describe. Este consistió en
preparar una pulpa de hojas y separar la parte sólida por
ñltración en tela; la proteína fue precipitada por medio de
calor.

Festensteint"> estudió también la extracción de proteína
foliar usando varios solventes en escala de laboratorio, e
informó que la extracción proteica se incrementa fácilmente
bajo condiciones alcalinas, debido a la gran dispersión de
cloroplastos producida, ya que éstos constituyen la proteína
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insoluble.í^) El estudio lo llevó a cabo en hojas de tabaco,
utilizando como solventes, sacarosa 0.4 M; bicarbonato de
sodio pH 7.2; bicarbonato de sodio pH 8.3, e hidróxido de
magnesio 0.2 M. Las extracciones se verificaron en un ma-
c^ador de alta velocidad, siendo la solución de bicarbonato
pH 8.3 el solvente más efectivo para extraer las proteínas
de las hojas estudiadas. El mismo autor observó que la ex
tracción a 4°C no aumentaba el porcentaje de extracción de
mtrogeno.

Boyant y Fowden^^^^ extrajeron el 90% de proteínas de
hojas de narciso por un procedimiento de maceración, mo
lienda y homogeneización a pH 9.

Otros investigadores, Zecker y colaboradores, dieron
cuenta de que la cantidad de proteínas solubles de hojas,
esarrolladas bajo la luz solar, era mucho mayor que la

de hojas que habían crecido a la sombra. Wilson y Tilleyí^s)
en su estudio sobre concentrados proteicos de alfalfa y de
varias gramas, notifican que el porcentaje de nitrógeno de
las plantas utilizadas fluctuó entre 4.8 y 2.3 en el caso de la
alfaha, y de 3.1 a 2.1% para las gramas. El porcentaje de
nitrógeno soluble en agua fue de 14 a 37, oscilando el con
tenido de nitrógeno en el concentrado proteico preparado,
entre 7.1 y 13.1%.

Valli y colaboradores en sus trabajos en hojas fres
cas de la India, encontraron que el contenido de nitrógeno
y el porcentaje de nitrógeno proteico extraíble eran notoria
mente variables, según la especie. En los concentrados protei
cos aislados determinaron los porcentajes de proteína que
variaron de 34.2% a 77.4%. La metionina y lisina de esas pro
teínas osciló entre 1.3% y 2.2%, y de 3% a 4%, respectiva-
mente. Para obtener la proteína los autores utilizaron una
llenadora Waring a fin de destruir la estructura celular v
agua, conio solvente extractor, hasta formar una pulpa La
prte sohda de esta se separó por filtración en tela y del ex-
tracto se precipitó la proteína agregando ácido clorhídrico

un nH^dJ ^ agitación constante hasta obtenerpH de 4.5. La proteina obtenida en esta forma se lavó
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repetidas veces con agua para eliminar el ácido, y con ace
tona para eliminar pigmentos y grasa, secándose seguida
mente en un horno al vacío durante 4 horas.

Chakravarty y Guha en la India, desarrollaron un pro
ceso para la extracción de la proteína foliar, que comprende
las siguientes operaciones. Las hojas son primero desinte
gradas en un molino de martillos y luego sometidas a extrac
ción utilizando varios solventes capaces de extraer material
proteico fohar como: agua, agua saturada de éter, soluciones
acuosas de hidróxido de sodio y soluciones de bicarbonato
de sodio. En este caso el solvente extractor se usó en rela
ción de 1:3 en base al peso de hojas molidas; el tiempo de
extracción fue de 30 minutos. La separación de las fibras se
realizó por centrifugación a 500 r.p.m. y la precipitación del
extracto proteico utilizando ácido clorhídrico hasia alcanzar
un pH de 3.8.

Estos autores estudiaron también la utilización que po
dría dársele a los subproductos. Teniendo en cuenta que el
residuo fibroso contenía alrededor de 30% de proteína, deci
dieron emplearlo como alimentación para rumiantes. Asi
mismo, en vista de que el licor remanente de la precipitación
era rico en aminoácidos, azúcares y minerales, los autores
consideraron la posibilidad de usarlo como medio de fer
mentación.

Davys y Pirie^^» y Morrison y Pirieí^») han informado
extensamente sobre sus trabajos, en escala piloto, señalando
los problemas que pueden encontrarse en la preparación de
concentrados proteicos.

Los informes de dichos investigadores describen maqui
naria adecuada para hacer pulpa de hojas frescas y separar
un jugo del que se obtiene el precipitado proteico. Además,
tiene capacidad suficiente para procesar varias toneladas de
hojas al día, extrayendo alrededor de la mitad o tres cuartos
de la proteína foliar.

Las máquinas descritas por Davys y Pirieí^J no son con
venientes para efectuar buen contacto entre el material
fibroso y cualquier reactivo líquido que se agregue para
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mejorar la extracción, ya que están diseñadas para separar
y recoger cualquier líquido contenido en la masa fibrosa
sobre la que se está trabajando, y prácticamente nulifican
asi el tiempo de contacto. Esto constituye una desventaja,
puesto que al trabajar hojas que tengan savia ácida de un
pH cercano al punto isoeléctrico de las proteínas, la extrac
ción proteica es muy baja.

Los molinos de hojas, de gran capacidad, producen un
jugo con fibras en suspensión y una masa de fibra húmeda
que ha absorbido gran parte del jugo; esta fibra húmeda
debe, pues, someterse a un proceso de exprimido, procedi
miento para el cual se ha descrito una prensa continua, que
comprime el material entre una faja y una polea perfora
da. <®> Otra prensa usada con éxito es una de platina circular
rotatoria, que funciona en un ciclo continuo de carga, prensa
y descarga. El jugo obtenido del molino de hojas, por un
lado, y del exprimidor, por el otro, se mezclan y se tamizan
al grueso de 100 mallas; es más conveniente separar las
fibras por tamizado o en una centrífuga decantadora conti
nua, ya que si se intentara realizar una buena separación del
líquido en el molino de hojas, sólo podría hacerse a costa de
la velocidad de separación del jugo.

La proteína extraída, presente en el jugo de hojas, se
separa por cualquiera de los sistemas de coagulación como
son calentamiento, acidificación y envejecimiento, o bien
por procedimientos en los que combinan estos tres métodos
Cada uno produce un precipitado de características diferen-
tes; el calentamiento lo produce más denso y en grumos
grandes, mientras que la acidificación y el enveiecimiento
rinden un precipitado gelatinoso de textura sua7Í yTe mí
ñor densidad. <25) ^ ^

El precipitado obtenido por acidificación es más puro

r«¿ norTJnt
t™?entn el obtenido por calen-
ííwho formación ocluye
Lr^n ín .ff ®°®P"®stos que de otro modo permane-cenan en el licor remanente. Este precipitado es más difícil
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de purificar en vista de que los grumos son impermeables
a los solventes de extracción de grasa y pigmentos.

