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INTRODUCCION

México, por su localizacion, presenta una gran diversidad de chmas y suelos
como son las zonas selvaticas de la regién sureste del pals, las zonas desérticas en
Chihuahua y Sonora, y las regiones altas y frias de la cadena volcanica, por ende posee
una flora muy variada y abundante Las leguminosas son la segunda familia de plantas
mas extensa con la que cuenta México, representada por 135 géneros y 1724 especies,
siendo 896 de estas especies endémicas del pals La familia se encuentra distribuida en
todo el pals y en todo tipo de habitats. concentrandose mas en las zonas tropicales (1)

De toda esta fiora sélo una pequefa parte se cultiva y se aprovecha, como son
todas las legumunosas tradicionales Sin embargo, existen muchos recursos naturales que
se encuentran en forma silvestre a los cuales se les da escasa o nula utilizacidn Las
zonas andas y semiaridas son un ejempio de lo anterior, en donde, en general se observa
un bajo nivel de wida por la baja productividad de! sector agropecuario, representando |a
actividad ganadera una ocupacidn importante para la poblacion rural

Las leguminosas por su alto contenido de proteina (17-25 %), ademas de que son

buena fuente de carbohidratos asimilables, wvitaminas y mineraies se consideran un

alimento importante para el consumo humano y animal, ya que no solo es importante su
gran cantidad de proteina, sino la calidad de éstas. que aunque no se puedan comparar

con las proteinas animales, al consumirse jJunto con cereales resuitan una buena fuente
alternativa en la alimentacidn Sin embargo, su utilizaciOn se ve limitada ya que

generalmente contienen sustancias téxicas y factores antinutncionales que en algunos

casos pueden ser eliminados o disminuidos mediante procesos como la coccion y la
germinaciéon

Por ello, se pretende dar a conocer el valor nutntivo de !a semilla de

Styphnolobium burseroides, leguminosa silvestre del Vaile de Tehuacan, Puebla. Mediante
su analisis quimico y toxicologico, se podra determinar si es posible su uso en la
alimentacion ya sea animal o en el mejor de los casos en la aimentacion humana
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OBJETIVO

Conocer la composicidn quimica, téxicos y valor nutritivo de las semillas de

Styphnolobium burservides para su posible uso en la alimentacién animal en primera
instancia.



GENERALIDADES

Las teguminosas estan incluidas dentro de la familia Leguminosae. Esta famila
esta considerada como la mas importante econdémicamente, ya que provee de importantes
recursos como. alimento, colorantes, gomas, resinas, insecticidas, entre otros; ademas de

su importancia para la agricuitura, ya que muchas especies dentro de esta familia

contribuyen en el proceso de fijacién de nitrdgeno del suelo en simbiosis con Rhizobium. (2
Las Leguminosae estan distnibuidas en todo el mundo y comprenden 560-670

géneros, representados por 12000-17000 especies (3)

La familia estd comprendida por 3 subfamilias Caesalpinioideae, Mimosideae y

Papilionoideae. De las 3 subfamibas la Papilionoideae es la mas grande y comprende 32
tribus comparadas con 5 de las Caesalpimioideae y 5 de las Mimosoideae Este grupo

incluye todos Ios granos de legummosas econdmicamente importantes, incluyendo

ademas de los mencionados anteriormente semillas oleaginosas (4;
Las legurminosas difieren de otros vegetales ahmenticios en que. gracias a las
nitréogeno

bacterias s:mbidticas de los noédulos, tienen la proptedad de obtener el

combinado en forrma de amonto (NHa+) e incorporario a los demas alimentos nutricios,
tormandolo de la provisién de nitrédgeno libre de la atmosfera Esto hace que estas plantas
puedan sintetizar con cierta faciidad proteinas, lo que las convierte en una buena fuente
de este nutriente

En general, en cuanto a su composicidn quimica, las semillas de las leguminosas
son una rica fuente de proteinas En su mayor parte estan compuestas por globulinas
(80%), pero también por albuminas (8-10%) y son deficientes en amincacidos azufrados y
triptofano, sin embargo son ricos en hisina

Contienen del 57-85 % de carbohidratos (principalmente almidén) que se absorbe

y utiliza bien, sin embargo, también contienen hemicelulosa, celulosa, lighina y

pentosanos, los cuales no pueden ser digeridos por el sistema digestive humano, aunque

s por ios rumiantes.



