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RESULTEN

Erythrina americana es una leguminosa que forma parte de la flora silvestre de
México, de la cual se sabe por estudios antenores que ttene un alto porcenta]e
de proteina, pero como !la mayoria de las legummosas presenta factores‘

antinutricionales y especmcamente “en. el género se’ encuentran

presentes alcaloides, con lo que la utnhzacnon en Ia ahmentamén como fuente de
proteina se ve truncada, ssn embargo, se ‘ha mformado que en, Ias diferentes
etapas . de desarrollo de Ia planta varia su contenldo de factores antlnutncnonales
y alcalondes y se sabe que Ia flor de E. americana “al ser cocida y eliminada e!
agua de coccién se utxhza en la ahmentaélon Tenlendo en cuenta lo anterior en
el presente ktrabajo- se estudio el efecto de la germmacnon asi como la coccién
(retirando et agua de coccidén), sobre el contenido de factores antinutricionales y
alcaloides’ de la semilla - de  E. americana, y ademas se evaludé la calidad
proteinica. La semilla seca se germind y ambas semillas, secas y germinadas,
fueron tlevadas a coccidn con la posterior eliminacién del agua de cocimiento.
Las muestras crudas y cocidas fueron ' secadas por liofilizacién, molidas y
tamizadas; se les practicaron tos andlisis bromatolégicos que mostraron un alto
contenido - de . proteina. . Se -determind también su contenido de taninos,
inhibidores .de tl;ipsiha.: lectinas y alcaloides, mostrando una reduccién en el
contenido tdeﬁlbs' tres primeros, pero no de alcaloides durante ia germinacién.
Con la coccidén y retiro del agua de coccién tanto para la semilla seca como
para la semilla germinada hubo una disminucién en el contenido de taninos,
inhibidores de tripsina, lectinas y alcaloides. Se realizé el ensayo bioldgico,
alimentando ratas con dietas isoproteicas e isocaléricas a. partir de semilla
seca (cruda y cocida) y semilla germinada (cruda y cqcidra) y_ una dieta control
de caseina, calculindose la Relacién de la eficiencia.proteinica. (REP) y la
digestibitidad aparente, las ratas alimentadas con fas diefas de, semillas crudas,
secas y germinadas murieron entre el dia 12y 15, probablemente debido al alto
contenido de alcaloides. Con la dieta de la semilla seca y cocida se obtuvo un




valor de REP de 1.75 + 0. 26 'y una dtgestubmdad de 72%. CQn la d|eta de ta
semilla germinada cocnda se de 1 52 y una
digestibilidad “de" 87%. 'ueron os azufrados-
(metionina-cistina) - tanto pa e
germinada comda. Lo

utmzacxén de la semilia seca coc:da omof ente pa 7

ial de protelna en‘alimento
para animales’ BT B :




TNTRODUCCION

Al considerar el gran aumento de la poblacién en los uitimos afos y:la escasez
de recursos econdédmicos para la mayoria de la poblacién,: surge la’ necesidad de
nuevas atfternativas alimenticias tanto para la allmentacnon humana como

animal. De los procedimientos encaminados a ampllar la

de
tradicionalmente consumidas por el

fa carne, pescado y huevo,

hombre y c ns tu wrhpoftéhte
complemento proteinico de los cereales. ; e

Una limitacion para el consumo de las semtllas de. Iegumlnosas en estado crudo

es la presencia de factores antmutnctonales 'que tlenen na‘influencia’ negatlva

sobre la digestibilidad, por lo que es. necesario conoce el contenido de estos asf

como de los factores téxicos presentes y nar un ‘dafio'ala

salud al ser consumidas.

Dentro de ia flora silvestre de nuestro pais se encuentra una legumlnosa Hlamada

Erythrina americana, de la cual se conoce ‘de estudlos ‘anteriores que contiene un
alto porcentaje de proteina. Ademas de presentar factores antinutricionales se
sabe que en el género Eritrina la presencua de alcaloides es considerada tipica.
Estudios realizados a la semllla seca cruda de E. americana revelaron 1a
presencia de lectinas con un tttulo de 4 ¥ un alto contenido de inhibidores de
tripsina (80 UTI/mg). En E. .americana las semillas y flores son ricas en
alcaloides. Los alcaloides de E. americana fueron aislados y se encontré la
presencia de erisovina, erisodina y a y P eritroidina, la semilla seca
destoxificada fue estudiada y se encontré una alta concentracién de proteina,
un adecuado perfil de aminoacidos para su utilizacién en la alimentacién, un




valor de REP de 2.3, con Io que se obtuvo una buena calldad protelmca lo.que
suglere se podrla utthzar en estado crudo para ia alimentacuén animal stempre y

cuando se destox:flcara con lo’ que aumentaria los costos para su utnhzacnon. -

Aunque fa mayor[a de los estudlos real:zados a E. amencana se han enfocado al

estudio de Ia semllla seca cruda exlsten estudios donde se muestran como vana

tectinas en:la semllla seca, siendo no detectados en la flor. - m ydr cohtenido
de alcalordes se encontré en la semilla seca aunque,tamblen se’ encontraron

presentes en la flor, ejote y frijot maduro, sin embargo el contenldo ‘de factores

antlnutnclonales en la semilla germinada adn no ha stdok_estudlado.

Por lo anterior el. presente trabajo . se enfocé al estudlo ‘del” estadio . de

germinaciéon de E. americana y el efecto de:la occnén sobre el contenldo de

alcaloides; factores antinutricionales (tamnos, Iectlnas, lnhlbxdores de tnpsma) y
la calidad de su proteina.




EESETIOE

<

b d

Determinar el efecto de la germinacién y coccién (eliminando el agua de
coccién) sobre |la calidad proteinica de la semilla de E. americana y evaluar la
posibilidad de ser utilizada en la alimentacion animal.

UEMETIOES FPABTIEHLAEES

>

>

b

>

Efectuar un analisis proximal de la semiila seca y la semllla germtnada
(crudas y cocidas) de E. americana

Analizar el contenido de factores téxicos y antnnutracnonales en la sem|lla '
seca y semilla germinada, crudas y cocidas de E. americana ‘
Determinar la calidad proteinica de la semilla seca y semllla germlnada
(crudas y cocidas) de E. americana mediante: s

. Una prueba guimica (composicion de aminoécidos" y cuenta qul'mlca)

- Ensayos biolégicos (REP y digestibilidad aparente) :

Con base en su contenido de factores téxicos y antmutrlcuonales y a:la
calidad proteinica determinar si la semilla germinada (cruda ‘© cocnda) ola
semilla seca cocida pueden ser utilizadas en la alimentacién énimal'en un

principio.
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OV EEELETES

1.1 PROTEINAS
Las proteinas son polimeros de aminodcidos, unidos mediante  enlaces
peptidicos. Cada una tiene su propia secuencia y ordenamiento de aminodcidos,
de los cuales dependen sus propiedades. Desempeﬁan un’ gran nimero . de
funciones - en las células de todos los- seres vwos. ._formando | parte;:de . la
estructura béasica de tejidos (musculos, p|el unas te. 5% desempenando'
funciones metabdlicas y reguladoras (asnmnlacuon de nu‘

grngo's, tran;po rte de

oxigeno, etc.), asi como formando parte del ADN

La funcién primaria de las prdteinas de la dieta que ingiere un animal es
suministrar aminodcidos que el organismo necesita para su mantenimiento.
Para ser utilizadas en el metabolismo, éstas deben ser degradadas a
aminoacidos, esto se realiza en el estdmago e intestino, bajo la accién de los
jugos gastricos y las diferentes enzimas, los aminodcidos obtenidos pasan a ta
sangre y se distribuyen‘por los tejidos.




1.1.1 FUENTES DE PROTEINAS

Los cereales para la mayoria de la poblacién mexncana (Tabla 1) son la principal
fuente de proteina ya que son consumidos en mayor cantidad, y cuyoc contenido
de proteina va de 7 a 8 gramos por cada 100 gramos de cereal, su consumo es
seguido por las leguminosos y carne, Ias primeras son una buena fuente de
proteina conteniendo 20 gramos/lOO -4 de allmento . aproxlmadamente
(Casanueva, et. al.,1996)

Tabla. 1 Principalcs productos alimenticios en aporic cnergético y
protecinico diario ecn México

Froducto ]Energia(Kcaﬁ?roteina (g)dia
I-_?ortma 41363 29

Pan O pasta 512 16

Frijol 111 6.4

Arroz 43 0.9

Leche 154 9.3

Huevo 42 3.7

iICarne de res 53 4.9

[Carne de puerco [34 2

ICarne de pollo 10 1.2 '

* Casanueva, et, al., 1996

1.1.2 L AS NECESIDADES PROTEINICAS

La cantidad de proteina que se requiere cada dia depende de muchos factores,
como la edad (ya que durante el crecimiento las necesidades son mucho
mayores para un aduito), el valor biolégico de las proteinas consumidars.v_ en’tr'é
otros. Las necesidades proteinicas han sido valoradas por la FAO/OMS/UNU,
obteniéndose valores estimados basados en la edad y peso corporal (Tabla 2) °




Tabla 2. valores cstimados de las recomendaciones de protcina para
difercntes cdadces

Edad Nivel de seguridad
(afios) (g proteina / kg peso
corporal por dia)

0.25 - 0.5 1.86
0.75-1 .48
2-3 .13
9-10 0.99
10-11 0.99
14—-15 0.96
17-18 0.86
[Aduitos ap 0.75

FAO/OMS/UNU 1985.
“ Durante la gestacién |a ingesta proteinica se eleva a 6 g por dfa.
% Durante la lactancia la ingesta proteinica se eleva a 16 gramos adicionales.

Como se puede observar de la tabla anterior los requerimientos por kilogramo
de peso ' corporal son mayores durante i{a infancia y nifiez y decrecen
paulatinamente hacia la etapa adulta. Las necesidades de una ingesta proteinica
lo son en realidad de aminoacidos, siendo mayormente importante la de
aminoacidos indispensables ya que estos no se sintetizan en torma endégena o
a velocidades especiales por lo que deben ser suministrados por la dieta, por lo
que la composicidn de una proteina es muy importante para determinar su
calidad, la calidad biolégica de una proteina sera mayor cuanto mas similar sea
su composicién a la de tas proteinas de nuestro cuerpo, de hecho, la leche
materna es el patrén con el que se compara et valor biolégico de las proteinas
de la dieta. Ocho aminoacidos son los limitantes pero cuatro limitan la calidad
de las proteinas en la dieta del hombre: lisina, metionina, treonina y triptofano

por su escasez.
Una dieta deficiente en uno o ma‘s"aminoécidos indispensables no permite

sintetizar proteinas en las que dicho an]inoécidb sea requerido, lo que puede dar
origen a diferentes tipos de desnutricion, no permitir un crecimiento adecuado,




conducir un aumento de {a morbilidad y mortalidad 'y a trastornos cerebrales
con dmcultades en - el aprendizaje en épocas tempranas de la.vida. No se
conocen exactamente las necesidades diarias de ammoactdos |nd|spensables sin
embargo se ha intentado determinartas; cuando uno o »mas;de‘los aminoé4cidos -
resulta deficitario cesa - o retarda la sintesis proteinica en lds’ ribosomas.’ conlo
que . el resto de - los aminodcidos suministrados- por la dxeta en cantldades

adecuadas son parcialmente utilizados como 1uente de energi'a e
1o quela calldad ‘de Una

para el crecnmlento o mantenimiento de los teudos‘ po
proteina alimentaria depende del t;po de ammqamdqs que contlene.

a, aunque son bajas.en .
objeto de este estudlo. se; K
“de E.°

Enlas leguminosas existe una gran cantldad de prot
mmoacldos azufrados. Con relaC|6n a Ia legummos

los hmltantes (Sotelo etial., 1993)

Los cereales’ suelen ser pobres en Lnsma y
treonina, las semillas oleagmosas y frutos se

superadas suministrando ' con Ia dneta dlstnntas protefnas ‘de
aminoacidica complementaria, aunque todas ellas sean de baja calldad (Mullery

Tobin, 1998)

1.2 FACTORES ANTINUTRICIONALES : :
Es sabido que en las leguminosas estan presentes factores. antmutnc:onales
como inhibidores de tripsina, taninos, fectinas, sapomnas, etc. que disminuyen
la disponibilidad o abscorcién de las proteinas, sin embargo, los que son de tipo -
proteinico pierden su actividad por tratamiento térmico.