Por razones económicas siempre es más ventajoso coagu
lar la proteína por calentamiento, con el entendido que el
pH del jugo sea menor de 6. <2®) Sin embargo, si éste excede
de 6, o si se han usado solventes alcalinos, es indispensable
acidificar ajustando el pH al punto isoeléctrico de las pro
teínas para efectuar la precipitación, y calentándolo después
a la temperatura de 75 a 80°C para aglutinar el precipitado.
Quedan todavía por determinar las condiciones y métodos
que producen la precipitación más completa de un producto,
de pureza conveniente y de una textura que permita fácil
filtración, para cada variedad de planta y para cada pro
ceso y condición económica.

La separación del precipitado proteico es un caso de
filtración de un sólido amorfo gelatinoso; para efectuar esta
operación, Morrison y Pirie<25) recomiendan el uso de filtros-
prensa, para grandes capacidades, y filtros de tela para ca
pacidades medias, siempre haciendo énfasis en la estrecha
dependencia existente entre las condiciones de coagulación
y la dificultad relativa de filtración. Byers<^> notifica que
las plantas mucilaginosas son especialmente difíciles de ela
borar en esta etapa. Sin embargo, no se presenta dificultad
alguna —aún con precipitados gelatinosos o mucilaginosos—
si se separan en una centrífuga continua.

Para la separación de los precipitados proteicos en tra
bajo de laboratorio, se ha usado la filtración en tela y la
centrifugación, adaptando estos métodos para resolver los
problemas de cada extracción en particular.

Tanto en los trabajos de laboratorio como en los de
escala piloto se detallan métodos de purificación que abarcan
desde el simple lavado con agua, hasta tratamientos suce
sivos con solventes para remover pighientos y grasa que
podrían disminuir la estabilidad del concentrado proteico.

Morrison y Pirie <2®^ informan acerca de la purificación
hecha en el producto de su planta piloto, consistente en
lavados con agua ácida (pH de 3.4 a 4) de la torta molida
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de la filtración inicial, seguidos de una segimda filtración
de la cual se obtiene una torta que se exprime para dismi
nuir la humedad; esto da bloques de 30 a 40% de materia
seca, los cuales se envuelven en pliegos de polietileno y se
almacenan a 10°C. Si el almacenamiento bajo congelación
se prolonga mucho tiempo, la textura cambia a una consis
tencia arenosa que antes de la preparación de los alimen
to^ hace n^esario molerlo para que recupere la textura
original. El ligero "sabor a hoja" que se manifiesta después
del almacenamiento prolongado, puede eliminarse casi por
completo mediante lavado con agua caliente.

Los ensayos hechos para secar el concentrado proteico
por varios métodos, evaluando el producto resultante, seña
lan que el calor —^y por lo tanto los métodos que incluyen,
por ejemplo el secado en horno o en rodillos— produce un
deterioro del valor nutritivo de los concentrados foliares. <^8)
A este respecto Duckworth y Woodhamíio> establecen que
el secado al horno no produce daños si la temperatura se
mantiene suficientemente baja, siendo lo más importante
que el material a secar no alcance temperaturas mayores de
80OC No se ha infernado acerca de los efectos del tíempo
de calentamiento, ni de las reacciones químicas que ocurren

/°MP"estos que intervienen para
Sin emLÍL 1 J ̂  disminuir el valor biológico.

\  indican que los concentradosproteicos secados por calentamiento a baja temperatura en
una corriente de aire no sufren nin,n,„ '■""peraiura en
nutritivo No oW, f 1 ninguna merma en su valor
tradTnroteko f eri «Posición prolongada del concentrado proteico a estas condiciones, produce un endurecí

dándole una sensación arenosa aún después de molido El
rconedacr resultados similares cuandocongelación se hace lentamente; si ésta es rápida el nro-
prodLte°srT"'^ textura suave característica de losproductos secados por sublimación. <2®)

concentrados sean usados inme*diatamente o dentro de un período de tiempo corto, no se
26

recomienda secarlos ni desgrasarlos, pues esto resulta anti
económico. En cambio, si el concentrado va a ser transpor
tado o almacenado durante un largo tiempo, es preferible
secarlo; lo mismo cabe decir con respecto a la extracción de
materia grasa, ya que siendo alto el porcentaje de ácidos
grasos no saturados, esta fracción de grasa es inestable en
el almacenamiento y ello da origen al enranciamiento que
deteriora el sabor del concentrado proteico.

Lima y colaboradores dieron cuenta de un estudio
de ácidos grasos en concentrados proteicos de nabo, apazote,
gramas, trébol y maíz. En general, dichos autores encontra
ron que los concentrados contenían alrededor de 3 a 8% de
ácidos grasos, de los cuales de 75 a 80% eran ácido linole-
nico, palmítico y linoleico, presentando pequeñas cantidades
de ácido oleico, palmítico y esteárico que constituían del
12 al 17% del total de ácidos grasos. Además, detectaron
cantidades mínimas de otros ácidos grasos, tanto saturados
como no saturados. No pudieron establecer grandes dife
rencias cualitativas en la composición de ácidos grasos entre
las especies estudiadas.

En lo que respecta al contenido de aminoácidos de las
proteínas foliares, debe señalarse que Valli, Rao y Vijaya-
raghavan^^') investigaron el contenido de lisina y metionina
de los concentrados proteico de hojas de caña de azúcar,
bambú, remolacha, banano, mango, sesbania y otras hojas,
usando para el caso, procedimientos microbiológicos. Según
pudieron constatar, la metionina de las plantas estudiadas
varió entre 1.3 y 2.2g, y el de lisina de 3 a 44g por 16 gramos
de nitrógeno. En base al contenido de estos aminoácidos,
dichos investigadores sugieren que varios de los concentra
dos proteicos de las hojas estudiadas podrían usarse para
suplementar dietas de cereales deficientes en los aminoácidos
citados.

Kelley y Baumí^®> han informado de un estudio sobre
los aminoácidos de las hojas frescas y de los concentrados
preparados de hojas de remolacha, maíz, arveja, ruibarbo,
espinaca y nabo. Las determinaciones de aminoácidos fueron
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hechas por métodos microbiologicos, estimándose, además de
los aminoácidos esenciales, arginina e histidina. Se encontró
que los preparados de hojas frescas contenían cantidades
smiilares de estos aminoácidos en una proporción que se
considero nutricionalmente bien balanceada. El contenido
total de aminoácidos en los preparados de hojas frescas fue
de más o menos 75% del determinado en los concentrados
proteicos.

Wilson y Tilleyí®®) realizaron un estudio de aminoácidos
en concentrados proteicos y hojas frescas de alfalfa cosecha
das en seis diferentes etapas de maduración. Los resultados
indicaron una diferencia notable entre el contenido de ami
noácidos de las hojas frescas y de los concentrados corres
pondientes, debido a que en la alfalfa alrededor del 30%
del nitrógeno es soluble en agua. Los autores llegaron a esta
misma conclusión en una investigación similar realizada en
gramas, encontrando, asimismo, que el contenido de amino
ácidos de los concentrados proteicos de alfalfa y de gramas
era bastante parecido. En este estudio se encontró, además,
que la composición de aminoácidos en la alfalfa no variaba
mucho con la edad de la planta.

Gerloff y colaboradores^"» también determinaron con
tenidos similares de aminoácidos en loá concentrados protei
cos de nueve plantas cosechadas en diferentes estados de
madurez y cultivadas bajo diferentes condiciones de ferti
lización. Los autores indican que a juzgar por su contenido
de aminoácidos, los concentrados podrían ser una fuente
balanceada de proteína siempre que se suplementen con
metionina, aminoácido en el que éstos son deficientes.

