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MÉTODOS DE PURIFICACIÓN DE LOS CARBOHÍDRATOS
Este estudio reporta la purificación y determinación de carbohidratos en la vicilina de Canavalia ensiformis. La vicilina se purificó por precipitación isoeléctrica a pH 6,4 y 4,8, cromatografía de intercambio iónico y cromatografía de afinidad. La pureza de la proteína se verificó por sds-page y su identidad se confirmó por espectrometría de masas empleando la técnica de ionización (desorción-ionización con láser asistida por una matriz) en un espectrómetro de tiempo de obteniéndose un espectro de masas característico de la proteína. La oxidación de residuos glicosídicos en la vicilina demostró la presencia de carbohidratos en la proteína, lo cual se corroboró por deglicosilación enzimática con Péptido N-glicosidasa y por el método de Dubois, el cual mostró un contenido de carbohidratos del 4,03% en la proteína. Estos resultados muestran, por primera vez, la presencia de glicósidos en la vicilina de Canavalia ensiformis. En las semillas de leguminosas se encuentran presentes varios tipos de proteínas entre las cuales se hallan las proteínas de reserva. Dichas proteínas son globulinas, las cuales se clasifican de acuerdo con su coeficiente de sedimentación en dos tipos: globulinas 11S o leguminas y globulinas 7S o vicilinas, siendo generalmente más abundantes las vicilinas (1). Aunque frecuentemente se utilizan nombres triviales para identificar estas proteínas, dependiendo de la especie de la cual provengan, los términos leguminas (11S) y vicilinas (7S) son comúnmente usados (1, 2, 3, 4). 
Los estudios más recientes sobre vicilinas de leguminosas están orientados hacia la investigación de su efecto antimicrobial (5), su participación en la resistencia de semillas al ataque por insectos (6) y como alérgeno presente en alimentos (7, 8, 9). Igualmente, debido al valor nutricional de estas proteínas, se han realizado estudios sobre sus propiedades fisicoquímicas, funcionales y estructurales (10, 11, 12). Las vicilinas son trímeros cuyas subunidades tienen una Mr alrededor de 45-55 kDa (13, 14) y en la mayoría de los casos las subunidades no están unidas por puentes disulfuro (1). Estas proteínas son frecuentemente glicosiladas (1, 2, 4), con un contenido de azúcares neutros de menos del 2% al 5% y hexosaminas de menos del 0,2% al 1,2% (1). Algunas subunidades 7S son modificadas postranslacionalmente por rompimiento proteolítico de ciertos enlaces peptídicos. Los péptidos resultantes pueden ser estabilizados en los oligómeros por interacciones no covalentes y se evidencian cuando los oligómeros purificados son desnaturalizados y los péptidos resueltos por electroforesis (2). En C.ensiformis se ha reportado la presencia tanto de leguminas como de vicilinas siendo más abundante la fracción de vicilinas (15, 16, 17). La vicilina de Canavalia ensiformis, denominada “Precursor de Canavalina”, constituye cerca del 50% de la proteína soluble total (16), es un trímero constituido por unidades estrechamente relacionadas pero no necesariamente idénticas en secuencia con una Mr de 47-50 kDa (14, 16, 17, 18) y un ión Zn+2 (16), las cuales no se encuentran unidas por enlace disulfuro (17). El tratamiento del “Precursor de Canavalina” con enzimas proteolíticas produce un derivado proteolítico al que se denomina “Canavalina”, el cual se encuentra constituido por dos cadenas polipeptídicas altamente asociadas denominadas cadenas A y B (14, 16, 19). La Mr de la molécula nativa es aproximadamente de 142.000 Da (18) y el modelo de su estructura tridimensional se construyó teniendo en cuenta el estudio cristalográfico de su derivado proteolítico (Canavalina) y la secuencia deducida de la proteína nativa (14, 16, 18, 20). Sin embargo, no se ha establecido si la vicilina de Canavalia ensiformis se encuentra glicosilada y además la proteína aislada en varios trabajos, muestra en todos los casos, un perfil electroforético complejo (1, 15, 16, 17), indicando un bajo grado de pureza de ésta. En las semillas maduras de las leguminosas, las proteínas de reserva se encuentran depositadas en estructuras vacuolares características denominadas cuerpos proteicos en los cuales se encuentran también las lectinas (15, 21, 22). La localización común de las proteínas de reserva y las lectinas puede deberse a que estas últimas desempeñan algún papel en el mecanismo de almacenamiento de las proteínas de reserva (15, 23, 24), el cual no está aún claramente establecido. No obstante, los estudios bioquímicos conducentes al esclarecimiento de dicho mecanismo requieren el uso de preparaciones puras de vicilina, lo cual no se ha logrado hasta el momento con todas las especies de leguminosas. En este trabajo se desarrolló un método de purificación de la vicilina de Canavalia ensiformis que permite obtener la proteína con un alto grado de pureza. En esta publicación se describe la extracción, purificación y determinación de la presencia de carbohidratos en la vicilina de Canavalia ensiformis obtenida a partir de semilla madura.