lugar de serlo‘ =



1.2.1 INHIBIDORES DE TRIPSINA

Para la utilizacién de las proteinas de la dieta, éstas deben ser degradadas a
aminoacidos mediante su hidrélisis, reacclén‘q‘ué es catalizada por un grupo de
enzimas Ilamadas proteohtlcas. de manera general ‘se clasmcan en dos grupos:

de animales. Se encuentran d|strlbu|das n Ia Iegurnmosas y cereales, en las
leguminosas se encuentran prlncupalr—lente n Ia ‘semilla’ (aunque no estdn
restringidas a esta parte), ejermendo uh functdn de proteccuﬁn. inhibiendo los
sistemas enziméticos de sus depredadores como |nsectos), es decir, func:onan

como mecanismo de defensa contra el ataque de plagas, cuando la ptanta sufre
en el sitio ‘dafado supnmlendo, el

un dafio mecanico éstos se acumulan

crecimiento del patégeno invasor. ST

efectos del inhibidor de tripsina. Si esta retroahmen cnon n gatwa contmua hay
endégenos derlvados del

una importante perdlda de -aminodcidos azufrado‘

pancreas hlperactnvo. lo :que. conduce a una depresnon erl el crectmlento,
producir hspertroﬁa e hlperplasia pancreatica y ‘efectos - carcinogénicos
(Savelkoul, 1992) TR T '




El incremento en. el. valor nutricio de un ahmento puede ser.el’ resultado del
aumento de la acceslbﬂxdad de las protefnas al ataque enz:matlco. lo cual como
ha sido observado, se puede lograr medtante 1a apllcacton de calor dada la
naturaleza: proteimca ‘de los® mhtbldores ‘de- trlpsma. con lo que pueden ser
destrundos estos factores antlnutnctonaﬂes (Van Der.. Poel Y Blonk :1990;
Thompson et. al., 1983)‘ : : R ; S

1211 Efecto de la ébcc:on
Dlversos estudlos demuestran
destruye la actwudad |nh|b|torla sm embargo, ‘se debe tener culdado de’ que éste
él valor. nutricio (Qin, et al., 1998), asf

mismo muestran como la- dlsmmucnon de la actividad mhnbltorla \es mayor

: como medlante 1a aphcacnon de ca!or se

no sea excesivo ya que puede baja

cuando existe un remojo prevno y todavua mas cuando es descarrillada |
(Sharma y Sehgal, 1992). Medlante fa apllcamén de calor ocurre - una mayor

disminucién, sin embargo, debe buscarse un equilibrio de tlempo Y tevmperatura
‘ya que

para que no se dafien las sustancias  nutrimentales sen5|b|es al’ calo
con éste se ven dlsmnnundas (Van Der Poel! y Blonk, 1990)

1.2.1.2 Efecto de |a germinacién
Se piensa que los inhibidores de proteasas inhiben la germma 6n cuando fa
semilla se encuentra en el periodo de latencia. Una vez que in el proceso de -

germinacidn comienza la sintesis de enzimas hldl'DllthaS responsables de la

degradacion de las proteinas de reserva, almacenadas durante Ia m duracnén de .

la semilla, entre etlas los inhibidores de proteasas, por lo que su conténldo se ve
disminuido durante la germinacién (Hatano, 1997; Bates. et al., 1977) o

Diversos estudios practicados a varias leguminosas muestran como a través de
la germinacién se ve reducido el contenido de protevn’na (Bates, et al.,, 1977;
Nielsen y Liener, 1984) asi como de inhibidores de tripsina,_pok ejemplo, para .
Vicia faba después de la germinacion hay una disminucién del 65 % ( Sharma,
1992); en Sorgun bicolor a los seis dias de germinacion ya no se detecta
actividad inhibitoria (Mulimani, 1992); reportandose un efecto similar en

11




lentejas'y varios fruoles (Savelkoul et al 1991) Esta dlsmmucnén es atnbunda a
la ruptura mterna de Ios lnhlbldores por la actmdad hldrolmca que “es
desarrollada durante Ia germmacnon : :

En el género E trina se han enccntrado mhlbldores de tnpsma y-en.un estudio
realizado por Sotelo y Lucas (1998) se puede observar un alto contenido” de
éstos en ia semilla seca de E. amencana. sin embargo. no se analizé ‘en

contemdo de estosven 1a semllla germmada para ver el grado de d:smmucnén en
la actnv:dad |nh|b|torla. e :

1.2.2 TANINOS

Son compuest‘ s pohfenéhcos con un PM entre 500 3000‘ Daltons. con una gran:

cantldad de grupos hldroxllo muy: ftermoestables BY altamente solubles en agua.

ﬂavon~3 oI y resuduos : flavonondes.

una'amplia gama de plantas, en. cereales y

leguminosa se r cnpalmente en las cortezas. En las semillas de las

Ieguminosas en's on tanmos condensados localizados en la testa. En

los frutos se pueden en ontrar presentes en cantidades que van de 0 2al g /

100 g de peso. fresco. en verduras de 0.5 a2g/ 100 g de peso fresco. i

Debido al alte ‘g:ontenédo de grupos hidroxilos presentes en estos boli(enoles'se e

piensa que inter'at:ciona!n;con las proteinas mediante puentes de- hidrégeno,
participando el grupo carboxilo de las proteinas con el grupo hidroxilo de los




polifenoles, en dlferentes smos dela superflCle de'la protema. Por Io que, con 1a
presencia de. taninos:en_ los alimentos, exvste una dlsmmuc:on de su valor

nutricio, ya que la . formacién " del complejo tanmo protema ocas:ona una

interferencia - para - la utilizacién de Ias protemas f, ocastonando da baja

disponibiiidad de éstos nutrlmentos =]
depresidn en el crecimiento y peso.

Io'que son res‘onsables de -una

Su actividad antinutritiva tamblen tlene que ver con: su capat:udad para
complejar iones di, trivalentes ocasnonando la dlsmlnumén en Ia’ dlsponlb' idad

de hierro, calcio y cobre, es decir, mterﬁeren en la absorc:o de estos metales.

aunque por otro lado, también pueden formar comple] con plomo y otros

metales pesados siendo esta una actividad benéflca.

Los taninos disminuyen las reservas hepdticas 'de vntamma A demas, cuando

el acido tanico se combina con la vitamina: Biz} d|srmnuye a'dlsponlblhdad;

digestiva de ésta. La vitamina B, al contacto con cnertos tahmos del te puede ser

destruida, con lo anterior las necesidades de vitammas se ncrementan. .

La unién de tamnos con las enzimas de la sali a y mucosa,bucal causa el efecto

astringente, con las enzimas d|gest|vas y Ias protemas del allmento dmcultan la

digestién, ademas, al unirse ‘con las protemas de Ia mucosa lntestlnal |mp|den

la absorcién de ios nutnmentos (Derache 1990)

1.2.2.1 E(ecto de la coccian
Como ya es sab o, una gran vanedad de legummosas son utuhzadas tanto en la




observar el efecto del remojo, descascarillado y coccién sobre el contenido de

los anteriores. .

Para . ver el efecto. del remojo .y coccnén ‘sobre :los . taninos- (factores
antmutrlmonales de’ - naturaleza no protenca) se: han reallzado estudios en
dlferentes legummosas por ejemplo: en Vlc:a faba se observo que con el remojo
hay una. gran' reduccién de tanmos, con un rango de' 42 a 51%, con remojo y
descascarillado’ hay una reduccién del 70- 737 * deb o a que 1a rnayona de los
cocc:on segu:da de un

taninos .se encuentran en la testa. Con
descascarillado se puede llegar a reducir’ el c‘onte‘nﬁdo de taninos en un 76-81 %
y con la coccidn en autoclave hay una completa ellmmacmn (Sharma y Seghal,

1992)

1.2.2.2 Efecto de la germinacion
Varios autores han observado un decremento en el contenido de taninos durante
la germinacién de leguminosas, por ejemplo, en Canavalia ens:form/s despues
de un dia de germinacién hay un decremento de 35 %, Io rmsmo ha sido
observado en otras variedades como Cajanus cajan,: Cicer arietu eolu
(Rao y Deosthale, 1982), en . Vi

Mungo y Phaseolus aureus

91 9% (Sharma y Seghat,
oxidacion de taninos durante ia germinacion,- Ia cual"
polifenoloxidasa, que se encuentra en las células de plantas
la habilidad de catalizar la hidroxilacién - de vanos‘ me
aerébicamente difenoles. Rao 'y Deosthale (1987) obs
ta polifencloxidasa a lo largo de 71,0120 y 24 h
incrementaba y habia una dlsmlnucaon del contenldo de tanmos




1.2.3 LECTINAS : . : ;

Son proteinas de origen no inmune  (en su mayoria gliéoproteinas) que
interaccionan reversible y especffucamente con . hidratos de’ carbono. Se
caracterizan por su gran aﬂmdad a los res:duos glicosidlcos presentes en:la
: ‘es 1a fuente

vegetal y es utilizada p le ahl' que

su nombre “lectinas” pt

hongos,’ bactenas ,vy
cosechas (Cavada 1998)

El daﬁo que pueden causar las lectinas en fa. alimentac 6n - esta,dado' bor' la .
concentracién y la especificidad. Una determinada Iectma reaccuona ‘con’ rnayor :
especificidad con un monosacarido dado ‘de la superﬁcne celular.

En_ una

primera etapa se unen a las células epiteliales en el lntestmo mterhrlendo'con la’

absorcién, con lo que se observa una dlSlTHnuclél’\ en Ia utlllzac on del,,,, et

Nitrégeno, vitamina Bj; y nutrientes energéticos;: con lo que hay u retardo en -

el crecimiento, causan hipertrofia intestinat acompanada por un mcremento en; ‘
la velocidad de sintesis de las proteinas de la mucosa mtestmal. lncrementando )
el catabolismo del higado ' y.proteina muscular (pérdlda en:el. musculo
esquelético) y una disminucién de insulina en la sangre (Savelkoul et. al..1992),
que da lugar a la inflamacién de  la mucosa mtestmal con la posterlor“‘
destruccién del epitelio, edema y hemorragla del teudo llnfahco ocas:onando
incluso la muerte de los animales de experimentacién.




1.2.3.1 Electo de Ia coccion
Dado la naturaleza protefnlcé de las Iectmas. estos factores ‘antinutricionales
pueden ser destrundos meduante el calor con métodos tradacnonales de coccidn.
Jemperaturas..coccuon con” o 'sin presnén pueden destruir
‘ c emaglutmante de Iegummosas (Thompson 1983)

decrece en un 30%, después de 6 dias decrece u 1 il >
ocurre en Pisum sativum, Glicine max y. Vicia faba. aglutinacién de eritricios

disminuye durante la germinacién (Savelkoul, 1992 K

1.3 FACTORES TOXICOS

1.3.1 ALCALOIDES : e )
Bajo el término alcaloide se agrupan mas de 600 sustancias que"siguen,uh
complejo ciclo del metabolismo nitrogenédo. Son sustancias poco similares
estructuralmente que difieren en su caracter alcalino y se identifican po'r una
serie de reacciones. El 25 95 de las plantas tienen alcalondes Yy Ies proporcuonan‘
un sabor amargo capaz de dlsuadlr el gusto de! consumldor. ) : :

Los alcaloides de las eritrinas deprimen ef sistema nervioso central provocando
la muerte por pardlisis de los misculos respiratorios.




El esqueleto basico de los alcaloides de Erltrlna es el erytrano (espiroamina

tetraciclica)

Fig. 1. Molécula de Erytrano

Con base en su estructura se clastflcan en:: ';
—Dlemcos (sxstema dxeno conjugado en amllos AyB)

—Atlquénico (insaturacién 1, 6 en anullo A)
—~Lactdnico (lactona aciclica -en el Iugar del anlllo arométlco D)
c des no pertenecnentes a

Aunque también han sido aislados algunos alcal
ninguno de los grupos anteriores. :

La concentracién de alcaloides varia segdn la e
se trate, encontrandose una alta concen
Los alcaloides encontrados en:

americana.