Henry y Ford<»i verificaron estudios del valor nutritivo
de concentrados proteicos de hojas, en ratas en proceso de
crecimiento. En general los hallazgos clasifican a la proteína
de hoja como de buena calidad. El valor nutritivo fL tam
bién estudiado microbiológicamente y se llegó a la misma
conclusión; ademas se determinó la disponibilidad de algu
nos armnoacidos esenciales en muestras seleccionadas, en-
contrandose en todas ellas, que la metionina era menos
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disponible que en el huevo. Se observó que el valor biológico
y la digestibilidad aumentan con la maduración de las hojas
debido al incremento en cuanto a la disponibilidad de me
tionina.

Los concentrados proteicos de trigo, cebada, alfalfa y
nabo fueron estudiados por Akenson y Stahmann.<^» El valor
biológico determinado fue en general más bajo que el del
huevo, pero más alto que el de la caseína, soya, levadura,
harina de trigo, zeína y gelatina.

Sur<^'» determinó el valor nutritivo de la hoja de alfalfa
completa, cortando ésta antes de que floreciera la planta.
Llegó a la conclusión de que la harina de dicha hoja también
era de valor nutritivo bajo. Además estudió su valor bio
lógico y el coeficiente de digestibilidad, los cuales fueron
de 66 y 74%, respectivamente, y el índice de eficiencia pro
teica, de 1.01. Los estudios de suplementación con arroz,
realizados por el mismo autor, tuvieron como resultado una
mezcla con un valor biológico de 88 y un índice de eficien
cia proteica de 2.5, ya que, en pequeñas cantidades, la alfalfa
incrementa la eficiencia proteica de dicho cereal, de 2.1 a
2.5, pero la adición de mayores cantidades no produce nin
gún otro aumento.

Rogers y Milner^^"»» compararon el valor nutritivo de
los concentrados proteicos de hojas de yuca {Manihot escit-
lenta^ de Jamaica y del Brasil con su composición de amino
ácidos. El contenido de aminoácidos reveló únicamente una
notable deficiencia de metionina, mientras que el alto con
tenido de lisina sugiere su posible utilización como suple
mento en la elaboración de algunas dietas a base de cereales.
Durante el estudio del valor nutritivo que hicieron en ratas,
dichos investigadores observaron que las dietas que conte
nían las hojas sin cocer y desecadas por liofilizacion, eran
rechazadas aún en el caso de niveles tan bajos como de 10%
de proteína foliar. Según los mismos autores esto no parece
estar relacionado al contenido de cianuros de la hoja de
yuca.
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Duckworth y Woodham<i®) estudiaron la posibilidad de
usar concentrados proteicos foliares de cebada, trigo, col
rizada, gramas y tares como fuentes de suplementación pro
teica en raciones para ratas y polluelos en proceso de creci
miento. Llegaron a la conclusión que los cinco concentrados
eran, uniformemente, de alto valor nutritivo, siendo com
parables a la harina de soya como fuentes de proteínas.

Un concentrado proteico hecho de hojas de trigo fue
sometido a prueba como suplemento de una dieta para cer
dos por Duckworth y colaboradores. Pudieron observar
que cuando la dieta tenía alrededor de 7% de proteína de
hoja, el crecimiento y la eficiencia de utilización del alimen
to por los cerdos era tan buena como cuando usaban una
dieta que contenía 8% de harina de pescado. Al aumentar
el porcentaje a 10% o más, no se constató un mejor creci
miento aún cuando la eficiencia de utilización del alimento

mejoró notablemente.

Waterlow^®®) llevó a cabo un estudio sobre la absorción

y retención del nitrógeno proveniente de la proteína de
hoja en niños desnutridos en vías de recuperación.

Los resultados revelaron que el promedio de aumento
de peso de los niños alimentados con una mezcla de leche y
proteína foliar era muy semejante al de los niños que reci
bieron sólo leche. Se obtuvo evidencia de que el nitrógeno
de la proteína de hoja había sido menos absorbido que el
de la leche, pero la retención de nitrógeno de ambas fuentes
no demostró diferencia alguna.

Al considerar los concentrados de proteina foUar como

¿rés p f f mundialde este nutriente, se debe tener en cuenta que la aceptación

te^uMn loraí" t° P^sentación y de la similitud que
aS B^eAc^ T" - alimentos ya aceptados.SI, Byers ensayo mezclas de concentrados proteicos de
hojas con salsas condimentadas, o con frutas y verdeas
preparando pasteles, frituras y sopas a modo de contrarresi
tar cualquier sabor extraño. comrarres-
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lil. MATERIALES Y METODOS

A. Hojas

Para los estudios de extracción, preparación de proteí
nas foliares y evaluación del valor nutritivo de algunas de
ellas, se emplearon tres grupos de hojas. En el primero se
usó solamente kikuyú como ejemplo de plantas gramíneas.
En el segundo grupo se estudiaron los bagazos de citronela
y de té de limón, y en el tercero se incluyeron las hojas de
bledo, soya, macuy (llamado también quilete o hierbamora),
ramio, maíz (milpa), chipilín, verdolaga y quixtán.^®®' Tanto
el kikuyú como las hojas del tercer grupo se seleccionaron
para los estudios de extracción por contener cantidades rela
tivamente altas de proteína cruda, según lo indica la cuarta
edición de la Tabla de Composición de Alimentos para Cen
tro América y Panamá publicada por el INCAP en 1960,
y teniendo en cuenta su disponibilidad durante la mayor
parte del año. Las muestras de citronela y té de limón se
estudiaron por ser subproductos de la industria de aceites
esenciales y por encontrarse asequibles en cantidades apre-
ciables. Poco uso se le ha dado a estos materiales después
de la extracción del aceite.

B. Recolección de las Hojas

Las hojas utilizadas en el estudio fueron recolectadas
personalmente en el campo o en los mercados locales. Las
muestras de citronela y de té de limón se obtuvieron de las
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fábricas que procesan estas plantas para extracción de su
aceite. El kikuyú provenía de parcelas experimentales o
de siembras bajo explotación, como pasto. Las muestras se
depositaron en los laboratorios de la División de Ciencias
Agrícolas y de Alimentos del Instituto de Nutrición de Cen
tro América y Panamá (INCA?) almacenándose bajo refri
geración, a 4°C, hasta el momento de su empleo para los
estudios respectivos. Una muestra representativa de cada
material fue utilizada para determinar su composición quími
ca proximal.