La suspensión de la etapa anterior se centrifugó (18.000 rpm, 30 min, 4 °C) y el sobrenadante se sometió a precipitación isoeléctrica a pH 6,4 y 4,8 como lo describen Morita et al. (25). La precipitación a pH 4,8 produjo la fracción de vicilina, la cual fue suspendida y homogenizada a 4 °C en solución amortiguadora de fosfatos 100 mM, pH 8,0, NaCl 0,1M, NaN3 0,02% (pbs) y dializada contra la misma solución. Esta fracción se clarificó (18.000 rpm, 30 min, 4 °C) y el sobrenadante dializado contra NH4 HCO3 50 mM constituyó lo que se denominó “fracción cruda de vicilina”, la cual fue cuantificada por el método modificado de Bradford (26) utilizando bsa como estándar, analizada por sds-page (27), y almacenada a –70 °C.

DIGESTIÓN DE LOS CARBOHÍDRATOS
El almidón es el único polisacárido altamente utilizable por los animales monogástricos y tanto éste como los disacáridos presentes en la ración han de ser degradados hasta monosacáridos para ser absorbidos. La digestión y absorción del almidón tiene lugar en el primer tramo del intestino delgado y la principal enzima que participa es la a-amilasa segregada por el páncreas junto al jugo pancreático y que actúa en la luz intestinal. La a-amilasa rompe la cadena lineal de la amilosa dejando libres moléculas de glucosa y maltosa pero no puede romper las ramificaciones de enlaces a-1-,6 de la amilopectina por lo que como primer paso de la digestión de los carbohidratos se genera en la luz intestinal una mezcla de glucosa, maltosa y oligosacáridos. Mientras la glucosa va siendo absorbida los disacáridos y oligosacáridos restantes son atacados por otras enzimas las a y b glucosidasas presentes en el borde de las microvellosidades intestinales y responsables de la hidrólisis final de los disacáridos.
 Los monosacáridos libres se acoplan con iones sodio y son transportados activamente al interior de la célula absorbente. Este transporte activo es muy importante porque se realiza en contra de un gradiente de concentración, es decir, de una zona extracelular de baja concentración a otra de alta concentración en el interior de la célula, por lo que se requiere aporte de energía en el proceso. El transportador tiene dos puntos de unión uno al sodio y otro al compuesto orgánico, ya en el interior de la célula queda vacío y junto al sodio libre vuelven a atravesar la membrana quedando libre para formar nuevos complejos triples y repetir el proceso.
Los azúcares absorbidos (intracelulares) son transportados por la sangre portal hasta el hígado.
 Los carbohidratos estructurales, celulosa y hemicelulosa, componentes de la fracción fibrosa atraviesan el tracto intestinal sin absorberse. En el ciego son sometidos a una acción microbiana muy limitada por las celulasas bacterianas desprendiendose algunos ácidos grasos volátiles que son absorbidos por la sangre portal. Por lo tanto su papel como nutrientes es mínimo, sin embargo absorben agua y estimulan el peristaltismo con lo que favorecen la digestión mecánica. Paralelamente reducen la velocidad de tránsito del resto de los materiales acompañantes en proceso de digestión.
Los carbohidratos son la fuente más importante de energía y de los principales precursores de grasa y azúcar (lactosa) en la leche de la vaca. Los microorganismos del rumen permiten a la vaca obtener energía de los carbohidratos fibrosos (celulosa y hemicelulosa) que están ligados a la lignina en las paredes de las células de plantas. La fibra es voluminosa y se retiene en el rumen donde la celulosa y la hemicelulosa fermentan lentamente. Mientras que madura la planta, el contenido de lignina de la fibra incrementa y el grado de fermentación de celulosa y hemicelulosa en el rumen se reduce. La presencia de fibra en partículas largas es necesaria para estimular la rumia. La rumia aumenta la separación y fermentación de fibra, estimula las contracciones del rumen y aumenta el flujo de saliva hacia el rumen. La saliva contiene bicarbonato de sodio y fosfatos que ayudan a mantener la acidez (pH) del contenido del rumen en un pH casi neutral. Raciones que faltan fibra suficiente resultan en un porcentaje bajo de grasa en la leche y contribuyen a desordenes de digestión, tales como desplazamiento del abomaso y acidosis del rumen.
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