Mateos, et. al., 1998), 1a concentracnon de alcaloud‘s
maduracién de las Iegummosas. “Et d«hldroBerltrOIdma
semejante al curare, ha sido utmzado como rela]ante muscula adle
alcaloides son ant:convulsnonantes. agentes hlpotenswos, hirjhéficbs y
anestésicos.  Los alcaloides  de E. americana en ratas t:ehen un efecto
tranquilizante y sedante semejante al diazepam, esto cuando se suministran a
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ratas 3 mg/Kg de alcaloides Iibres (en: metandl o héxano) y.se compara contra
una. dosis de 2. mg/Kg de dlazepam (Garln Agunlar, et.: al., i 2000).v Cabe
mencionar que Ia dos:s Ietal es de 12 000 mg/Kg de peso corporal

Aicaiond s deE. a)ri'eflcaha

R2 Ra
Erisodina H Me Me
Erisovina Me H Me

Fig. 2. Erisodina y Erisovina

Fig.3. A: - eritroidina y B: B-eritroidina

Se sabe que la flor de E. americana al ser cocida y“elimirk\adab el agua de coccién,
puede ser ingerida como alimento. Sin embargo, no se ha reportado el efecto de
la coccién y drenado sobre el contenldo de alcaloxdes en la semilla seca de E.
americana, asi como tampoco el efecto de 1a’ germmamon de la anterior.
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1.4 CALIDAD PROTEINICA

Existen diversos métodos para la déterminédén de la ‘calidad nutritiva
proteinica, entre ellos se encuentran el énélisisfqufrhico por cromatografia
especia! para determinar la composicién de los aminoacidos de la proteina; asi
como pruebas biolégicas de crecimiento corporal y d‘é balance de nitrégeno.

1.4.1 METODOS QUIMICOS PARA PREDECIR LA CALIDAD NUTRITIVA

La calidad nutritiva de una proteina depende en gfan medidé de su contenido
de aminoacidos como de su digestibilidad. Por-lo’ que si se comparan los
aminodcidos individuales de una proteina con Ios requenmlentos proteinicos, se
puede obtener una estimacion de su cahdad Ast Block Yy Mlchel en 1946 (Muller
y Tobin, 1998) introdujeron un proced|mlento llamado "Chemlcal Score”. (Cuenta
na 'protefna depende de la~

quimica), basado en que el valor nutr}ICIo’“'de

cantidad del aminoicido indispensabl
comparado con una proteina de’refere
aminoéacidos utilizables por el ani

andlisis quimico‘ sin embargo,

(metlonlna. cistina - y trlptofa o

verse afectada por Ia presenc;a de factores toxtcos y antmutncmnales que’

perjudiquen su absorcnén. :
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Tabla 3. Necesidades de aminoacidos sugcridas por la
FAO/OMS/UNU*

HwihhooNT oW

=]

H- QO

e

* FAO/OMS/UNU 1985

TESISCON - .~
FALLA DE ORIGEN

1.4.2 ENSAYOS BIOLOGICOS

humanos en funcién del consumo de proteina, para:lo
condiciones de ensayo. Se basan en dos observaciones

organlsmo es capaz de retener a partnr'de Ia protefna consumlda.‘ B :

1.4.2.1 Relaci6n de eﬁciencia de la proteina (REP) .

Es quizas el método mdés utilizado para la evaluacion de las proteinas, se basa
en el aumento de peso de los animales de laboratorio (frecuenterﬁente ratas)
con relacién con la proteina total ingerida. La correlacidon entre el REP y el peso
corporal es muy alto, por lo que la ganancia en peso en circunstancias
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controladas ayuda a definir el valor nutricional,.si el contenido _de proteina se
mantiene fijo. : ’

Se ha estandarizado el método fijando varios pér'a‘metyros,Acomo la edad de la

rata, sexo, cepa, namero’ de ratas por. grupo’ teshgo, cantldad de protel’na y
© componentes’ de la dieta, condiciones ambientales, duracmn del estudco, ya que
estos tnenen influencia sobre los resultados. : :

> Edad. sexo., cepa de la rata: Se utilizan anifnales macho de la
misma cepa y camada, destetados entre los 21 y 23 dias de edad.

Peso: El intervato de peso no debe exceder iO gramos.

A4

i : Se utilizan minimo 6 ratas por lote en jaulas
individuales, los cuales se reparten de acuerdo a.la distribucién de
“culebra japonesa” (la diferencia en peso no debe ser mayor a:1 g).

> Dieta: Se alimentan con dietas que les proporcionen todos . tos'
nutrimentos en términos de energia, vitaminas' y minerales, en
donde la dnica variable es la tuente de -proteina en estudio,
manejandose un 109, de ésta.

> Tiempo de estudio: Los animales se alimentan de tres a cuatro
semanas, tiempo durante el cual se mide la ganancia en peso.y ia
proteina ingerida. De tal forma que:

Ganancia en peso del animal de prucba (gramos)
REP = -

Total de proteina consumida (gramos)

Con lo anterior las proteinas ‘Jdé'mas alta calidad permiten un mayor
crecimiento y una mayor ganancia en peso, obteniéndose un valor de cero para
una proteina de muy baja cahdad y 'un méximo posible de cuatro para’una

excelente calidad (Muller, y Tobln, 1998) Estos resultados pueden verse"’

afectados por otros factores como la destreza del operador, las condlc ones
ambientales que pueden ocasionar variaciones en los resultados:obtenidos en
diferentes laboratorios, por lo que se incluye en los enséyosfun, grupo control

21




alimentado por.caseina,.al que_se le ha dado un valor estandarizado de 2.5, de
tal forma que los valores obtenidos son corregidos o ajustados:

REP cascina (referencia)

REP ajustado =, REP . X

l 1 9’?P°ﬁm°"‘°' REP caseina (experimental)

El REP esta sujeto a criticas, entre ellas que supone que toda la proteina
ingerida es utilizada para el crecimiento sin tomar en cuenta que también es
utilizada para su mantenimiento. Existe una diferencia de requerimientos de
aminodcidos entre animales de laboratorio y seres humanos; las ratas
requieren de 4 a 6.53 9% de aminodcidos azufrados y los seres humanos solo
un 2.65% de las necesidades totales de proteina, es decir, un 50 95 menos.

En un estudio realizado a semilla seca. de E. americana en dondé_ se
extrajeron los alcaloides muestra un valor de REP de 1.98 + 0.32 (Guefrero
1980), otro estudio realizado a la sem:lla seca cruda destoxlflcada muestra
un valor de REP de 2.3 * 0.2 (Sotelo, et al., 1993) ‘

1.4.2.2 Digestibilidad § 7 O :

ta digestibilidad se define como |a:_"rclrisr;r)roﬁiibbiji»dad ‘de 'los aminodcidos
constituyentes de la proteina pafa ser- 'abso‘rbi'dos por el organismo de
prueba. Existen varios métodos para medir Ia',digje'stibilidad de una proteina
entre ellos losexperimentos realiza‘dos‘ebn ratas ya que la digestibilidad de las
proteinas es igual en ratas y humanos (Cariés. et. al., 1995).
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Las proteinas de origen animal son mas diger}ibyles (95-100 %) que las de origen
vegetal (60-85%,). Un decremento en la digéﬁtibilidad de las proteinas puede
ser debido a su contenido de fibra, que aétﬁéicor’no una barrera fisica para la
difusion enzimadtica, ademas hacen que el pasa por el intestino sea mas rapido,
disminuyendo el tiempo de absorciéh.v Sa_\)var;,et.ﬁ al., (1989) observaron que la
digestibilidad proteinica es generalrﬁente b‘a]a ‘e'r’\ dietas de origen vegetal alta en
fibra dietética. La digestibilidad proteimca en legummosas también puede

os cuales disminuyen la absorcién de la

verse afectada por factores téxscos
mucosa intestinal, asi como factores ntmutnclonales que dlsmunuyen ia accnén
de las enzimas d|gest|vas

Mediante el remo;o se puede mejorar s:gnl catlvamente la dlgesﬂbll!dad ya que
el écudo ﬁtlco mh bldores de ti pél a y pollfenoles pueden laxnvvarse en el agua -

ores antlnutrlclonales |éb|les
enznmétlca. :

‘digestibilidad protelnica:en granos, il
3 ja digestibilidad.

esto : ha sndo %

abol[zados durante la germmamén (Katana et o
93 Savelkoul et. al., 1992)

fitatos, pohf
al., 1991; Muli

eca cruda etoxi ‘lcada de E. americana se encuentra un valor de |
digestibilidad :de“ 6 % ntra un control de caseina de 96%. en Ebrev:flora
este valor es hgeramente menor. (80%) (Sotelo, et. al., 1993) :
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METODOLOGIA

Diagrama de trabajo experimental

L Recoleccion de la muestra ]

[ Limpicza y scleceidn —l

I Semilla seca cruda . Geérminacién ]

|
. v
Semilla germinada cruda l
1

Liofilizacién ]

Andlisis’
Proximal -

‘| : Determinacién de I Am,inogramtrl “|Ensayo .. |~
: | factores t6xicos y : _ ! biolégico |
‘| antinutricionalcs Co P RIS

.. Digestibilidad ;:
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2.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA
La semilla seca fue recolectada en un arbol clasificado botanicamente como E.

americana, situado frente al edificio “B” y el estacionamiento de la Facultad de

Quimica, Cd. Universitaria, en Julio del aino 2000.

2.2 LIMPIEZA Y SELECCION

Las semitlas fueron separadas de materia extraiia como tallos, hojas, basura,
después de lo cuatl fueron lavadas con una solucién al 109% de cloro comercial,
enjuagadas y secadas con una franela, Del total de las semillas una fraccién fue

destinada a la germinacién.

2.3 TRATAMIENTO PARA GERMINACION

1.

2.

Para favorecer la penetracion del agua al interior de la semilla, - se lija
una pequefa fraccidn de la testa con una lija mediana de metal. 7

Posteriormente se colocan en un recipiente de plastico con una base de
algodén humedecido, cuidando que el agua sea suficiente pero' ',",°‘

excesiva.

. El crecimiento se lleva a cabo a temperatura ambiente y di ar amente se

observa que no haya contaminacién por hongos.

. Cuando el tamafio de la acréspira alcanza aproxnmadamente 4°cm y aun

no hay hojas, lo cual .sucede de los 10 a 12 dias sor 'separadas del
rec|p|ente y desprend:das de la cascarilla.

El lote. se divide en dos partes, uno es Iloﬁhzado._

molldo Yy tamlzado‘
mientras que el otro se somete a coccidén con una posterlor ellmxnacton
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de agua de coccién para ‘después ser tiofilizado . y finalmente molido y
tamizado en una matlla de 0.5 mm

Una parte de ta 'semilla seca cruda y el germinado Crudo se. sorﬁeten aun
proceso de coccidn, considerandose como adecuado cuando ambas son
blandas (plerden su firmeza cuando se presaonan con. un tenedor) El
objehvo es: ‘la: coccidn de las muestras aunque tratam|ento apllcado es
diferente dado las caracteristicas de dureza de la semilla seca ,qruda. :

2.4 coc¢:|ON DE LA SEMILLA

La cocmon se lleva a cabo en autoclave a 121° C y una presuon de 15 psi,
por.cada 100 g de semilla se utilizan 300 m! de agua, se lleva a cabo en 30
min'y urzna vez terminado el tratamiento se elimina el agua de coccién y se
procede a la liofilizacion.

2.5 COCCION DEL GERMINADO

£1 cocimiento de éste se lleva en una relacién de 100 g de germinado y 340
ml de agua, durante 40 min, cuidando que el agua no se evapore, cuando ya
esta cocido se retira el agua de cocimiento y se procede a la liofilizacién.

2.6 LIOFILIZACION
Las muestras se cortan en fragmentos pequeiios con ayuda de unas tijeras y

se lHlevan a congelacidn, para proceder asi a la liofilizacién.