C. Preparación de las Hojas

En todos los experimentos que formaron parte de esta
investigación, el material foliar fue tratado con agua fría
para liberar materia extraña y tierra. En seguida el mate
rial se corto en pedazos hasta de aproximadamente una
pulgada, usando un cuchillo de acero inoxidable o de ma
dera a fin de evitar el deterioro del color por oxidación de
pigmentos en presencia de metales. Se utlUzó de inmediato
o bien se guardó en bolsas de polietileno, las que se alma-
cenaron en un congelador hasta el momento de proceder a
la extracción del nitrógeno. Parte de las muestras utilizadas
en los experimentos con citronela y té de limón fue empa
cada en bolsas de polietileno tal como se recibió, procurando
compactar el material en la medida posible, para excluir el
aire y lograr así la fermentación con los microorganismos
presentes en las hojas. Los bagazos empacados en esta forma
se mantuvieron a temperatura ambiente durante 5 semanas
Al cabo de este tiempo se había desarrollado ya el olor ca-
rac eristico de la fermentación, por lo que se procedió a
^^zar los ensayos de extracción de compuestos nUrÓget

D. Extracción de Compuestos Nitrogenados
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vez, requirió una prensa hidráulica para separar el jugo de
las hojas. Se colocaron alrededor de 250g en el recipiente
de la prensa aplicándose una presión continua de 15,000
libras por pulgada cuadrada durante 24 horas. Eí jugo fue
recolectado en un matraz y el residuo se disolvió en agua,
colocándose de nuevo en la prensa para otra extracción y
recolección del jugo así obtenido. Debido a la poca eficien
cia de este método, se descartó en favor de otro más efectivo
en romper la estructura celular y permitir la extracción de
mayores cantidades de nitrógeno.

El segundo procedimiento utilizado fue tratando el ma
terial foliar en una licuadora Waring. En este caso se colo
caba un peso conocido de hojas en el recipiente de la licua
dora, con los solventes sometidos a ensayo en cantidades
que duplicaban o triplicaban el peso de las hojas. Después
de separar el primer extracto, por filtración en tela, el resi
duo fue extraído nuevamente de dos a tres veces más, jun
tando los extractos contenidos en un solo volumen, el cual
se midió. El residuo fue deshidratado y pesado. En ambos
productos se determinó nitrógeno total. Los solventes em
pleados en los diferentes experimentos para las diversas
hojas fueron: a) agua destilada; b) soluciones de hidróxido
de sodio de diferente concentración y, por consiguiente, de
diferente pH; c) soluciones al 10% de ácido bórico; y d)
solución de sulfato de cobre (0.014 M), sulfito de sodio
(0.004 M) e hidróxido de sodio (10.05 N). Varios investiga
dores han empleado solventes iguales o similares para ex
traer, tanto proteínas foliares^®'', como de cereales. (^3)
el trabajo de que aquí se da cuenta, la extracción con licua
dora produjo mucha espuma en ciertas ocasiones, por lo
que con el fin de eliminarla, se empleó el antiespumante de
silicona Merck No. 78.

E. Precipitación de Proteínas

Una vez separado el material foliar residual del solven
te, lo que se hizo por filtración en tela, se procedió en algu-
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nos casos a la precipitación de las proteínas del extracto.
En aquellos casos en los que hubo necesidad de concentrar
el extracto, esto se realizó colocándolo en un balón rotatorio
de evaporación al vacío. El material ya concentrado se trató
con una solución de ácido clorhídrico, llevándolo al punto
isoeléctrico de la proteína, pH 4.5 a 5.5, para precipitarla.
Cabe señalar que con el fin de obtener una mejor precipi
tación, el extracto ajustado a pH 4.5, fue calentado en baño
de María a 70°C. Si el volumen del extracto no requería
concentración, el pH se redujo hasta 4.5 para precipitar las
proteínas, siempre con la ayuda de calor a una temperatura
de 70OC.

El precipitado fue separado del sobrenadante por cen
trifugación; seguidamente este último se deshidrató por
liofilización, y el precipitado, por secamiento a temperatura
ambiente y en homo a 37°C.

Se determinó luego el nitrógeno total de ambos produc
tos para calcular el balance o la distribución del nitrógeno.

P. Preparación de Proteína Foliar para Ensayos Biológicos

En este ensayo se empleó la hoja de bledo, aplicando
ima adaptación del método descrito por Valli, Rao y Vijaya-
raghavan(®'> y por Fowden.<^^^ Se realizaron varias extrac
ciones usando, para cada una, 400g de bledo, l,000cc de agua
destilada y 137cc de hidróxido de sodio 0.2 N, para mantener
un pH de 9.0. Para cada carga de 400g se hicieron dos ex
tracciones separando el residuo por filtración en tela de algo
dón. Los dos extractos obtenidos en esta forma y mezclados
en un solo volumen, se concentraron por pervaporación o
diálisis contra aire,íi8) en un horno con aire circulante a
70°C, y usando durante la concentración, ácido ascórbico al
0.2%, como preservativo.Cí) Además, a intervalos de 4 a 8
horas la superficie extema de los tubos de diálisis se frotaba
con toaUas de papel humedecidas en agua destilada, para lim
piarla de los cristales de sales y favorecer así la diálisis a
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través de la membrana. La precipitación proteica se logró
acidificando el extracto concentrado con ácido clorhídrico
hasta el punto isoeléctrico de las proteínas, que en este caso
se consideró ser pH 4.5. Luego se sometió a coagulación en
baño de María a 70°C. El precipitado proteico, de color ver
de-café, se separó del licor remanente por centrifugación a
3,500 r.p.m., usándose copas plásticas de 250cc de capacidad.

La purificación del precipitado se hizo en las mismas
copas, lavándolo tres veces con agua para eliminar el ácido
y seguidamente con acetona, cinco veces consecutivas, para
descartar más o menos en su totalidad el agua, los pigmentos
y la grasa. <87) Para preservarlo del sabor dulzón caracterís
tico de la acetona, el precipitado proteico fue lavado con
éter de petróleo. A partir del licor remanente, se trató de
obtener un segundo precipitado, ciñéndose, para el caso a
los tratamientos siguientes: envejecimiento a 37°C por 24
horas; acidificación hasta un pH de 3.5, coagulación por ca
lor, y envejecimiento a 4°C durante 24 horas. No se logró
ninguna precipitación, permaneciendo el licor remanente
color ámbar claro.

El secamiento del precipitado proteico obtenido se rea
lizó en dos etapas. La primera consistió en descartar el éter
de petróleo a la temperatura ambiente, y la segunda en
eliminar la humedad, a 37°C.

Se obtuvo un concentrado proteico abundante, color
pardo claro, con poca fibra y de alto contenido en nitrógeno,
inodoro y de gusto no perceptible.

G. Preparación de Harinas de Hojas para Estudio de su
Valor Nutritivo

Las hojas escogidas para este propósito fueron las de
bledo, (100 libras) chipilín, quixtán y macuy (50 libras de
cada uno).

El bledo fue deshidratado por medio de liofilizacion y
utilizando una corriente de aire caliente a la temperatura
de 70°C, mientras que para el macuy, el chipilín y el quixtán
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sólo se usó aire caUente. La liofilización se llevó a cabo en
una liofílizadora Virts y durante un período de 72 horas.
El procedimiento de deshidratación al horno se efectuó

colocado capas finas del material foliar (chipihn. bledo,
quixtan y macuy) en bandejas-canasta a modo de favorecer

7nop^ tÍ horno, a una temperatura de
V fim -j secado, el material se sacó

•  . ° bandejas a fin de lograr un seca-
Iflc Vi ° corto tiempo. Al término de dos horasas hojas estaban ya completamente deshidratadas.