El contenido de grasa de la mayoria de las leguminosas es alrededor del 2 %, a
excepcidn del cacahuate y soya que tienen alrededor del 40 %, sin embargo, las grasas
que aportan las leguminosas son ricas en acidos grasos indispensables

Las cemizas en las leguminosas varian de 2.5-4.2 %, con cantidades bastante
altas de K, P, Ca, Mgy Fe

También son fuente de vitaminas

La composicidn quimica de las semillas de las leguminosas va a depender de los
recursos especificos de su ambiente y de !a capacidad de la planta para utihzar estos
recursos. Asj, va a variar su composicion de acuerdo a la época del afio en la que se
recolecte, al tipo de suelo, @ el uso de fertitizantes, a la vanedad, a la fase de desarrolio en

la que se encuentre, entre otros . (s)

DESCRIPCION BOTANICA DE LA LEGUMINOSA EN ESTUDIO

Nombre cientifico: Styphnolobium burseroides

Nombre comuan: Haba de monte, haba cimarrona

Familia: Leguminosae

Subfamilia: Papilionoideae

Tribu: Sophoreae

Caracteristicas: Arboles 4 -10 m de alto, hojas con 15 a 21 foliolos ovados a

anchamente elipticos, de 1.4 - 2.2 cm de largo por 0.7-1.2 cm
de ancho. Flores de 1.4-1.5 cm de largo, de color rosa,
dispuestas en cortos racimos axilares. Legumbre indehiscente,
torulosa, lisa en el margen vexilar, rugosa en el resto, de 4-10.5
cm de largo por 1.6-1.7 cm de ancho, con 1-3 semillas. Semillas




Distribucion:

Propagacion:

de 2.3-2.5 cm de largo por 1.4 cm de ancho de color olivaceo
oscuro. Florece entre marzo y junio y fructifica entre junio y
marzo

Arbol endérmico del Valle de Tehuacan en Oaxaca y Puebla, as!
como en la cuenca alta del Rio Atoyac Habita en el bosgue
tropical caducifolio y en matorrales xerdfilos sobre suelos negros
de origen calizo entre los 1500-2020 msnm.(s)

Se pueden colectar semilas de esta planta durante los meses
de noviembre a marzo, antes que el ganado consuma las que
caen del arbol No se conocen datos acerca de su germinacion y
desarrollo posterior. Es importante el estudio de esta especie
debido a que sus poblaciones se encuentran dispersas en el
area de distribucidn y contienen pocos individuos o que las
hace vulnerables a los cambios en el uso del suelo que se dan

en la region

SEMILLAS COLECTADAS Y ESTUDIADAS

Descripcion:

Otros datos:

Arbol de 6 m de altura, corteza escamosa, exfoliante, de color
gris, follaje verde intenso, caduco durante la estacion seca,
frutos verdes con abundante jugo azucarado, lisos,
pubescentes. Al secarse los frutos (de manera natural) el
exocarpo se torna amarillento y rugoso

Los arboles se localizan en grupos dispersos entre si, cada
grupo con 2 a 10 individuos en un area de 0.5 Ha.
aproximadamente, por io que en ocasiones el arbol parece ser
abundante de manera local, sin embargo las poblaciones se
encuentran distantes entre si. lLos Aarboles producen una



cantidad variable de frutos, al parecer esto tiene que ver con el
éxito en ia polinizacidn y con la precipitacion pluwvial en la
localidad durante el tiempo de maduracién de los frutos, se han
observado arboles con unos 120 frutos y otros individuos que
sélo tienen unos 10 o 20 frutos

El género Styphnolobwm, hasta el momento, cuenta con nueve especies
conocidas, de las cuales ocho se encuentran en Ameérica y una en el sureste de Asia En
México se encuentran cinco especies, en el sur de Estados Unidos una y en America
Central tres. Sus especies tienden a ser endémicos restringidos que habitan en climas
templados a calidos y de subdesérticos a humedos (1)

Todas las especies son morfoldogicamente muy diferentes entre si y se dan,
también, en climas muy diferentes Hasta el momento solo se ha estudiado la especie
asiatica Styphnolobium japomicum, en la cual se han encontrado algunos compuestos de
interés, como son alcaloides (stizolamina). aminocacidos no protelnicos  (v-
metilenglutamina, acido 2 amino-4 metsipentadienoico, los cuales se han encontrado en
hojas, raiz y plantula), algunos terpenoides (azukisaponina), entre otras (7)