2.7 MOLIENDA Pl

Una vez liofilizadas las muestras sé_ llevan al molino utilizando una malla de
0.5 mm, las muestras. son guardédas en ;.m frasco.con tapa y en un lugar-
seco y fuera de la luz. Una vez obtenldas las harinas son utlllzadas para los

analisis subsecuentes.
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2.8 ANALISIS BROMATOLOGICO
Para su realizacion se siguieron las técnicas descritas en el AOAC(1985)
Se efectuaron anidlisis de humedad, cenizas, grasa, fibra cruda, proteina

y por diferencia carbohidratos.
2.9 DETERMINACION DE FACTORES ANTINUTRICIONALES

2.9.1 INHIBIDORES DE TRIPSINA

Fundamento

La cuantificacién se lleva a cabo siguiendo el método descrito por Kakade
et. al. (1974)

lLa técnica se basa en observar la inhibicién producida por un extraqto
acuoso de la muestra sobre una solucidén estandar de tripsina. El extracfo
directo o diluido se pone en contacto con una solucidn estandar de tripsina
y después de cierto tiempo se mide la actividad proteolitica remanente,
por medio de un sustrato sintético N-u-BenzoiI-Dl.-arginina-p-nitroa:hilida
(BAPNA), el cual producird una coloracién. amarilla, esta es inversaijnéht(f: o
proporcional al contenido de inhibidores de tripsina de la muestra. . . ‘

Material y equipo

Parritia multiple con agntacnén marca THERMOLINE mod. 4
Espectrofotédmetro marca SEQUOI-TURNER ‘mod. 340
Potencidmetro CORNING, mod 10 SRR
Bafio maria GRANT, mod. SE10 7 .
Mezclador de tubos Lab-line, mod- super mixer:

Reactivos

A) Solucién buffer TRIS: 6.05 g de TRIS (hidroximetil-amino- mexan'o.’ MéRCK- o
108382) y 2.94 g de CaCl;.2H20 se disuelven en 900 ml de aguar
destilada, se ajusta el pH a 8.2 y se afora a un litro. ’ )

B)_Solucién BAPNA: 100 mg de BAPNA (SIGMA B-4875) se dlsuelven en 2.5
mi de dimetil sultéxido, se diluyen en 250 ml con amortlguador. TRIS
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previamente calentado a 37 ° C. Esta solucuon .debe ser preparada el
mismo dia. : § . ’ :

C)_Solucién patrén de_tripsina: Se pesa con muéha éxactitud 4 mg- de
tripsina bovina (SIGMA N.: T8253), se dlsuelven en 200 ml de HCI
0.001N. Debe ser almacenada en refrigeracton (4 °C) y puede durar de 1
a 2 semanas sin perdlda de actlv:dad aprec:able.

Procedimiento . .

A) Preparacion, del extracto. Se pesa 1 g de muestra flnamente mollda en

un vaso de precnpitado y se le adicionan 45 m| de NaOH O. 01 N, se a;usta

‘el pHa9. 6 +0.2 y'se afora a 50 ml. Se transvasa a un vaso que contenga

un magneto para poner en agitacion 2 ¥% h a 300 rpm. Transcurrldo el

tiempo, se quita el magneto y se deja en reposo - 30 min. por snmple

decantacion se obtiene el sobrenadante eliminando el resxduo msoluble

'E! sobrenadante debe ser diluido hasta el punto que 1 mi produzca una
inhibiciéon de 40-60 %. :

B) Cuantificacién de la actividad: la siguiente tabla (n. 4) muestra en forma
esquematica la serie de tubos: que se deben de preparar para poder
medir la actividad inhibitoria de la muestra. Porctones de O 0, 0. .

y 1.8 ml! del extracto durecto o diluido’ se plpetean a tubos de ensaye por

sobrenadante de solucnoh BAPNA (a 37’C) é cada tubo y se mantlene
dicha mezcla de reaccnon por 10 mm (con cronometro) La reaccién

mmedlatamente.

Nota: si al agregar ac. acético se enturbia o forma un precipitado, se deja
reposar el tubo 15 min'y postenormente se filtra a través de pape! filtro
Whatman N. 1




Tabla N. 4 Adicién de rcactivos (m))

TUBO Extracto Agua Tripsina BAPNA Acido acético
al 30%

81 8 0.2 2+1Ac 5.0 -

1 .8 0.2 2.0 5.0 1.0
B2 .4 0.4 2+1Ac 5.0 see

2 .4 0.4 2.0 5.0 1.0
B3 .0 .0 2+ 1 Ac 5.0 -

3 1.0 .0 2.0 5.0 1.0
B4 0.6 4 2+ 1 Ac 5.0 -e-

4q 0.6 .4 2.0 5.0 1.0
BR 0.0 2.0 2+1Ac 5.0 .-

R 0.0 2.0 2.0 5.0 1.0
Donde :

B= Blanco
Ac= Acido acético al 30 %
R= Reactivos

Nota: la solucion BAPNA y tripsina deben estar a: 37 ° C antes de usarse.
La Iectura en'el espectrofotémetro se realiza a 410 nm y.es necesarlo para
cada una de Ias allcuotas a;ustar el aparato a 100 % de transmntanc:a con

su respectavo blanco

La Iectura en Absorbencca (A) directamente se’ puede pasar a unldades de i

tnpsma (UT) de la 5|gunente forma:
oo UT=A X 100 _
sene de alicuotas del extracto, se tendra a sy vez una

Ya que se. t|ene u

serie de valores de UT los cuales al restar este va or. e’ eferencxa se

obtlenen valores de tripsina mh|b|da (UT1), al dtvndlr este Ior entre los ml

de cada alicuota se obt:enen UTI/ml.

Cuando se graflca la actividad enzimatica mhlbltona (UTI/mI) como funcién
de la alicuota del extracto se observa una correlac:on tineal negativa, de
donde se puede obtener el valor extrapolado correspondiente al cero de la




solucién inhibitoria. Este dato extrapolado  es el dato més cercario a ta
actividad inhibitoria verdadera o real (si se ref;ere uno al mhlbldor de soya
tipo Kunitz) Cuando no se obtiene ‘una correlac:on lmeal satlsfactorna se
puede emplear el valor promedio de la sene de alncuotas, mformando en
términos de UTI/ml. :

e ">nhi6‘i<4:i ncon respecto a 1'mg

B= valor extrapolado o promedlo en UTI/mI
F= factor de dxlucnén ‘o cual epende de Ias dituciones realizadas.
Cuando se emplea el extracto

i fecto F: 1.

9.2.2 TANINOS
La metodotogia utilizada es la ISO 96

088 .

Fundamento

Se basa en la extraccion de tan nos por ag _acuon de una muestra problema con

dimetilformamida (DMF). De pues de centnfugar la.. muestra, se toma una

alicuota de sobrenadante ys adli cnona cm'ato térrico amoniacal y solucién de

hidréxido de amonio. La reduc el ton fernco deblda a los iones polifenoles

ocasiona la formacuon de un compuesto colorido en medio alcalino, .e! cual
puede ser cuantificado espectrofotometrlcamente a una longitud de onda de 520
nm. S g
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Material y equupo

e Parrilia multlple con agltaclén ‘marca THERMOLINE mod. 4
s - Centrifuga para tubos marca DYNAC

e Tubos de centrifuga de 50 mi con’ graduacnén
. Espectrofotém tro a ca SEQUOI'TURNER ’mod 340

Reactivos

<) g_tm_tg_er_nc_g_ie_am Pesar 035 8 de cutrato fernco de -amonio”

(ALDRICH ‘22, 896) Y. aforar a: 100 mtcon agua desnonlzada 24 horas antes de 'su
uso, Bt e g :
*El contemdo de hlerro debe esta entre 17%-20%

[»)] s_glwms_a_mgm_ngp.qg_amm Preparar una soluctén que contenga 8
mg/mi de “NH3. Mednr ‘3.1-ml" de‘hldromdo de amonlo (29% de NH3, densndad
0.8928) y aforar a 100 ml con ag a ders-omzada.

Procedi'mlen(o , L

] c raccicn. ni ; : : -

A) Se pesa en un vaso de precxpxtado un gramd de: har’ivna ‘molida 'y
desengrasada'y se le’ agregan 25 mi de dlmetllformamlda al. 75%*", ‘'se tapa
y agita con un magne»tor durange 60 ' min. a 500 rpm en una parriila de
agitacion. ) : o )
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"Modifigacién de Ia‘técnica 1SO,  originaimente —se;égfegan 20 -mi de
dimetilformamida al 75 % ‘ : ERRR o

B) Posterlormente se deja reposar 15 min, .se transflere cuantltatlvamente el
sobrenadante para centrlfugar 10 mln a. 3000 rpm en]uagando el vaso con
2 mide dnsolvente. JEE A L

C) Decantar el sobrenadante, el cQél "se ‘V'g‘u'arda 'para"_la'determihacién de
taninos: ' AT SR

D " i6n.d . ‘

A) Se rotulan 3 tubos de ensaye, uno corresponde al blanco otro el problema
1 y el tercero al problema 2

B) Se afiaden los reactivos de la siguiente manera:

TUBO muestra agua desionizada citrato férrico amonijaco (0.232
(mi) i ‘ amoniacal g7100 mi)
(0.35g/100ml) (mb)

Blanco 1
Probiema 1 1 1
Problema 2 1 1

absorbancnas N .
F) Elaborar una curva patrén y extrapolar el valor obtemdo del problema en.

1a curva patrén
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Curva Patrén .
A) Utilizar 8 matraces volumé‘tricos de 25 ml y con mlcroplpeta afadir
1,2,3,4,5,6,7 ml de solucién de acudo tamco (2mg/m|) respectnvamente a
cada matraz. SR - A PR - : : !
B) Aforar a 25 ml cada uno con dlmetxlformamlda al 75 % i
C) De cada uno de los matraces tomar

de ensavye. : .’
D) Afadir 5 m! de aguay li‘ml “'de citrato férrico amoniacal o agitar
en vortex. ' . : e
E) Afadir 1 mi de soluciéx’{ d
vortex.

correguda por ef cero de la esca :

Célculos
nugm__ S LZS_de_c_exm_m_)_ . _(gdeAT)
% de AT= X X0 , X 100
Q. mi dc cxu-acto) : (;, de mueslm) . (10° g de AT)
Donde : ‘

AT= &cido ténico
"{interpolacién del promedio de la concentracién de la muestra
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2.9.3 DETERMINACION SEMICUANTITATIVA DE LECTINAS
La técnica es la descrita por Lucas y Sotelo (1993)

Fundamento

La deteccién se realiza en un extracto de la planta, llevAndose a cabo una serie
de diluciones seriadas en la que.se determina el punto final mediankte la
estvmacnon visual de la aglutma i6n de Ios glébulos ro;os en estudm :

Se trabaja.con: glébulos rojos - Iavado izados ' cc
proteasa dlspomble (pronasa. tnpsma o papa na‘ ya que Ia senstbnlndad de la

aglutmacnén se mejora con este tratamlento

Materlal y equipo

Parritla multiple con agitacién marca THERMOLINE mod. 4 S
Centrifuga marca International Ctmlcal Centrlfugue mod A3076X 2
Tubos de centrifuga de 15 ml con graduacién ;
Incubadora marca BLEU-M . ;
Espectrofotémetro marca SEQUOI-TURNER mod 340
Adaptador para celdas de 1ox75 mm (acondu:nonado a’una abertura de 1
cm?) H =

Microtiter Kit (Cook-Eng- Alexander Vlrglma USA)

e Filtro de vidrio con fibra de vtdno

Procedimiento

Pry 1 ! ex;
1. Se pesa un gramo de muestra secay. desengrasada. se le adnclonan 10 mi de
solucion salma a' 1% y se lleva a, agltacuén por 2 ha 300 rpm a temperatura

ambiente.’

2. Transcurndo el: [
sobrenadante se fnltra a traves de flltro de vudrlo
*Si es necesario llevar al volumen mxcsal con solucuén salma al 1%

centrnfuga a 1400 rpm “por::15 min.. el
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Pr jgn i

1. La sangre de Hamster , se Ileva a un matraz con anticoagulante (heparina) y
agita suavemente, se trasvasa a tubos de centrifuga para lavar 3 veces con
solucién salina al 0.9% (Ia relaclén sangre sol sallna es 1:5- en caso de ser
necesario lavar hasta que no este hemollzado el sobr ‘nadante)

1. A10. mi de globulos olos a 4‘7‘ ad!cnonar 1 ml de solucnon de tnpsma at
02%emcubar1h337 eCl : i :
2. Centrifugar y eliminar el’ sobrenadante dando 3 Iavados con soluctén sahna at
0.9%,. . g § .
3. Resuspender en sol. sallna (24 ml de soluc:én sallna 0 9% por cada ml de
glébulos rojos) - RN : L

Nota: Si hay coagulos tiltrar a través de una gasa . .