40 molidas a un grueso de
rpfrioo Wiley, almacenándose en un cuartorefrigerado a

harinas de hojas destinadas a los estudios biológi-
'  ̂ concentrado proteico de bledo, se sometie-

CTrac^ determinar su contenido de humedad,
A O A p los métodos de la
miif o- 'litrógeno se analizó según la técnica de Ha-milton y Simpson.<^°)

H. Estudio de Aminoácidos
Se determinó el contenido de aminoácidos esenciales del

concentrado proteico de bledo obtenido por extracción alca-
ma, y de las harinas foliares utilizando para ello métodos
microbiológicos.(") En las determinaciones de lisina, leuci-
na, isoleucina, treonina, metionina, fenilalanina y valina se
usó Leuconostoc mesenteroides P-60 y medio sintético Difco.
El contenido de triptofano en hidrolizados alcalinos se ana-
lizó usando Lactohacillus arahinosus 17-5 y medio sintético
Difco.

I. Ensayos Biológicos

El valor nutritivo de las harinas foliares y del concentra
do proteico del bledo se determinó mediante un ensayo en
ratas jóvenes en proceso de crecimiento, el cual se desarrolló
en tres etapas sucesivas. Se emplearon en total 56 ratas blan-
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cas de la cepa Wistar de la colonia animal del INCAP, de
4 semanas de edad, asignándose 4 hembras y 4 machos a ca
da dieta. Se prepararon 7 dietas básales, cuya composición
se describe en el Cuadro No. 1.

Los animales se alojaron en jaulas individuales de alam
bre con fondos elevados de tela metálica, suministrándoseles
ad libitum tanto el agua como la ración durante todo el
tiempo que duró el experimento. Se pesaron cada 8 días,
anotándose su aumento de peso, y llevándose también ion
registro de peso del alimento consumidoras) en ese período.

Las ocho ratas integrantes del grupo- que recibió el con
centrado proteico de bledo fueron alimentadas durante 4
semanas, determinándose el índice de eficiencia proteica
(PER*) de dicho concentrado.

Los grupos de ratas alimentadas con las harinas de ho
jas (chipilín, macuy, bledo, quixtán y bledo liofilizado) y
el grupo testigo (caseína libre de vitaminas), consumieron
estas dietas tres semanas, al final de las cuales se determinó
también su eficiencia proteica. Luego cada grupo se dividió
en dos subgrupos, A y B. El subgrupo A formado por 2 hem
bras y 2 machos se usó como control; las dietas para las
ratas del subgrupo B fueron suplementadas con metionina,
con el objeto de establecer si la adición de este aminoácido
esencial, tenía resultados benéficos. Al término de las tres
semanas siguientes se varió la dieta del subgrupo A dupli
cando el porcentaje proteico fohar; el objeto de este cambio
fue observar si ello hacía innecesaria la suplementación con
aminoácidos. El subgrupo B, en cambio, continuó sujeto a
la misma dieta, usándose en este caso como control. En cuan
to a los animales alimentados con bledo, al grupo que recibía
la dieta del bledo liofilizado se le administró —en la última
etapa—, la dieta de bledo secado al horno, para determinar
si este cambio se traducía en una mejora del crecimiento.
Este experimento duró tres semanas más. El período total
del ensayo abarcó así 9 semanas.

• PER = "Protein Efficiency Ratio".

37



IV. RESULTADOS

A. Composición Química

El análisis proximal, en base fresca, de las hojas escogi
das para esta investigación se detalla en el Cuadro No. 2.
Como puede apreciarse, el contenido de humedad osciló en
tre un valor mínimo de 14.1% y uno'máximo de 87.4%, y el
de nitrógeno entre un porcentaje mínimo de 0.58 y uno má
ximo de 1.92, correspondiente al kikuyú y a la citronela, res
pectivamente. En base seca el contenido de nitrógeno varió
de 3.67 a 9.37%.

B. Extracción

La eficiencia de extracción de las proteínas, usando va
rios métodos, se presenta en los Cuadros Nos. 3, 4 y 5 para
el kikuyú, el té de limón y la citronela, en el mismo orden.
En el Cuadro No. 3 se indican, asimismo, los resultados de
varios experimentos realizados con kikuyú. Según revelan
las cifras, el uso de maceración con el solvente de sulfato de
cobre y sulfito de sodio a un pH de 12, y de una solución de
hidróxido de sodio a pH 9, produjeron los mejores resulta
dos en cuanto a porcentajes de extracción de compuestos ni
trogenados siendo éstos de 83.40 en el primer caso, y de 62.90
en el segundo. Los rendimientos de proteina cruda obtenidos
en base del contenido proteico de la materia prima fueron
de 57 y 30%, respectivamente. Evidentemente pues, el pro-
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ceso de licuación produjo mejores extracciones que el pren
sado. Aunque una concentración baja de NaOH es favorable,
una concentración excesiva parece reducir la extracción del
nitrógeno.

En lo referente a los ensayos realizados con bagazo de
te de limón (Cuadro N' 4), los resultados revelan nueva
mente que el solvente de CuSO,, Na.SOg en solución, a pH
, proporciona una extracción de compuestos nitrogenados

precipitables de 12.13% en el material no fermentado. Cabe
señalar que con el té de limón fermentado se obtuvieron me
nores extracciones con todos los solventes. El Cuadro N' 5
muestra los experimentos hechos con bagazo de citronela.
quí las mejores extracciones se obtuvieron por medio de

solventes alcalinos simples (NaOH a un pH 9) o complejos
(como el solvente de CuSO,, Na^SO, a un pH 12), tanto de
la hoja fermentada como de la no fermentada. Sin embar
go, con este material foliar, el porcentaje de extracción no
fue consistente y siempre se mantuvo relativamente bajo.

Los resultados de la extracción proteica de varias ho
jas, usando agua como solvente, constan en el Cuadro N' 6.
En este caso la mejor extracción de compuestos nitrogenados
precipitables obtenida fue de 21.60%, correspondiente a la
hoja de bledo. En las otras hojas las extracciones fueron de
menor cuantía, pero parece ser que en general el agua no
es un buen solvente, por lo menos para algunas de ellas.

Los experimentos realizados con bledo usando como
solvente proteico, agua y solución de NaOH a un pH 9, y sus
resultados se presentan en el Cuadro N' 7. En este caso el
porcentaje d© extracción de compuestos nitrogenados fue de
76.2% cuando se empleó la solución de NaOH, en contraste
con 27.6% al utilizarse agua.

El Cuadro N' 8 ilustra la distribución de nitrógeno y
aminoácidos de la hoja de bledo en los productos resultan

extracción, usando para el caso, la solución
de NaOH a un pH de 9. El contenido de aminoácidos del

rfe ? f proteínas no precipitables, y delresiduo de la extracción, presenta diferencias, siendo este
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Último el más pobre en concentración de los aminoácidos,
estudiados. El mismo cuadro muestra también que el conte
nido de aminoácidos de los productos analizados es inferior
al de la caseína.