En cuanto a nédulos bacternianos Styphnolobiurn japonicum es ta dnica especie de
este género que se ha estudiado en busca de ndédulos, siendo negativo el reporte, sin
embargo es probable que las especies no estudiadas si contengan nodulos ya que otros
géneros relacionados de la tribu Sophoreae a 1a que pertenece Styphnolobium contienen
nédulos en las raices.®

Dentro de los factores que hay que evaluar para determinar la cahdad nutnitiva de
la leguminosa en estudio, estan: la composiciéon proximal, composicion de aminoacidos,
digestibilidad, toxicos y factores antinutricionales presentes

* Datos proporci por ¢l Bislogo José Luis Contreras Jiménez
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COMPOSICION PROXIMAL
El analisis proximal o sistema analitico Weende fue desarrollado en
Alemania hace mas de cien aftos y con é] es posible la determinacion de los componentes
principales de los alimentos
El| analisis proximal incluye las determinaciones de humedad, cenizas, proteina
cruda, grasa cruda, fibra cruda y carbohidratos asimilables por diferencia (8) Resulta de
importancia, ya que con los datos obtenidos podemos saber hacia donde dingir un estudio
posterior

Humedad

Todos los alimentos contienen agua, la cual varia en los alimentos naturales entre
60-95%. Existen dos formas generales en las que se encuentra el agua en los alimentos
el agua libre y el agua ligada ta pnmera, es la forma predominante (constituye
aproximadamente el 95 %) y se libera con gran faciidad, siendoc la que se determina con
los diferentes meétodos existentes para la determinacidn de humedad E| agua ligada se
encuentra en los alimentos como agua fuertemente unida o adsorbida a las proteinas y a
las distintas moléculas polares que componen el alimento (constituye aproximadamente el
5%), siendo muy dificil su determinacion

El método a usar, asi como la temperatura a emplear dependen del matenal a
secar, ya que todos los alimentos tienen una composicion diferente y el agua puede
encontrarse de diferentes maneras, ya sea. adsorbida, ocluida o retenida quimicamente,
encontradndose con barreras fisicas que obstaculicen © impidan su difusidn También
puede presentar algunos componentes que se descompongan con reiativa faciidad o
material voiatil que se desprenda junto con el agua. De ahi la importancia en la eleccion
del método y temperatura adecuados

La mayoria de ios métodos empleados para la determinacidén de humedad en
alimentos se basa en la pérdida de peso por calentamiento



El contenido de humedad de los alimentos es de gran importancia por aspectos
econdmicos, de conservacion y nutricionales (9)

Es indispensable conocer 1a humedad de la muestra para darle un valor real a la
cantidad de otros componentes

Cenizas.

La ceniza es el residuo inorganico que procede de la incineracion de la materia
organica Se determina con el propdsito de analizar el mineral, de definir en cantidad |la
materia organica y el total de nutnmentos digeribles y para sefatar la presencia de
adulterantes minerales

Los minerales son importantes, ya que intervienen en diferentes ciclos
metabdlicos del organismo, estando relacionados a nivel celular, principalmente, con la
actividad bioldgica de las enzimas ()

Fibra.

La fibra esta constituida por carbohidratos estructurales tales como ia celulosa,
hemicelulosa, lignina y pentosanos, las cuales forman parte de la pared celular de todos
los vegetales. El hombre no puede aprovechar nutricionalmente |a fuente de energla que
representan estos carbohidratos, debido a que los monogastricos no tienen, en su aparato
digestivo, las enzimas necesarias para su digestion, en cambio, los rumiantes poseen un
sistema bacteriano y enzimatico para degradar la celulosa, principalmente

La extraccién de fibra cruda, por digestién con acido y alcall, es la forma mas facil
de digerir los nutrimentos contenidos en los alimentos. (9.10)