Ajuste de la suspensién de glébulos rojos

1. A 1 ml de gidbulos rojos se agregan 4 ml! de solucién ;a!iﬁa 0.9% y se lee en
el espectrofotémetro a 620 nm (usando un blanco de ‘Solucién ‘salina 0.9%, la

lectura debe ser de 25 + 1 95 de transmitancia, de. otro modo hacer la dilucién
necesaria hasta quedar en dicho rango. - : .
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icrotitulaci

1. En placas tipo V de microtitulacién colocar en cada‘pozo de 2 hileras 50 utl de
solucién salina 0.9%. ¥

2. Llenar el m:crodllutor con 50 p! (por contacto con Ia supef;cie del extracto
problema). hacer diluciones sucesivas en las hﬂeras. mlroducxr el mlcrodllutor
en el pozo y rotar sm excesiva presion. R

3. Con el pipetero de gota colocar. 50 .pl en cada pozo de glébulos rojos

sensibilizados y ajustados.
4. Rotar la placa circularmente e incubar 1 h'a 37.° C;

Lectura

Colocar la placa sobre el dispositivo de lectura y observar a través del espejo,
reportar la maxima dituciédn que tenga aglutinacién.

2.10 DETERMINACION DE FACTORES TOXICOS

2.10.1 DETERMINACION DE ALCALOIDES POR TITULACION

fundamento

Este método se basa en la extraccion de alcaloides aprovechando . sus
propiedades de particion en un sistema de disolventes y su valoracién bosterfof
por volumetria empleando un acido debido a las propiedades basicas de los
alcaloides (Farmacopea de ios Estados Unidos Mexicanos 2000) '

Reactivos

Acido sulfarico 0.02 M

Solucidn indicadora de rojo de metilo
Acido sulfirico 1.00 N

Hidroxido de amonio concentrado
Sulfato de sodio anhidro (NH,OH)
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F) Metanol QP (para extraccién)
G) Metanol RA (para titulacién)
H) Eter etilico RA. ;.

i) Cloroformo RA

Procedlmiento
- Trlturar la muestra y tamtzarla (pasando por una rnalla de O. Smm)

- Pesar SAgramos de muestra, adlclonar 50 ml de rnetanol alcalnmzado con

separacion, recuperar la fase acuosa (mfenor)

e Extraer 3 vece Ia fas orgénuca (supenor) con. 5 ml de acido cada vez.

Reunir : fas fases acuosas con Ia anterlor y verter en un embudo de

separacaor\.

e Adicionar 25 ml de cloroformo. agitary recuperar la fase acuosa (supenor)
« Extraer la fase orgémca tres veces mas aducnonando ‘5 ml de Hzo y 5 ml de
H2S04. Reumr las fases acuosas con la anterior. :

fase‘ acuosa

s Extraer 2 veces con 10 m! de ' cloroformo. Recuperar

(supenor)
e Filtrarla“a través de papel Wathman N. 2, enjuagando el papel con 2 ml de
agua.

37




e - Alcalinizar la fase recuperada con NH40H concentrado hasta un. ‘pHde 9

6 mayor.
= Extraer: 3 veces con 35 mI de cl O
'o el ma' e al que estuvo en contacto con los

mo . cada "vez', recuperando 1a fase

organica (interior), lavando t‘
alcalondes con cloroformo y adlctonarlos al extracto S i g
de’ odlo anhndro y evaporar el

VSecar 1a* solucnén cloroformica“con sulfato

e ml ceniml),
er que contiene 7 ml

Calculos , ~

Se cuantifican como:

(ml ‘H-;SO., astados porln mlm’ ml ‘HZS’Q‘z blanco) X Nzsos X 0.273 X100

(g‘mucs(m)

Donde:
E=gpB erltrmdma / 100 8 de muestra seca -
0.273=es eI peso molecular de 1a B- entroxdma/lOOO
N=1a normalldad del HzSOa :
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2.11 DETRMINACION DE AMINOACIDOS
2.11.1.DETERMINACION DE AMINOACIDOS POR HPLC
(Cohen y Michaud, 1993; Bidlingmeyer, 1984)

Fundamento

En la cuantificacién de los aminoacidos de las proteinas - de cereales Yo
leguminosas se combinan ia derivatizacién con . 6- ammoqumohl N-_ ‘
hidroxisuccinimidil carbamato, la cuantificacién por cromatografla de’ |IQUIdOS
de alta resolucién de fase reversa (particidn de un soluto entre una fase'
estacionaria no polar y una fase mdavil polar), utthzando ncrleucma como
estdndar interno, previa hidrdélisis del material protetmco con HCH 6 N 0 1% de
fenot, en fase vapor, a 145 °C por 4 horas. ’

Material y Equipo

e Estacién de trabajo Pico Tag (Waters)
* Viales de reacciéon de trabajo Pico Tag
¢ Bomba de alto vacio RV8 (Edwars)
e Refrigerante tipo dedo frio
* Tubos de ensaye de 4 X 50 mm (Corning)
* Marcador de tinta permanente Esterbook de Bero!
e Micropipeta (y puntas) con capacidad de 200-1000 pl (anplpette)
* Vortex (Lab-line mod. 1290 super-rmixer) )
« Agua destilada y desionizada (agua purificada de 18 Mohm de resnstencna
eléctrica o agua destilada y desionizada pasada por. un ftltro de 0.22 pm),
= Hielo seco .
« Metanol (QP)
e Nitrogeno de alta pureza (99.997%) (Infra)
e HCI6N, 0.19% de feno!l
reparacién de muestra
* Micropipeta (y puntas) con capacndad de 50 200 pl (anpxpette)
« Pipeta Pasteur (3)
= Vortex (Lab-line instruments. Mod. 1290)
« Matraz aforado de 1 ml (3)
= Jeringas de 10 ml (9)
* Acrodisco de Nylon. 0.22 um de tamaiio de poro y 13 mm de didmetro

{Gelman)
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Tubos de ensayo de 10 X 70 mm (Pirex) (9)

Norleucina 5 mM-HCI 10 mM (disolucién de norleucma (c b. P 5 mM) en HCl
0.1 M suficiente para obtener 10 mM al final)

Acetonitrilo:Agua 20:80 (200 ml de acetonitrilo grado HPLC, mas 800 mi de
agua pufificada)

Acetonitrilo grado HPLC (JT-Baker)

Agua destilada y desionizada (mismas condiciones que en hidrélisis)

Derivatizacié

Tubos de ensaye de 4 X 50 mm (Corning)

Parrilla de calentamiento (Stirrer/Hot Plate Corning) para mantener con
bafio de agua a 55 °C

Micropipeta (y puntas) con capacidad de 5-50 ul, (Finnpipette)
Micropipeta (y puntas) con capacidad de 50-200 pl (Finnpipette)
Micropipeta (y puntas) con capacidad de 100-1000 ul (Finnpipette)
Vortex (Lab-line instruments. Mod. 1290)

Parafiim

Estandar de aminoacidos H 2.5 mM, excepto cistina: 1.25 mM. Pierce
Acetonitrilo (AccQ Fluor Reagent diluent, Vial 2B), 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ Fluor reagent, vial 2A) y buffer de
boratos (AccQ fluor borate Buffer, reactivo), Waters

t L B
Sistema de entrega de disolventes (2), (Waters mod 510) -
Inyector con foop de 20ul (Rheodyne)
Jeringa para HPLC 25 ul (Hamilton)
Detector UV-Vis Waters 486 (Waters)
Horno y unidad de control de temperatura modelo Il (Waters)
Controlador automatico de gradiente modelo 680 (Waters)
Adquisicion e integrador de datos Chromjet modelo 54076 (Waters)
Sistema de filtracion a vacio (2) Millipore :
Filtro de tamafio de poro 0.45 um tipo HA (Millipore)
Filtro de tamafio de poro de 0.22 um tipo GV (mmlpore)
Filtro pre columna en linea (Waters)
Columna AccQ-Tag Nova Pack C;g, tamano de particula de 4 um, de 3.9 mm
X 150 mm, (Waters)
AccQ-Tag concentrado A (Buffer acuoso de acetatos y fosfatos) (Waters)
Acetonitrilo grado HPLC (JT Backer)
Agua destilada y desionizada (mismas condiciones que en htdrélnsns)
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Reactivos

A) _B_uﬁmgej_tg}_ég_dg_f_o_sf_é_mg_({a_s_eﬁ) Diluir 100 ml de concentrado A (AccQ

tag concentrado A) hasta 1000 m! con agua purificada, utilizando un matraz
voiumeétrico de 1000 mi. Hacer paéar la:totalidad de la fase a través de un
sistema de filtracion a,vat::l‘o con un filtro de tamafio de poro 0.45 um tipo HA,
ambos de Millipore. Mantener el vacio durante 5 minutos después de que ha
pasado la totalidad de ta fase. Almacenar en refrigeracién para conservar su
composicidén hasta por ‘'un mes, se debe tener cuidado de filtrar y desgasmcarle :
si no es utilizada por mas de dos o tres dias.

B) Acetonitrilo: agua 60:40 (fase B): £En una probeta de 1000 mi, verter 600 mli

de acetonitrilo grado HPLC, afiadir 450 mi de agua purificada y después de que
ha salido el aire se ajusta a 1000 mi con agua purificada. Se mtra y desgastflca
la fase B de la misma manera en que se hace para la fase A, utlhzando un filtro
de 0.22 pym tipo GV de Millipore. Almacenar en refngeracuon para conservar su
composicion durante una semana, volver a filtrar y desgasmcar si’ no se utlllza :
en dos o tres dias. :

Procedimiento

e Preparacién de la estacion de trabajo.
Preparar la estacién de trabajo de acuerdo al diagrama (fgum l) Se dcposnn hielo seco -
cn el recipiente del refrigerante tipo dedo frio y metanol sufc:cme para cubnr cl hlclo E

seco que se ha depositado. Verificar que los controles' de vac( Y. dc Nl(régcno sc

encuentran cerrados. Se enciende la bomba de vacio y. dcspués de: cmco _minutos 1a

lectura de! manémetro de la estacion de trabajo debera ser 50-70 mlhTorr. Ln pres:én de
salida del Nitrégeno no debera exceder 0.3 kg/ecm®. e v
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P
manemeirs —1€ ) [ [ ‘

T ntroles de
vacio y mitrogeno
vial de reaccion

Controles de encentido .
(equipo ¥ homo) hielo seco-metanol

Figura 1. Instalacion de 1a estacion de trabajo.

e Preparacion de la muestra: secado.

Se pesan, por tripticado, 10 mg de muestra SECA Y DESENGRASADA (15 mg en
el caso de muestras con menos de 209 de proteina) en el interior de un tubo de
4 x 50 mm, previarmente marcado con el cortador de vidrio o ‘con el marcador de
tinta permanente. Se agrega una gota de agua (aproximadamente 50 pi) y se
agita durante algunos segundos en’el vértex: Los tres tubos se’depositan en el
interior del vial de reaccién. Se ‘coloca la tapa'y. se desliza ‘el botén rojo a la
posicién abierto (los viales de reaccién deben estarisecos, para 1o cual se
introducen en la estécién de ti‘abaj'o vacios 'y en la‘posiciér\ abierto, tras fo cual
se abre la vélvula de vacio ):'"se;fgejan asi hasta que alcancen una presién de 50-
70 miliTorr) El-vial. se, coloca en 1a estacién de trabajo, se abre la valvula de
nitrégeno du_rarite 10-15 seéuridos. la. presién de salida del nitrogeno no debe
exceder 0.3'Ké/¢_m""., después’ se. abre lentamente la vélvula de vacio hasta
alcanzar una pfeéién de 1-2 Torr. Abrir y cerrar la valvula de nitrégeno para
controtar la esbuma VyA ebullicién de la mezcla con la muestra para evitar
pérdidas por pkoyeécién del materiat al exterior del tubo. Una vez que ha

TESIS CON a2
FALLA DE ORIGEN




desaparecido la espuma se cnerra {a valvula de mtrogeno v se mantlene abierta
la del vacio hasta secar Ias muestras (cuando la presnén sea de ‘50-70 mxllTorr)
Se cierra la valvuia de vacto y se retlra el vial de la estac:én de traba]o . !

. Preparacwn de las mueslras. purga con mtrﬂgeno.