El análisis proximal y de aminoácidos de las harinas
foliares usadas para los ensayos biológicos se dan a conocer
en el Cuadro N' 9. El examen de dichos datos revela que las
harinas acusan un contenido de nitrógeno que fluctúa entre
4.59 y 5.85%. El contenido de aminoácidos, expresado en
g/gramos de nitrógeno de las diferentes hojas es muy simi
lar, existiendo entre ellas pequeñas diferencias únicamente.
Por otro lado, todas las hojas presentan cantidades peque
ñas de metionina y parecen ser buena fuente de lisina. Tam
poco se constataron diferencias en cuanto al contenido de
aminoácidos entre el bledo deshidratado con aire caliente y
el deshidratado por liofilización.

C. Ensayos Biológicos

Los hallazgos correspondientes a la primera fase del en
sayo biológico se detallan en el Cuadro N' 10 y en las Figu
ras 1», 2*» y 3**.

Se pudo establecer que de todas las dietas experimen
tales utilizadas, la que produjo mayores aumentos de peso
e índices de eficiencia proteica más favorable fue el con
centrado de la proteína del bledo. En este caso el incremen
to de peso obtenido alcanzó 52 gramos y el PER, 2.15, en
comparación con el de 3.63 observado en el grupo control
cuya ración era a base de caseína. En lo referente a las die
tas preparadas con hojas deshidratadas, las cifras de incre
mento ponderal fueron: 24, 19 y 6 para el bledo, chipilín y
quilete, respectivamente. En el mismo orden se obtuvieron
los siguientes índices de eficiencia proteica: 1.56, 1.33 y 0.53.
Se comprobó, además, un pequeño aumento, tanto en el cre
cimiento de los animales como del PER, con la dieta de ble-

• Las figuras 1 y 2 representan el crecimiento observado con las dietas de
concentrado proteico de bledo, bledo secado al homo y bledo liofilizado.
La Figura 3 representa el crecimiento con las dietas de chipilín, quilete y
quixt^. Las tres gráficas Uustran el crecimiento logrado con caseína, co>
mo dieta control.
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do secado al homo, en contraste con las que contenían bledo
liofilizado. De las hojas utilizadas en estos ensayos, única
mente el quixtán indujo pérdidas de peso; sin embargo, no
hubo mortalidad en los animales alimentados con ésta ni con
ninguna de las otras hojas.

Los datos obtenidos al suplementar las dietas experi
mentales con el aminoácido metionina (Cuadro N' 11 y Fi
guras 1 a 3), corresponden a la segunda etapa del estudio
biológico. Era, pues, de esperar que los pesos iniciales no
fueran iguales entre las diferentes hojas. Como claramente
se aprecia, el agregado de metionina a la dieta de chipilín
produjo un aumento ponderal de 68 gramos, en contraste
con el de 27g que acusó el gmpo alimentado con la dieta
libre de suplementación. El índice de eficiencia proteica as
cendió de 1.37 a 2.46. Con el bledo secado al horno la ga
nancia de peso fue de 37 gramos, mientras que ésta alcanzó
sólo 10 gramos en el grupo control alimentado con la dieta
sin suplemento del aminoácido. En este caso la eficiencia
proteica subió de 1.05 a 1.88.

En lo concerniente a las dietas de hojas de quilete y de
quixtán, aparentemente la adición de metionina no tuvo
ningún efecto benéfico. Asimismo, la única muerte registra
da ocurrió en el gmpo que recibió la dieta preparada a base
de quilete.

El Cuadro N' 12 y las Figuras 1 a 3 sumarizan en ci
fras, y gráficamente, los resultados correspondientes a la
última etapa del ensayo, cuyo propósito fue comparar el
efecto del nivel proteico y de la suplementación con amino
ácidos en las mismas dietas experimentales utilizadas en
las pmebas anteriores. Según se aprecia, el alza del nivel
proteico obtenido con el chipilín tuvo como resultado una
menor ganancia en peso (54 g) y un índice de eficiencia
proteica más bajo (1.09), en contraste con la dieta suplemen-
tada con metionina; en este caso, se obtuvieron 68 y 1.87 de
incremento ponderal y eficiencia proteica, respectivamente.

En el caso de la dieta a base de bledo, el aumento en
peso y el PER obtenidos con 20% de proteína, fueron me-
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jores en comparación con los resultantes de la dieta suple-
mentada con metionina.

Con el bledo liofilizado no se comprobó mayor cambio
en cuanto a ganancia en peso al comparar la dieta con un
nivel proteico alto (20%) y la dieta suplementada.

Al igual que en los experimentos anteriores, el grupo ali
mentado con quilete acusó mortalidad, aunque el agregado
de metionina disminuyó el número de muertes entre estos
animales. Con respecto al quixtán, no hubo ninguna dife
rencia entre el grupo de ratas alimentadas con aproximada
mente 20% de proteína, y el que recibió la ración con 10%
de proteína más el suplemento de metionina.
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V. DISCUSION

Los resultados del presente estudio indican, como ya lo
han expresado otros investigadores<^,^®,-^^ que las fases más
importantes de un procedimiento de extracción de proteína
foliar son la de asegurar la destrucción de la estructura ce
lular, y el uso de un reactivo que extraiga la mayor parte
del material proteico.

En las tentativas conducentes al establecimiento de una

técnica de rompimiento de la estructura celular, sólo se tu
vieron en cuenta los métodos mecánicos por ser los más fá
ciles de aplicar. De los dos procedimientos empleados en este
trabajo, el método de prensa resultó ser poco eficaz, mien
tras que, según se pudo comprobar, el de licuación puede
dar buenos rendimientos cuando se acompaña de solventes
proteicos efectivos o, en el caso de ciertas hojas, de solventes
simples, como el agua. Dos son las razones que pueden ofre
cerse para explicar el por qué de la poca eficiencia del mé
todo de extracción por prensa. La primera está relacionada
con el movimiento del jugo foliar que contiene la proteína,
el cual es lento a través de la fibra y de la estructura foliar.
La segunda, y más factible, concierne al pH del jugo y a la
acción que las enzimas de la hoja y otros componentes celu
lares ejercen sobre el mismo. Puesto que las hojas contienen
cantidades relativamente altas de ácidos orgánicos, el pH del
jugo foliar se reduce posiblemente hasta el punto isoeléc
trico de la proteína, nulificando su solubilidad y, por lo tan
to, la posibilidad de su obtención. Es probable que un alto
porcentaje del nitrógeno extraído fuese del tipo no proteico.
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La licuación, por el contrario, produce una destrucción
mas efectiva de la membrana celular, y el solvente favorece
la solubilidad de la proteína.^^^) Los solventes alcalinos, ade
más de aumentar la solubilidad de la proteína también man
tienen el pH del jugo celular del lado alcalino, no permi
tiendo que éste baje y reduzca la solubilidad de la proteína.
Ello podría explicar, pues, por qué las extracciones con sol
ventes alcalinos logradas en el trabajo aquí descrito, fueron
siempre mayores que las obtenidas con agua destilada.