Proteina.
Las protelnas se encuentran distribuidas tanto en el reino animal como en el

vegatal, siendo de gran imponancia en la dieta del hombre, ya que las proteinas forman
parte de todas las células que conforman los tejidos del cuerpo y en donde realizan

diferentes funciones
La protelna cruda de los alimentos se calcula en base al nitrogéno total, que

comunmente es determinado por el método de Kjeldahl
Las protelnas cambian de acuerdo al! producto, debiéndose considerar la
cantidad, cahdad ( contenido de aminoacidos indispensables) y digestibiidad Las
protelnas son lo suficientemente constantes dentro de una ciase para hacer factible el uso
de factores de conversion
El! factor que se usa para convertir a proteina el nitrogeno de la mayoria de las

plantas es de 625 Este valor surge de la observacién de que un buen numero de

proteinas tienen un contenido de rnitrégeno de! 16 % Ei contenido en nitrédgeno de una
proteina varia de acuerdo al peso molecular de ésta y a la proporcion de los aminocacidos
presentes, es decir, a mayor contenido de amincacidos basicos, mayor contenido de
nitrégeno y, por lo tanto, menor el factor de convers:on (9.10)

En la siguiente tabla pueden observarse algunos factores de conversidn para

algunas leguminosas, propuestos por Jones (11)

Factor de conversion

Nombre cientifico Nombre comun

Phaseolus vulgans frijol comun 6 25
Vicia faba haba 625
Arachis hypogea cacahuate 546
Lens culinarns lenteja 625
Pisum sativum chicharo 6.25
Glycine max soya 5.71




Grasa.

La cantidad de grasa se determina mediante su extraccion con disolventes. Las
extracciones sobre productos alimenticios pueden hacerse con éter etihco o éter de
petroleo.

E! matenal soluble en éter Incluye una gran varnedad de compuestos Organicos.:
Acidos grasos, vitaminas Liposolubles o provitaminas como los carotenoides, esteroles y
ceras. Los lipidos se encuentran distribuidos tanto en el reino animal como vegetai
Intervienen en importantes funciones biologicas del organismo y proveen de los acidos

grasos indispensables ( hinoleico y hnolénico) (9.10)

CONTENIDO DE AMINOACIDOS

El organismo humano no tiene la capacidad de fijar nitrégeno, por lo que se
requiere de otras fuentes que sl puedan incorporar este elemento y sintetizar directamente
los aminocacidos que el organismo debe recibir para cubrir sus necesidades

Existen mas de 100 amincacidos que se encuentran en forma libre o combinada,
pero solamente son veinte los amincacidos que forman parte de la base estructural de las
protelnas y ocho son nutricionalmente indispensables para el organismo humano, ya que
éste no es capaz de sintetizarlos en las cantidades requerdas y, por lo tanto, deben
proveerse en la dieta Estos son fenilalanmna, lisina, 1soleucina. feucina, tniptofano, valina,
metionina y treonina. El resto de los amincacidos pueden sintetizarse en los tejidos del
hombre a partir de los aminocacidos indispensables o de otras fuentes nitrogenadas. (12)

La funcidn de jos aminoacidos son: formacion de proteinas y polipéptidos,
formacién de moléculas con funciones especificas, entre otros, mientras que Ilos
aminoacidos no proteinicos actan como importantes precursores de otras moléculas o
como intermediarios en el metabolismo humano

£l valor biolégico o cahidad nutritiva de toda proteina depende de su composicién
en aminodcidos indispensables y de su digestibihdad

Todos los aminoacidos indispensables deben estar presentes y, para una
eficiencia ptima, deben encontrarse en las proporciones adecuadas
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En la actualidad, algunos aminocacidos nutncionalmente importantes ademas de
usarse como suplemento alimenticio se han probado como agentes terapéuticos o
farmacoldgicos y otros como saborizantes o aromatizantes. (9.10.13)

FACTORES TOXICOS Y ANTINUTRICIONALES PRESENTES EN LEGUMINOSAS

Uno de los problemas que presentan las leguminosas y que hmitan su consumo
es la presencia de factores 16xicos y antinutricionales. Dentro de los factores tédxicos que
se encuentran comunmente en fuentes vegetales, estan: los glucosidos cianogénicos,
saponinas, alcaloides, factores bociogénicos, factores que producen latinsmo,
amincacidos raros, factores anticoagulantes, y dentro de los factores antnutricionales
comunmente encontrados estan: hemaglutininas, inhibidores de tripsina, y otros
inhibidores de enzimas. (14)

En este trabajo se determinaron los sigutentes compuestos toxicos y factores
antinutricionales, por ser los que se encuentran con mayor frecuencia en el reino vegetal y
principalmente en las leguminosas. Estos son’

Factores antinutricionales. hemagiutininas e inhibidores de tripsina
Factores téxicos: giucdsidos cianogénicos, saponinas y alcaloides.