Se agregan 200 pl de HCI GN con 0.1 % de fenol (200 put de HCI de punto de
ebullicién constante, aﬁad!endo un cristal de fenol) en el fondo del vial de
reaccién, cuidando no introducir acido al interior de los tubos con muestra. Para
purgar el vial de hidrdlisis, se cierra el vial y se introduce nuevamente en 1a
estaciéon de trabajo Pico Tag, se abre lentamente el vacio hasta alcanzar 1.2 Torr
de presién, se mantiene abierto hasta que ha empezado la ebullicién del acido
clorhidrico (_si no ocurre en 30 segundos, se continda con la purga); se cierra el
vacio y se purga el vial con nitrdégeno durante 5 segundos; se cierra el nitrégeno
y se repite éste ciclo dos veces mas. Al finalizar el tercer ciclo, se abre el vacio
del mismo modo y se mantiene hasta que alcance una presién. ligeramente
menor a 1 Torr. Se cierra el vial destizando el botén verde a'la posicién cerrado,
cerrar el vacio y'sac_ar'el vial de reaccidn de la estacion de trabajo

- HldféliSls en lase de vapor.
I} al horno de ta estacién de trabaijo, prevxamente calentado a

Se introduce el vi:

Eliminaci6s del exceso de HCI. SERIID TS S SR .
iempo, se 'saca el vial " del’ horno. se de;a ‘enfriar a’
temperatura amblente y dentro de una campana de extraccnén, se abre el vial

de reaccnon se sacan los tubos con ‘los hldrolxzados. se en]uaga el extenor
de cada uno, on agua'y se deposntan en un vnal de reaccidn sec

elammar'el exceso de écndo del interior de cada uno ‘de los :

Despu S,

se procede
tubos con ayudarde

se tapa el v:al asegurando que se encuentra en Ia'

posicion: ab rto,: se ntroduce en'la estacuén de. traba]o y se abre el vac10~'

hasta alcanzar 1-2; Torr se mantlene abierto hasta que 1a - lectura ~ del
manémetro de la estacion de traba]o sea de 50-70 mlluTorr Se C|erra el vial,
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se cierra el vacio'y se conservan los hudrollzados en una atmésfera inerte

hasta su postencr pr parac:én (hasta por 2 semanas)

or HPLC de fase reve

« " Cuantificaci6
1. Preparacién de Ias m estras\ re-hi&f&taélén del hidrolizado.

A cada uno de los ubos con”hldrollzado se agregan 100 ul de norleucina S mM
en HCI 10 mM Se aglta un.m nuto‘en vértex y se deja reposar un minuto para
wul de acetonitrito 20%, agitar un minuto mas en

conacetonitrilo al 20% y agitar cuanto 'sea :
. de lavado sea incolora (volumen total menor a'5 .

ml), transflr cuanma vamente el contenido de cada paso de lavado at
matraz volumetnco de 5% 1 ml segun sea e! caso. Llevar al aforo con agua

purmcada

2. Preparacibn'de ias mues(raé: purificacién y filtracién.
Se procede a purificaf la muestra con la ayuda de un cartucho Sep Pak Cia, el
cual debera estar previamente activado de la siguientbék manéré:
Con ayuda de una jeringa, se hacen pasar lentamente (1-2 ml/minuto) 6
mi de acetonitrilo gradb HPLC por el cartucho (conectado a la jeringa por
la parte mds larga), inmediatamente después, se hacen pasar 6 mt de agua
purificada.

Una vez que se ha activado el cartucho y sin que se seque, se hacen pasar los 5
ml! de la muestrak, desechandose los primeros 2 m! y recuperando en un tubo de
ensaye el resto de la muestra que contiene los aminoéacidos. Se filtra la muestra
a través de un acrodisco de nylon de 0.2 um de tamaiio de poro, conectado en la
punta de otra jeringa, desechandose las primeras 3-5 gotas y recuperando el
resto, del cud! serd tomada la alicuota para derivatizar los aminoacidos.
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3. Derivatizacio6n.

a. Reconstitucion de AQC.
Precalentar la parrilla con bafio de agua a §5 °C. Asegurar que la totalidad del
reactivo de derivatizacién AQC (vial 2A) se encuentra en la parte inferior del vial. -
Enjuagar la punta de una micro pipeta de 1000 ui, cargandola con 1000 pul de‘i
reactivo de dilucién de AQC (vial 2B) y desechandolos, para después transferir.
1000 ul del mismo reactivo (vial 2B) para reconstituir el reactivo: de Cr

derivatizacidon (vial 2A). Cierre el vial herméticamente y agite (con Vortex) por L
10 s. Calentar (no mas de 10 minutos) el vial 2A en la parritla hasta ia dnsolucuon o

del reactivo de derivatizacidn AQC. Guardar en refrigeracion cuanda’ Ano esf . ,‘
utilizado ;
b. Preparacién de un estandar de aminoéacidos.
Mezclar 80 ul de la solucién stock de aminoacidos (2.5 mM) con: 20 pl de
norleucina 5 MM - HCI 10 mM 'y 900 ul de agua purmcada para 6btener un
estandar de 16 aminoacidos (Asp, Ser, Glu, Gly, Hys, Arg, Thr. Alé; ro, *Ty' '_Val -
Met, Lys, lle, Leu y Phe) de concentrac:on 0.2 mM (cnstma, O 1 mM)vcon 0 '1 mM

de norleucina como estandar interno.

c. Derivatizacién de amino4scidos. S
En un tubo de ensayo de 4x50 mm, deposftense 10p.|

de esténdar de B

de agua a 55° C durante 10 minutos para completar orry
monoderivado de tirosina. Se deja enfriar y se puede conservar d rante -1

semana en congeiacion a -10° C.
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d. Analisis Crométog'ré(ico .
Se inyeét'an;s ‘a 20 ul de muestra o 5 ul de estdndar de aminodcidos (0.2 mM),
el tiempo de corrida es de 55 minutos.

Gradiente de elusién empleado para la determinacién de aminoacidos

Tiempo (minutos) % fase A . % fase B Flujo (ml/minuto)

Inicio o 100 [¢)
5 [o] 100 1
40 o] 100 1
45 100 o] 1
60 100 o] 1

Calculo del contenido de aminoacidos en g716 g de N.

Se calcula el contenido de cada uno de los 17 aminoacidos comparando {a
relacidn  Ar€aaminoscido/Ar€anorieucina de  la  muestra contra. la relacidén
Areaamincacido’ Ar€ancrieucina del estindar de aminoacidos, de acuerdo a la ecuacién
1, para reportar el contenido en gaminoacico/16 8 N. i

: Ecuacion 1.
Ciélculo del contenido de aminoacidos en g/16 g de N

1.6x [(Aaa/An-léu) mtra X (An.ieu/Aaa) sta X Csta X @ x P. M-]

{mEma x % NJ
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Donde:

A= aminoacido (g/16 g de N)
A, = srea del aminoacido dado
Apn.iew = area de norleucina
mtra = en la muestra

std = en el estdndar

Caa= concentracién del
aminoacido dado en el
estandar

a = aforo del hidrolizado

P.M. = pesd m6|ecular del
aminoacido dado

MEmtra = Cantidad de muestra
enmg

%N = porcentaje de nitrégeno
en la muestra seca
desengrasada
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2.11.2 DETERMINACION COLORIMETRICA DE TRIPTOFANO
(Lucas y Sotelo, 1980; Rama, et.al., 1974)

Fundamento
Se realiza una hidrélisis - alcalina con LiOH y se desarrollara color con p-
dimetilaminobenzaldehido (DMAB) y nitrito de sodio.

Material y Equipo

Digestor marca TECATOR mod. AB

Potenciémetro marca CORNING, mod. 10

Balanza analitica

Rotavapor marca BUCHI, mod. RE/III

Vértex marca Lab-line, mod. Mistral

Espectrofotémetro marca SEQUOILA TURNER mod. 340
Matraz Buchner

Embudo kitasato K

Embudo de filtracién rapida

Papel filtro Whatman de poro cerrado :

Tubos de cultivo de pared gruesa con tapén de rosca y cubierta ‘interior de
teflon.

e 0 0080000

Reactivos
A) Solycién estandar de triptofano (0.05 mg/ml): Pesar:12.5 mg de triptofano. y
aforar a 250 mt con agua destilada.

B) Soluciéon de DMAB al 0,5%: Pesar 0.5 g de DMAB y dlsolverlos con HCI
concentrado, aforar a 100 mi con HCI concentrado.

C) Nitrito de sodio al 0,2%: Pesar 200mg de mtruto de sodio y aforar a 100 mt con
agua destilada.

D) Hidroxido de Litio 4 N
E) HC! concentrado
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Elaboracién de la curva es(éndar.~ ‘

Hacer una curva estédndar de O a 100ug de trlptofano Tomar 0.0, 0 4 0.8,1.2, 1. 6
y 2.0 ml de la solucién estandar de triptofano.’;Llevar a:2 ml'cada uno de’los tubos
con agua y adicionar 7.5 mi de DMAB. ‘Agitar.y . dejar 15’ ‘minutos’en la oscuridad,
agregar 0.5 ml de nitrito de sodio, agltar y dejar en reposc por:l85 mlnutos. Leer
fas absorbancias a 590 nm. - e ik :

Procedimiento para la muestra.

e Se pesa la cantidad de muestra finamente molida' y desengrasada dentro de un
tubo de hidrélisis.

e Se le adiciona la cantidad de alcali requerlda. tratando que toda Ia muestra
quede humedecida con el reactivo. .

« La cantidad de muestra y alcali se determinan de la sigulente forma‘

« A=0.1 X100/ %P B=4X 100/ %P =
Donde: A= cantidad de muestra (en g), B= cantidad de élcall (en ‘mi )
%P= porcentaje de proteina en la muestra . .

e Se le inyecta N2 de altisima pureza y se cierra el tubo de hldl’OllSlS con tapon de
rosca y cubierta de tefién.
= La hidrélisis se realiza a 145 °C y el tiempo se determma segun su contemdo de

proteina. ) i 8
Contenido de proteina (%) Tiempo dé hidréliéis (h) AT
9.35 s i 8o Tl :
>35.64" I e

>64-91 T Lo 4

- Transcurrido el tiempo se deja enfriariel tubo -y se transvasa cuantitativamente
el contenido del tubo a un vaso de prec putado (dando algunas Iavadas con agua

caliente).

« Se ajusta el PH a 6.8 + 0.2 con acndo ortofosfénco concentrado y agttacnon
constante

« Se filtra con vacio sobre papel Whatman doble del N: 542- (lavando con agua
caliente)" B :

*si el volumen del hidrolizado es mayor a 25 ml eliminar el exceso de solvente en un matraz'
bola con ayuda de rotavapor o

e Tranferir a un matraz aforado de 25 ml y aforar con agua desionizada a 25'm|
e« Tomar tres alicuotas del hidrolizado de 2 ml cada una y cotlocarlas en un tubo
de ensaye. Un tubo ser3 el blanco de 1a muestra y a este se le adicionan 7.5 ml
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de HCI concentrado, en tanto que a los otros dos se les agregan 7.5 mi de DMAB
als5 % .

e Se agitan y se dejan en reposo por 15 minutos en la oscurldad ;

= Después de este tiempo se les agrega a los tres tubos O. 5 ml de nltrlto de sodio, .
se agitan y se dejan otros 15 minutos en reposo. L

= lLeer la absorbancia a 590nm. Se usa como blanco el de.la curva esténdar.

Calculos.

A los tubos problema se les resta la absorbancia del’blanco ‘de*ta muestra y el
resultado se interpola en la curva estandar, conslderando el porcentale de grasa de
la muestra, el atforo y la alicuota utilizados. * B T T

Recordar que para reportar en g de tribtofého

100 ‘g de proteina es necesario
conocer el porcentaje de proteina de la muestra B T ' .