Asimismo, los resultados señalan, como también lo des
cribiesen ya varios autores, que no todas las hojas permi
ten un alto grado de extracción con agua. En el presente es
tudio, el bledo, el chipilín, la soya y el quixtán rindieron
cierta cantidad de proteína que, aunque pequeña, fue mayor
que la obtenida con el macuy, el ramio y el kikuyú. Esta baja
eficiencia de extracción proteica, utilizando agua, puede ex
plicarse en base a los cambios del pH durante el propio pro
ceso, ocasionados por los ácidos de la hoja y también a causa
del estado de madurez de la hoja. Es posible que, como Byers
y Sturrock lo han postulado, las hojas adultas tengan me
nos proteína y nitrógeno soluble que las hojas tiernas. Puede
ser también que en las hojas maduras, la proteína se encuen
tre ligada a otros componentes foliares en las estructuras
celulares, y que el nitrógeno libre de las hojas tiernas sea
movilizado por la planta a otras regiones de la misma don
de desempeñen funciones metabólicas específicas.

Además, los resultados indican que la extracción con
reactivos de acción severa, libera más compuestos nitroge
nados precipitables por acidificación, que la extracción con
agua, posiblemente a causa de cierta selectividad de extrac

ción de cada reactivo. Sin embargo, esta hipótesis no se in
vestigó en este trabajo, en vista de que, en realidad, ello co
rresponde más bien a las técnicas de separación analítica ci
tadas en la literatura.

Las extracciones hechas con soluciones de hidróxido de
sodio dieron porcentajes de extracción cada vez menores
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conforme aumentaba el pH, debido a una posible desnatura
lización de las proteínas al haber mayor alcalinidad.

Los datos también señalan que no todo el nitrógeno ex
traído era proteína, ya que con su precipitación a pH de
4.5 - 5.5, y con temperatura de 70°C, se detectaron cantidades
relativamente altas de nitrógeno en el sobrenadante. Es po
sible que este nitrógeno esté presente en forma de aminoáci
dos libres y de otros compuestos nitrogenados solubles. Los
resultados indican, pues, que en el caso de las hojas, no es
correcto multiplicar el porcentaje de nitrógeno determinado
por el método Kjeldahl por el factor 6.25 para calcular su
contenido proteico. Por consiguiente, salta a la vista la nece
sidad de establecer un factor aplicable a las hojas para estos
propósitos.

Son de interés los resultados obtenidos con los bagazos
de té de limón y de citronela. Como ya se sabía, toda la pro
teína de los bagazos se encontraba desnaturalizada por el ca
lor que se emplea para la extracción de los aceites de estas
hojas. Debido a esta circunstancia, ni siquiera el uso de sol
ventes tan fuertes como son los alcalinos dieron buenas ex
tracciones de nitrógeno ni de proteína. Es un hecho recono
cido que, además de desnaturalizar la proteína, el calor ca
taliza la reacción entre carbohidratos y proteína, y hace esta
última muy insoluble. La fermentación de los bagazos se
hizo bajo el supuesto de que la actividad enzimática de los
microorganismos podría degradar la proteína coagulada a
una forma más soluble, destruyendo también la estructura
celular formada por celulosa. Sin embargo, los resultados
indicaron lo contrario, ya que el porcentaje de extracción
de los compuestos precipitables disminuyo en forma nota
ble, en comparación con el porcentaje que se logro de los
bagazos sin fermentar. Puede ser que la fermentación in
dujera cierta liberación del nitrógeno, siendo este el factor
responsable de los bajos rendimientos obtenidos. Sena, pues,
conveniente, estudiar el uso de otros solventes semejantes a
los utilizados en este trabajo, en el caso de materiales folia-
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res, ya que abunda la disponibilidad de estos productos que,
lamentablemente se pierden por falta de utilización.

La textura de los precipitados obtenidos por extracción,
según el procedimiento de Mertz y Bressani,<23) era dura y
granulosa, siendo imposible purificarlos hasta eliminar el
color azul-cobre que todos presentaban. Esta circunstancia
obligó a desechar este solvente para futuros ensayos, ya que
cuando se trata de obtener un concentrado proteico a utili
zar con fines nutricionales, es condición indispensable que
éste se obtenga puro o en una forma fácil de purificar. Sería
interesante ensayar —en futuros experimentos—, la otra po
sibilidad que ofrece el método y que consiste en eliminar las
sales por diálisis, con lo cual se lograría una proteína mucho
más pura.

Las hojas de maíz, té de limón y citronela, además de ser
muy fibrosas, rindieron, por acidificación del extracto, un
precipitado insignificante. El kikuyú, también fibroso, tuvo
un rendimiento muy bajo; el chipilín y la verdolaga, por ser
hojas mucilaginosas, dan un extracto muy difícil de filtrar;
en el caso de la verdolaga, por ejemplo, fue prácticamente
imposible separar el residuo. El procesamiento de estas ho
jas produjo un olor desagradable, muy penetrante, que se
hizo aún más notorio al acidificar el extracto de chipilín. El
precipitado obtenido conservó este olor, lo que hizo necesa
rio aumentar los lavados con agua, acetona y éter, sin que
se lograse eliminarlo por completo.

El quixtán se encontró menos mucilaginoso pero muy di
fícil de manipular en vista de que el haz y envés de las ho
jas está recubierto de espinas duras. Además, se encontró
sólo como planta silvestre, lo que dificultó su obtención en
esta zona de la República, en las cantidades requeridas para
el presente trabajo.

Las hojas de bledo, soya, macuy y ramio son de textura
suave. El extracto obtenido del macuy fue difícil de filtrar
y el precipitado aún más difícil de lograr, ya que todavía
después de someterse a calentamiento, a la temperatura de
70 C, permaneció como una suspensión gelatinosa. Las ho-
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jas de soya y de ramio, aimque no presentaron mucha di
ficultad durante el tratamiento, dieron rendimientos de pre
cipitados bajos.

Teniendo en cuenta las dificultades a que se alude, se
llegó a la conclusión de que el bledo era la planta cuyas ho^
jas se adaptaban mejor a los fines de este trabajo, según el
procedimiento escogido. No menos importante, se le encuen
tra tanto en forma silvestre como cultivada, y en cantidades
suficientes, en cualquier época del año.

La comparación entre el contenido de aminoácidos del
concentrado proteico del bledo y el de la caseína, revelo que,
expresados en g/g de N, para todos ellos este era mas o me
nos la mitad que la caseína, notándose solamente una ligera
deficiencia de metionina. Varios investigadores han infor
mado que el aminoácido metionina es el más defi
ciente en la proteína foliar, principalmente si las hojas son
de plantas leguminosas.

Las harinas de varias hojas fueron también analizadas
psira determinar su contenido de aminoácidos, encontrándo
se que éste era más bajo que el del concentrado proteico.
Digno de notar es el hecho de que la metionina de las hari
nas se encontró presente en un porcentaje, en peso, de la
mitad del determinado en el concentrado proteico. La com
posición de aminoácidos de las harinas de bledo secadas al
horno y por liofilización fue bastante similar al expresar los
resultados en g/lOOg de muestra. Esto era de esperar, pues
to que el proceso no causa destrucción de los aminoácidos, si
no solamente disminuye en cuanto a la disponibihdad bio
lógica, reducción, esta última, imposible de detectar con los
métodos empleados en este estudio.

Los ensayos biológicos demostraron que, desde el punto
de vista nutricional, el concentrado proteico del bledo acuso
una eficiencia proteica bastante buena, comparada^ con la
caseína. Sin embargo, sería de interés averiguar cuáles son
las condiciones óptimas de extracción de este material como
fuente de proteínas desde los puntos de vista económico y
práctico. La pequeña diferencia observada a favor del bledo
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liofilizado, en contraste con el bledo secado al horno, bien
puede deberse a que en el primer caso la proteína sufrió
menos daño, en vista de que la liofilización es un trata
miento más suave para la propia proteína.