FACTORES ANTINUTRICIONALES
Hemaglutininas.

En muchas leguminosas y en otras plantas, existen protefnas capaces de
aglutinar los gldbulos rojos de diferentes animales, a estas sustancias se les da el nombre
de fitohemaglutininas o lectinas.

La caracteristica comuan de las lectinas es gque todas son protelnas, algunas
presentan uniones con azucares (glicoproteinas) y otras contienen grupos sulfhidrilos.
Poseen una actividad especifica para ciertas moléculas de azucar, asl la actividad
hemaglutinante se debe a una reaccién entre las lectinas con ciertos grupos receptores
situados en la superficie de las membranas de los glébulos rojos. (15,16)
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Para que se presente toxicidad por lectinas, es necesario que éstas al ser

administradas por via oral, resistan la digestion, y que ademas presenten especificidad

hacia las células del tracto gastrointestinal Esto es, que se combtnen con grupos

receptores en la superficte de las células de la mucosa,
reduccion en la absorcidn de nutrientes, {0 que causa retardo en el desarrollo Se puede
presentar dafio a este nivel con formacion de edema, inflamacién y necrosis, provocando,

trayendo como consecuencia la

en ocasiones, hasta !a muerte
Como proteinas, las lectinas son termolabiles y generalmente su efecto toxico

puede ser destruido por tratamiento térmico
Se cree que la funcién de las lectinas dentro de |la planta es que actuan como

proteinas de reconocimiento, ésto es: como anticuerpos, defendiendo a la planta contra

bacterias patdgenas y actuando también como agentes de umdn con bacterias

simbidticas. (17.18)

Inhibidores de tripsina
Los inhibidores de tripsina son sustancias que tienen la habilidad de inhibir la

actividad proteolitica de ciertas enzimas. Los inhibidores de tripsina son probablemente los
mas amphamente distribuidos en el reino vegetal y particularmente en las leguminosas,
encontrandose que la semilla es la parte de la planta que concentra |a mayor cantidad de
inhibidores. Este tipo de inhibidores interfieren con la digestion normal de las proteinas, ya
que bloquean la accion de la tripsina, la cual es una enzima proteclitica que se libera del
pancreas al intestino en el hombre y animales superiores

El mecanismo de inhibicidn consiste en la competencia entre proteina e inhibidor
por los sitios activos de la enzima, siendo rmas favorable la umén enzima-inhibidor por ta
formacion de complejos mas fuertes y estables

Aunque los inhibidores son resistentes a la protedlisis en la interaccidn puede

ocurrir 1a ruptura de algunos enlaces peptidicos. (19)



Su efecto tdxico, se ha visto en animales de experimentaci®n que han sido
tratados con extractos purificados de inhibidores de tripsina, a los cuales han provocado
hipertrofia pancreatica, inhibicién en el crecimiento y aumento en la secrecion de enzimas
pan'creancas. 20)

La mayoria de los inhibidores de tripsina en las leguminoisas pueden ser
destruidas mediante el tratamiento térmico con Io que se logra mejorar el valor nutritivo de
ia proteina.

La presencia de inhibidores de proteasas en las plantas, se dice sirven como un
mecanismo de defensa contra organtsmos invasores, favorecen el catabolismo de las
proteinas durante la germinacién y previenen la degradacién de las protelnas de reserva

durante la maduracion de la semilla (15)

FACTORES TOXICOS
Glucdsidos cianogénicos.

El HCN se encuentra ampliamente distribuido en el reino vegetal, principalmente
en la forma de glucdsidos cianogénicos. Estos compuestos producen HCN por tratamiento
con un acido o con enzimas hidroliticas especificas. Estos glucosidos pueden contener en
su molécula un monosacarido, generalmente glucosa o disacaridos como gentobiosa. (15)

Se ha visto que solamente cuatro glucdsidos cianogénicos son de importancia
practica con respecto a la toxicidad en humanos por plantas comestibles y son:
amigdalina, durrina, lotocaustralina y linamarina.

La liberacion espontanea de HCN en la planta depende de la presencia de la
enzima especifica beta-glucosidasa y agua, las enzimas se encuentran extracelulares y
actuan solamente después de |la ruptura del tejido.