Reportar g de triptofano / 100 g de protéina

TUICT/aXVao)/AY
g de Trp/100 g de proteina=* R o

B X (100 g de prot)
Donde:

T= g de triptofano interpolados .

a= alicuota del hidrolizado (para este caso se tomaron 0.5 mt del hidrolizado y se
llevaron a 2m/! con agua)

Vhip= volumen total del hidrolizado (25 mt)

A= peso de fa muestra (g)

B= g de proteina / 100 g de muestra
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2.11 ENSAYO B10OLOGICO

2.11.1 RELACION DE LA EFICIENCIA DE LA PROTEINA
(Pellet, Young, 1980)

Preparacion de las Dietas

Se prepara una dieta control de caseina que contiene el 10 % de proteina, 14%
de lipidos y 66 9% de carbohidratos (tabla 5) Se preparan las diefas
experimentales (tabla 6) isoproteicas e isocaloricas en refacién a. la dieta
control de caseina (430 Kcal/100 g, 1800 KJ/100 g)

Tabla 5. Formula base para la claboracién de las dictas

Componente (%)
Caseina (90% de 11.11
proteina)

Sacarosa 22.0
Dextrosa 19.0
Dextrina 25.0
Manteca vegetal 8.0
Accite vegetal 6.0
Vitaminas 2.0
Minerales 4.0
Celulosa ~ 2.89 (=3)
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Tabla 6. Composmn()n de las dlclas cxpcrimentalcs (8/1005)

Componente . Semllla seca [Semilla seca Germlnado Germinado
' 7 feruda Cocida 7. [Crudo . " [Cocido
Muestra - T R7a3 36.11 - [25.42° . [26.08
Shesi i hais2’

sacarosa. . . [2001 . - - [16.79

Dextrasa 17.36 St helons

Dextrina = -7 122,84 k106
Manteca vegetal . 5 86. . : 5.78 7
Aceite de malz . |4.39 .34 1
vitaminas H-X 2.0
Minerales “ho ‘ l4.0 K
Celulosa : — _],, 2.21

*Se conoce e! alto “contenido’ de’alcaloides ‘en’ la’ semilla’seca  crada de E.
americana, sin embargo. tomo de referencna para‘comparar el ‘efecto de: los
alcaloides de la semilla_germinada cruda, que.también ‘se encuentran en una
alta cantidad, pudtendo exlstlr vanamén en el tipo de alcalolde. .

Prueba ;
Pesar las 30 ratas mdlvudualmente

Se coloca cada rata en una jaula

En total son cinco lotes de 6 ratas cada .uno (Iot
semilla seca cocida, lote 3 germlnado crudo. Iote 4 germ'nado comdo : y lote 5 .

dieta control) : : .
Colocar debajo de cada 1aula una charola de papel (para recuperar el allmento
desperdiciado) * . :
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« Pesar el alimento que se le dara. a cada ammal y regnstrarlo , colocarlo dentro
de la jaula asi como. agua “ad libitum" I i

- Cada tercer dia se registra el peso de cada rata®’, el allmento mgerldo P, seles
proporciona mas ahmento y se cuxda que tengan sufuc:ente agua. :

“ Para lo cual se debe llevar una ho;a reglstro para cada ammal ;
* Es importante recuperar todo ‘el allmento posnble que los anlmales .tiran-a las
charolas durante su ahmentacnén, el cual debe ser pesado para poder cuantmcar

el alirmento ingerido por el animal.

Hoja registro

Rata: Sexo: Peso inicial (Pi): Dieta: Fecha:

Tiempo (dias) - Final:
Peso del animal (P dia) R Pf=
Incremento  acumulativo . i S Pf-Pi=
(Pdia-Pi) : 3

Alimento inicial (AD

Alimento final (Af)

Alimento ingerido
(Al= Af-Ai)

Alimento acumulativo H R B ZAl
(CADdia - i

Observaciones:
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Calculos . .
Calcular para cada rata el REP:
AR
REP“ TALIXF
Donde: ; I : .
AP = lncremento de p kso (en gramos)

ZAI= Ahmento mgerl o total’ ( en gramos)
F =9, de protel a el . :
Si el coeﬁcuente de ariacién es rnaycr al 15 % se debe eliminar el dato mas

alto yv‘el més ba;o, lado el REP con 4’ datos

Para que los dato puedan ser comparados se debe/aj‘star
ue es 2. 5 de la stgulente

experumental al valor de REP de referencna de caseln
manera: ’ :

REP ajustado = REP experimental X wmg_(mfgm_@_)

REP caseina (expe

2.11.2 DIGESTIBILIDAD APARENTE

Procedimiento: i

Del bioensayo de REP se recolectan las heces de cada Iote en forma individual
por un periodo de una semana (la Gltima semana del bloensayo) el .total de
heces recolectadas de cada animal se coloca en frascos de vldno. las cuales
seran secadas en una estufa. N :

Se registra el alimento ingerido en el mismo pérlodo G

Una vez secas las heces, se pesan y muelen en un rnortero para obtener el
material lo mas homogéneo posible. S

De cada lote pesar de S0 a 90 mg de heces y determinar la concentracion de
nitrégeno por el método de micro-Kjeidahl.
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Para calcular la dngestlbllldad es necesarlo saber el contenido de' N de las dietas
ingeridas, determlnarlo por ‘el metodo de micro- K}eldahl. R

Calcutos

Conociendo la‘concentrac de N en la dieta y las heces del animal, asi como el

ol N mgendo yet N fecal"

Ni= (% N enla’ dleta Xidi ida (g))/ 100
NF= (% N en'la eces X total deh ces‘(g))/loo

Y bara calculyar la dlge;tibilidad'apa‘renté: !

D aparente = Ni =NF.“x.-100 :
SN

Donde : R

Ni= nitrégéﬁo,iﬁgé}idﬁ ;

NF=nitrégeno fecal:
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EACPUTHLL &
RESUIEADTSEVERANABLS TSED
Heetlrdows

3.1. ANALISIS PROXIMAL

En la tabla 3.1.a se observan los resultados del andlisis proximal en base seca
realizado a las cuatro muestras, semilla seca cruda y cocida, semilla germinada
cruda y cocida, de donde se aprecia un alto contenido de proteina, superior al de la
lenteja o garbanzo.

El tratamiento térmico apllcado a la semllla

modificé practicamente . el contemdo de protel’n
observa un aumento del 20.64 % eniel
coccidén aplicado ' fue dtferen‘t g
carbohidratos y lipidos,aéi',cof‘n d

nada para su coccnén. no
,Con\la coccuén de Ia semilla se
o, ‘de proteina. el tratamuento de .

robable ente algunas fraccuones . de -

Sise esplazaron al agua. de coccnon su

contenido en la semilla “disminuyé:con'lo

ue lab(opprcnron de proteina se. vio
incrementada. AR ;

Al final de la germmacu ente se; recolecta el germmado de Ia sernllla ya

que la testa se encuentra otalm nte separada., on Io que se puede observar una

gran disminucién en el c‘ ntenldb d flbra en 1a semllla gerrnmada al compararse

con la semilla seca.
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Tabla 3.1.a. Andlisis proximal cn basc hiumeda de las muestras dec
scmilla seca y germinado (crudas y cocidas) de E. americana
{(s¥/1 00 de muestra)

o4 X >
Germinado 73.41 x 2.86° | 10.64% 0.11°
Crudo

Germinado 80.53t 2.73° |7.70% 0.18" |2.89 +0.08" 0.80+ 0.03° | 0.79 30.04" |7.29
Cocido
Semilla Seca [16.00 £0.34" [25.514 0.88° [ 13.7640.39° [12.30 £0.24" [ 4.491 0.19" [27.93
Cruda
Semilla Seca [56.60 £1.67" |18.20+ 0.63° | 6.32+ 0.23° | 6.35+% 0.16° | 1.72+ 0.00" {10.78

Cocida

Los resultados son el promedio + Desviacién estandar de tres determinaciones. Los
carbohidratos se calcularon por diferencia. Letras diferentes (A.B.C.D) indican diferencia
significativas con «=0.05

Tabla 3.1.b . Analisis proximal cn basc scca dc las muestras de
scemilla scca y germinado (crudas y cocidas) de E. amcericana
(s3/1 002 dc muestra)

fGerminado Crudo | 40.01+ 0.35" | 14.96+40.36
Germinado Cocido | 39.49+ 0.91" | 15.33+0.48" | 4.10+0.16° 371
Semilla Seca 30.34+ 0.88" | 16.40+0.47" | 14.62+0.29" | 5.35+0.23" 33.29
Cruda
Semilla Seca 41.93+ 1.36™ | 14.56+0.54" | 14.64+0.30" | 4.02+0.04" 24.95
Cocida

Los resultados son el promedio + Desviacién estandar de tres determinaciones. Los
carbohidratos se obtuvieron por diferencia. Letras diferentes (A.B,C.D) indican diferencia
significativas con «=0.05

TESIS CON 37
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3.2 FACTORES ANTINUTRICIONALES

Inhibidores de tripsina

La semilla seca de E. americana contiene una gran cantidad de inhibidores de
tripsina tal como se muestra en las tablas 3.2.a y 3.2.b, siendo . asi un valor muy
alto cuando se compara con la soya o frijol coman, representando un riesgo a ia
salud como factor antinutricional. Con la coccién disminuye significativamente el
contenido de inhibidores de tripsina; es sabido que brocesos‘ domésticos como'la
coccién dlsmmuyen el contenldo de los antenores lo cual ‘es comprensuble dado su
c:o del .94, 54 % en las semilias

naturaleza protelnlca. ocas onan Tuna dlsm

secas de E, ,amencana.

1981; Hatano, et. al»..'

La actividad . inhibitor

es considerada baja,
antinutricional, ‘aqui

se. o
coccién para reducir el co

americana.

Taninos

En las tablas 52oj3.2b se: muestran Ios resultados de las: determmacnones .de

factores antinutricionales reallzadas a Ias cuatro muestras de E.. amencana, semulla :

seca cruda y cocida, 'y semilla germmada cruda y. coctda Se observa que durante

la coccién ( y drenado) de la semllla seca hay una reduccuon en el contenldo de

taninos del 55%,. . R
Con la coccidn (y drenado) de la semilia germmada la redu‘ck:ién en el ‘contenido de
taninos es del 28%. ' S
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Los taninos son compuestos termoestables. sm embargo vanos trabalos realizados
en leguminosas y sus semillas muestran que med ante’ un’ ratamlento termlco con
I mlnuc n en el contemdo ’

calor himedo ( coccién normal o en autoclave) hay in:
de taninos, también indican que se encuentran presente en
(Sharma y Sehgal 1992; Gil 2000)

gua’de coccidn

contemdo de tanlnos durante Ia gemmacuén

menciond anter:ormente, ‘cataliza

oxidacién aeréblca de difenoles (Savelkoul e

Mediante la germmacnén posterlor coccnén g
endo en’ia emilla’ seca de E. amerlcana

una reduccnon en el contemdo de tanmos
del 80.81%. :

Lectinas .

En la tabla 3 2 as muestras

al |mento en

Se puede decir qu medlante a “occmn Y retlrobdel agua: de cocc an es posnble
disminuir el contemdo' tanto de»tanmos‘ como de |nh|b|dores"de trlpsma. sin

embargo con Ia germmacnon tamblen es p05|ble hacerlo Io que representa una gran
ventaja para el consumo de los anterlores. : : =
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‘Tabla 3.2.a. Factorcs antinutricionales dc . amcricana basc

humecda
Muestra Inhibidores De tripsina Taninos Lectinas *
‘'UTUmg de g taninos/ (Titulo)?
Muestra seca 100 g de muestra
Germinado crudo 0.32 +0.03° 0.008 + 0.001°
Germinado cocido ND 0.006+ 0.000°
Semilla seca cruda 71.604+2.09" 0.1 231 0.0027 )
Semilla seca cocida 2.01+ 0.107 0.028 + 0.000" 2

Tabla 3. 2.b. Factores antinutricionales de E. amcericana basc scca

Muestra Inhibidores De tripsina Taninos Lectinas *
UT/mg de g taninos/ (Titulo)®
Muestra seca 100 g de muestra
seca
Germinado crudo 1.18 + 0.08" 0.032 + 0.005° 3
Germinado cocido ND 0.023+ 0.001% 1
Semilla seca cruda 85.18 + 2.47" 0.143+ 0.001” 5
Semilla seca cocida 4.75 + 0.28% 0.064+ 0.000° 2

Para la tabla 3.2.a y 3.2.b los resultados son el promedio + Desviacién estandar

determinaciones. 1=UTI: inhibida,

unidad de tripsina

de tres

2 = Se utilizaron eritrocitos de

Hamster, 3= Titulo: méaxima dilucion en que se presenta aglutinacién. ND= no detectados

Letras diferentes (A.B,C.D) indican diferencia significativas con a=0.05
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3.3 DETERMINACION DE ALCALOIDES

En la tabla 3.3 se muestra el contenido de alcaloides obtenido para las muestras de
semilla seca y semilla germinada (crudas y cocidas). En la semilla seca hay una
reduccién en el contenido de alcaloides del 52.6 9% mediante la coccién y retiro del
agua de cocimiento, los alcaloides son compuestos termoestables V' fueron
eliminados en parte en el agua de cocciéon ; en el germlnado tambnen‘hay una gran
reducciéon de alcaloides por la misma razon, siendo del 71 5 % : :

Al comparar los resultados en base seca,;se Iér ‘de’- alcaloide

ligeramente mayor en el germinado, sin embargo te dlfer ncna slgmflcahva al
realizar el analisis estadistico con un nivel de sngnmcanr:la del 0.05 %, por lo que se
puede decir que no hay cambios en el contenido de alcaloides durante la

geminacion de la semilla seca de E. americana.