Según los resultados de estas pruebas biológicas, el ble-
0 es deficiente en metionina, ya que el agregado de este
a^noácido mejoró el peso de los animales y los índices de
e iciencia proteica. En este caso, se considera que valdría la
pena investigar, en futuros experimentos, el efecto de la adi
ción de niveles más altos de este aminoácido. Asimismo, el
agregado de otro u otros aminoácidos podría revelar la exis
tencia de otras posibles deficiencias, en vista de que al subir

proteico de 10 a 20%, el PER mejoró en compara
ción con el de la dieta suplementada con metionina. Este
a lazgo sugiere, pues, que al elevar el nivel de proteínasi en

la dieta, se lograría aumentar también la cantidad de otros
aminoácidos esenciales, alzas éstas que se traducirían en
una proteína mejor balanceada. Es también de interés hacer
notar, como se indicara anteriormente, que no es apropiado
multiplicar el porcentaje de N por 6.25 para el cálculo de
proteína, en vista de que no todo el nitrógeno presente en
la hoja es de origen proteico.

De todas las dietas preparadas a base de hojas deshidra
tadas, la de chipilín reveló la deficiencia más ostensible de
metionina. Esta deficiencia pudo comprobarse no sólo por la
respuesta obtenida al agregar este aminoácido, sino tam
bién al comparar la dieta que contenía 20% de proteínas con
la ración exenta de suplementación. En ambos casos el in
cremento de peso de los animales, así como el índice de efi
ciencia proteica del alimento mejoraron notoriamente. Val
dría la pena emprender otros estudios de suplementación en
los cuales se agregara diferentes niveles de metionina o de
otros aminoácidos, con el objeto de establecer la posibihdad
de obtener nuevas mejoras en el valor nutritivo de esta nro-
teína. ^

Se pudo comprobar que el quilete y el quixtán contie-
nen protemas de bajo valor nutritivo, especialmente el qui-
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lete, pues los animales que recibieron esta dieta, perdieron
peso, y hasta hubo casos de mortalidad. Aparentemente la
metionina no ocupa el primer lugar en términos de deficien
cia en estas dos proteínas, ya que la adición de este amino
ácido no tuvo ningún efecto benéfico. Es posible que otro u
otros aminoácidos sean más limitantes, por lo que la autora
se permite sugerir que en la continuación de estos experi
mentos, la suplementación se haga utilizando diferentes ami
noácidos.

En lo que a la deficiencia de aminoácidos se refiere, los
hallazgos del presente trabajo parecen corroborar datos ob
tenidos previamente por algunos investigadores que estu
diaron otras fuentes de proteínas derivadas de hojas.<^^> Por
otro lado, algunos informes en la literatura a este respecto
destacan que ciertas proteínas de hojas son buenas fuentes
de metionina y lisina, hecho indicativo de que el contenido
de aminoácidos varía no solamente con la clase de hojas usa
das, sino también con otros factores tales como
tiempo de maduración, procedimiento de extracción, méto
dos de cultivo y uso de fertilizantes.

Ajeno a la posible deficiencia de aminoácidos de los ma
teriales usados, no debe descartarse la presencia de otros fac
tores capaces de afectar el valor nutritivo de las proteínas
foliares investigadas en el curso de este trabajo.

Desde el punto de vista práctico, el conocimiento de la
disponibilidad de los aminoácidos esenciales en estos mate
riales, así como del contenido de proteína pura y de la clase
y cantidad de nitrógeno proteico, permitirá su aplicación co
mo fuente de complementación de cereales y leguminosas y,
en general, para el logro de una mejor alimentación humana.
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VI. RESUMEN

En el transcurso del trabajo de tesis aquí descrito se de
sarrolló un método general para la preparación de un con
centrado de proteína foliar. En este proceso la meta fue tra
tar de obtener el más alto rendimiento posible, evitando un
grado de extracción muy severo que pudiese disminuir el
valor nutritivo de la proteína del concentrado. Para este
propósito se sometieron a ensayo varios solventes que, aún
cuando conforme aumentaban en actividad química, incre
mentaban su poder de extracción, producían al' mismo tiem
po un concentrado proteico cada vez más impuro, de consis
tencia granulosa y de apariencia poco favorable para un
alimento.

En vista de estos resultados, se escogió como solvente,
hidróxido de sodio en agua, a un pH de 9, con la masa de ho
jas molidas. Este solvente acusó cualidades de extracción
que, en esencia, pueden considerarse como un ajuste entre
la calidad y el rendimiento del precipitado proteico obtenido
por acidiñcación del extracto.

Se estudiaron varias hojas, habiéndose seleccionado la
hoja del bledo como la más apropiada para preparar im con
centrado proteico debido a que es de suave contextura, car
nosa y de alto contenido de nitrógeno.

Teniendo en cuenta el elevado contenido de nitrógeno
de las hojas de base seca, se prepararon harinas de hojas de
bledo desecadas, para uso en un estudio de evaluación bioló-
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gica de calidad proteica, en el cual se comparó la calidad de
la proteína de im concentrado, con la proteína no extraída,
presente en las harinas.

Se prepararon además, harinas de otras hojas, caracte
riza as por contener una alta concentración de nitrógeno,
con las cuales se llevó a cabo un estudio biológico cuyo pro-
posito era determinar si la calidad proteica de estas hojas
justificaba o no futuros trabajos de experimentación, enca
minados a la búsqueda de un método más apropiado para
extraer su proteína.

Se hicieron determinaciones de los aminoácidos esencia-
es en el concentrado proteico del bledo y en las harinas de
hojas usadas en los ensayos biológicos. También se hicieron
estos análisis en los productos de extracción del bledo, para
establecer su distribución de aminoácidos, teniendo en mien
tes la posibilidad de utilizar los subproductos con fines ali
menticios.

La comparación de los resultados de los ensayos bioló
gicos, con su contenido de aminoácidos reveló que la pro
teína de las hojas de bledo era de buena calidad, y que con
el mismo contenido de nitrógeno en la dieta, la proteína del
concentrado es más eficiente que la proveniente de las ha
rinas de hojas desecadas. También se encontró que con ex
cepción del chipilín, en términos de su composición de ami
noácidos, las harinas de hojas desecadas tenían un bajo ín
dice de eficiencia proteica. En el caso del chipilín, la suple^
mentación con metionina produjo una mejora apreciable.

En síntesis, en el desarrollo de este trabajo de tesis se
logró explorar inicialmente varios aspectos de la utilización
de la proteína de hojas que crecen abundantemente en es
ta región, siendo la finalidad del estudio, aportar informa
ción que pudiese ser de utilidad en el desarrollo de futuras
investigaciones de esta naturaleza.
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Figuro 2

CRECIMIENTO DE RATAS ALIMENTADAS CON
PROTEINA FOLIAR DE BLEDO *
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Figuro 3

CRECIMIENTO DE RATAS ALIMENTADAS CON PROTEINA
DE VARIAS HOJAS*
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