Tabla 3.3 Dcterminacion dc alcaloides dc 2. amcricana

Muestra alcaloide alcaloide
g /100 g de muestra 9 /100 g de muestra
seca ho d
Semilla seca 1.055 + 0.028 (2.670)* | 0.924+ 0.020 (2.220)

0.500 + 0.014 (2.800)" [0.217.+ 0.005 (2.757)"
Semilla seca cocida
Germinado 1.098 + 0.022 (2.003)" 0.280+ 0.007 (2.830)°

Germinado cocido 0.313 +0.013 (4.153)° 0.061+ 0.002 (4.239)°

Los resultados anteriores son el promedio + Desviacién estandar de tres determinaciones,
entre paréntesis su coeficiente de variacién. Letras diferentes (A,B,C.D) indican diferencia
significativas con a=0.05
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3.4 DETERMINACION DE AMINOACIDOS

Como se puede observar de las tablas 3.4.1 y 3.4.2 se tiene un buen perfil de
aminoacidos tanto en la semilla seca (cruda y cocida), como en la semilla
germinada (cruda y cocida), superando el patrén de la FAO (1985) en todos los
aminoacidos excepto en los aminoacidos azufrados los cuales fueron los limitantes

en todos los casos.

Tabla 3.4.1. Perfil de aminoacidos del germinado crudo y cocido
de E. americana

Aminoicid Germinado Crudo  Germinado Cocido
{g/16 g de N)

Aspartico 9.15 +1.09 7.99 x0.349
Serina 2.4840.33 2.86+ 0.27
Glutamico 9.07 +1.34 9.21 +0.10
Glicina 1.87+0 .11 2.23 +0.11
Histidina 1.58 +0.10 1.79+ 0.09
Arginina 3.92+0.12 4.59 +0.30
Treonina 2.40+ 0.02 2.81+ 0.23
Alanina 3.30x 0.36 3.63+ 0:14
Prolina 3.7540.29 4.42 +0.32
Cistina 0.47+ 0.10 0.48 +0.03
Tirosina 1.67+ 0.09 2.76+ 0.15
Valina 3.92+ 0.17 4.69+ 0.35
Metionina 0.87+ 0.04 1.00 x0.04
Lisina 5.15% 1.34 5.474 0.20
lsoleucina 3.21+ 0.07 3.97+ 0.17
Leucina 5.96+ 0.14 5.48 +0.33
Fenilalanina 1.00+ 0.23 0.75+ 0.00
Triptofano 2.73+0.02 2.63+0.09
Suma de a.a 27.28 30.14
indispensables

a.a Limitante Metionina + cistina Metionina + cistina
Cuenta quimica** 79.82 87.05

Donde n = 3, se representa el promedio y la desviacion estandar

**La cuenta quimica de cada aminoacido fue calculada usando como referencia las
necesidades de aminoacidos sugeridas por la FAO/WHO/UNU (1985) para adultos
(Tabla 3), y se expresa como (g aminodcido/16 g de N de la proteina de la
muestra/ g aminoacido/16 g de N de la proteina de referencia) X 100




Tabla 3.4.2. rerfil dec aminodcidos de la semilla cruda y cocida de
E. americana

Aminoéicido Semilla Seca Semilla Seca

Cruda Cocid

{(g/16 g de N)

Aspdartico 7.86+1.29 7.99 £0.33
Serina 2.4340.33 2.86+ 0.13
Glutamico 9.64 +0.22 10.9 4+0.39
Glicina 2.42+0 .30 2.13 +£0.20
Histidina 1.53 40.22 1.88x 0.14
Arginina 4.08+0.77 3.85+0.25
Treonina 3.63+ 0.70 2.53+ 0.16
Alanina 4.20+ 0.09 3.70+ 0.20
Prolina 3.75+0.22 3.85 £0.18
Cistina 0.30+ 0.05 0.32 +0.02
Tirosina 0.90+ 0.01 1.39+ 0.12
Valina 4.05+ 0.17 4.184 0.17
Metionina 0.75+ 0.07 0.74 +0.02
Lisina 6.26+ 0.15 6.10+ 0.30
Isoleucina 2.83+ 0.04 3.43+0.12
Leucina 5.55+ 0.01 6.49 +0.12
Fenilalanina 0.51+ 0.01 0.524 0.04
Triptofano 2.34+0.00 1.80+0.08
Suma de a.a 27.12 27.6
indispensables,
a.a Limitante Metionina + cistina Metionina + cistina
Cuenta quimica** 61.76 62.94

Donde n = 3, se representa el promedio y 1a desviacion estandar

**La cuenta quimica de cada aminoacido fue calculada usando como referencia las
necesidades de aminoacidos sugeridas por la FAQ/WHO/UNU (1985) para adultos
(Tabla 3). y se expresa como (g aminoacido/16 g de N de la proteina .de_.la
muestra/ g amingacido/16 g de N de la proteina de referencia) X 100. -
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3.5 ENSAYOS BIOLOGICOS

En la tabla 3.5.a y la grafica 1 se observa la diferencia en el incremento en
peso acumulado por las ratas alimentadas con las dietas experimentales y
control (caseina), hay una mayor ganancia en peso en la dieta control, es
seguida por la semilla seca cocida y finalmente por el germinado cocido.

Tabla.3.5.a Incremento en peso de las ratas alimentadas con las
difcrentes dictas

{(LIraanioss)
Dieta / Dla o {3 5 8 10 12 15 17 19 22
Caseina
(Promedio) (o] 3.8 12.93 {29.31 |40.90 {53.15 |64.66 |(73.90 |80.86 |90.76
(DE) 3.56 5.69 8.33 11.00 |23.99 |14.05 [14.93 {14.71 118.95
Semilla scca
cocida
(Promedio) o 4.46 11.25 | 19.56 |26.90 | 33.96 [47.61 {56.10 |59.78 |64.81
(DE) 17.42 |17.57 | 17.41 [18.491 19.9 21.68 |22.29 }23.48 |25.06
Semilla
germinada
cocida
(Prormedio) [} 0.95 6.87 16.81 122.86 |29.50 |39.41 [46.35 |51.10 |55.25
(DE) 2.62 0.86 2.71 1.97 2.67 7.55 8.76 9.22 9.09
l.os resultados son el promedio + DE. (n=6)
Grafica 1. Comparacion del Crecimiento de ratas
alimentadas con diferentes dietas a base de E. americana
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3.5.1. RELACION DE LA EFICIENCIA PROTEINICA (REP)

Las ratas alimentadas con la dieta de semilla seca cruda y la dieta de germinado
crudo ingirieron poca cantidad de alimento, con lo anterior fueron bajando de peso
y murieron entre el dia 12 y 15 del ensayo, por lo que el REP no fue posible
calcularlo para estas dietas. La muerte se asume debida a la alta concentraciéon de
alcaloides en la semilla seca y semilla germinada con que se prepararon las dietas
(Derache, 1990)

REP corregido para la semilla seca cocida fue de 1.75, mayor que para la semilla
germinada cocida que fue de 1.56 (Tabla 3.5.1) los valores para ambos sugieren
que la calidad proteica es buena, aunque presentan un bajo contenido de
aminoacidos azufrados. Se deduce que de las dos dietas la semilla seca cocida es
la que mejor utilizan las ratas para su desarrollo y mantenimiento, es decir
proporcionan una proteina. mas eficiente; quizds debido a que el contenido de

aminoacidos azufrados es mayor en ésta.

Existen trabajos previos donde reportan un REP de 2.3 con una dieta a base de
semilla seca destoxificada (Sotelo, et. al., 1993), donde muestra que .E: americana
tiene una buena calidad proteinica. Probablemente el tratamiento férmico influyd
en |a utilizacién de algunos aminoacidos, por lo que se obtuvo un REP mas bajo.

Tabla 3.5.1Rcsultados de L.a Relacion de Eficiencia Protcica ¢n ta
scmilla scca y semilla germinada (cocidas) de E. americana

Muestra REP REP ajustado
Control (caseina) 4.0 + 0.26" 2.5
Semilla seca cocida 2.87 + O. 43“ 1.75 + 0.26
Semilla Germinada cocida 2.48 + 0.2 1.51 + 0.17
Los resultados anteriores son el promedio + Desvnacubn estandar (n=6), Letras diferentes
(A.B.C)) indican diferencia significativas con a=0 05
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3. 5.2 DIGESTIBILIDAD

De la tabla 3.5.2 se observan los valores de digestibilidad aparente para la semilla
seca y germinado cocidos, para las muestras crudas no se determinaron porque,
como ya se menciond los animales murieron. La digestibilidad para el germinado
cocido fue muy buena, de hecho no se encontré diferencia significativa («=0.05) con
la dieta control de caseina, es 'dgcif ‘los aminoacidos de la proteina estan
disponibles para ser absorbidos por el organismo de las ratas. La digestibilidad
para la semilla seca cocida fue mehor, lo que indica una digestibilidad baja al

compararse el su control.

Es sabido el efecto positivo de la coccidn y la germinacién sobre la digestibilidad,
durante la coccién se inactivan algunos factores antinutricionales de naturaleza
termolabil (lectinas e inhibidores de tripsina), con la germinacién algunos factores
antinutricionales (inhibidores de proteasas, polifenoles, etc.) son catabolizados con
lo que se deja a las proteinas mas accesibles a la accién enzimaética (Kataria, et al.
1992, Mulimani and Vadiraj 1993; Salvelkoul, et al 1992), con lo que se explica la
mayor digestibilidad de! germinado cocido sobre la semilla cocida, aunado a un
mayor contrenido de fibra en la semilla seca cocida (5.39% de fibra en la semilla
seca cocida y 3.3 % en la semilla germinada cocida) (Tabla 1.ay tabla 5)

Tabla 3.5.2Digestibilidad aparcnte de las mucstras dc E. americana

Dieta Digestibilidad +desviacifn coeficiente
aparente estandar de
promedio(%%) variacién

(%)
Caseina o control 92.83" 1.016 1.093
Semilla Germinada cocida 87 .19" 1.519 1.743
Semilla seca cocida 71.92° 2.56 3.57

Letras diferentes (A.B) indican diferencia significativas con a=0.05
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La harina de Ia semllla seca cruda y Ia semlHa germmada cruda de E americana
tienen " un’ alto porcentaje de protema J'mayor - al “de- muchas . leguminosas
comestibles. .

El contemdo de |nh|b|dores del trlpsma es muy alto en la semilia seca, y dlsmmuye
con la gerrnmacuon y con ta’ coccuon ( y drenado) El contenido de taninos también
disminuye con la coccidén y drenado. asi como con la germinacién (con eliminacién
de la testa prmcupalmente) Se encuentra un titulo bajo de lectinas en la. semilla
seca cruda, el cual’ dlsmmuye lcgeramente con la germinacion y con Ia coccidén (y
drenado).

Mediante la coccién y eliminacién del agua de coccién el contenido de alcaloides se
ve disminuido tanto en la semilla seca como en la semilla germinada.

Los aminoacidos limitantes en las semillas secas(cruda y: serhillas

germinadas (crudas 'y cocidas) fueron los azufrados. snendo mayor su cah u:acnon
quimica en |la semilla germinada cocida. g :

Se obtiene una eficiencia proteinica mayor en la: semllla seca comda que en ta

semilla germinada cocida; aunque - existe:’ una rnenor dlgestnb hdad de ~los

aminodacidos en la semilla seca cocida.

La semilla seca cocida y semilla germinada cocida’ tienen una buena calidad
nutricia. :

67




IR LI NI LA N

Aunque la cantidad de alcaloides disminuyé significativamente mediante la cocciony
drenado, restaria hacer un estudio DOSIS-DEPENDIENTE para observar el efecto
de los alcaloides residuales después del tratamiento térmico y drenado, y de esta

manera saber si pueden o no ser consumidos (por animales) como fuente de
proteina.
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