La toxicidad de los glucédsidos cianogénicos, se debe propiamente a la toxicidad
del HCN generado que es un potente inhibidor respiratorio, ya que el cianuro tiene una
fuerte afinidad por la enzima citocromo oxidasa presente en la cadena respiratoria terminal
de organismos aerobios. El cianuro ingerido es rapidamente absorbido por la pared del



tracto gastrointestinal, pasa facilmente a través de la piel
rapidamente absorbido por los pulmones.

y en forma gaseosa es

La dosis letal minima de HCN para un individuo cuando se ingiere por via oral, se

ha estimado entre 0.5-3.5 mg /Kg de peso, una dosis mayor puede causar la muerte en
pOCOS MinuUtos. (21)

Saponinas.

Son glucésidos en los cuales una cadena de azucares esta unida a una aglicona
o sapogenina. La aglicona o sapogenina puede ser alcohol o fenol

Las saponinas se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal (en
hojas, tallos y flores)

Las caracteristicas mas importantes de estos compuestos son. sabor amargo,
forman espuma en soluciones acuosas, hemolizan eritrocitos, son mMuy toxicos para los
peces y anfibios y forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroides.

La membrana celular de los entrocitos esta constitulda por estercles, fosfoiipidos
y proteinas. Se ha atribuldo que el punto de atagque en la hemdlisis con saponinas es el
colesterol de la membrana de los entrocitos con el cual Interactua, cambiando
drasticamente la permeabilidad de Ia membrana y provocando finaimente la ruptura de la
membrana con una pérdida inmediata del contenido celular.

Schmidt-Thome, estudiando esta reaccidn encontraron que se necesita una
minima cantidad de saponinas que rodeen a ja membrana para que se produzca la
hemdlisis.

La velocidad de hemohsis varla marcadamente con diferentes saponinas. A su
vez con una saponina dada la velocidad de reaccion sera diferente dependiendo de la
clase de eritrocito a probar.

De acuerdo con lo anterior, el que una saponina sea incapaz de hemolizar,
implicara que carece o tiene menos afinidad por el colesterol. (15)



En cuanto al contenido de saponinas en ciertos productos alimenticios, el estatus
del Merck Index (1976) indica que practicamente las saponinas no son toxicas para el

hombre por ingestién oral. (22)
Por otro lado, algunos autores si reportan cierta toxicidad oral de algunas

saponinas, como se puede observar en la siguiente tabla

Toxicidad oral de algunas saponinas
Fuente de saporuna Animal Dosis Dosificacion Referencia
Sapindus sapindus Raton DL 2000 (Spector. 1956)

Ratoén DL 1000 {Spector, 1956)

Ratén DUso S0 (Vogel & Marek, 1962)
Agrosthema grthago Conejo DL S56-52 (Spector. 1956)
(common com cockie) Perro oL 2025 (Spector, 19586)
Saponana vaccana Raton DLso o960 (Abubakirov et al. 1960D)
Aesculus hippocastanum
{(horse chesnut) Rata DtLso SO (Abubakirov et. al. 1960)
Hedera helix (rvy) Rata DlLsc 100 (Abubakirov et. ai 1960)
Gypsophila paniculata Rata DUlso 0 (Vogel & Marek, 1962)
Cyciamen europaeum Rata DLso 160 (Voge! & Marek, 1962)
Digttalis purpurea Rata Dtso S0 (Vogel & Marek, 1962)
({fox gtove) Raton [>1} <0 {Spector_1966)

Versién condensada de datos recopilados por George (23)
Las dosis letales varian de 25 a 3000 mg/ Kg de peso corporal. Las saponinas
normalmente crean lesiones gastrointestinales, y si pasan a la corriente sanguinea pueden

hemolizar las células de ios gldbulos rojos, producir fallas en la respiracién, convulsiones y

coma. (23)
Se ha observado que las saponinas de alfalfa y soya inhiben a ciertas enzimas,

como : la u quimotripsina, las proteasas de Triboliu y la colinesterasa, asi como las
enzimas concernientes al ciclo del acido citrico. la inhibicidn es no especifica y se ve

suprimida por la presencia de cualquier otra sustancia proteinica. (24)
Se ha sugerido que la presencia de saponinas en las plantas es un mecanismo de
crecimiento de ciertos MICroorganismos y protazoarios

defensa, ya que inhiben el



patdgenos. También se ha considerado Qque las saponinas pudieran ser material de
reserva.

Alcaloides.

Son compuestos de estructura compleja que contienen nitrégeno. Se encuentran
distribuidos en diversas familias de plantas en forma de acidos organicos. también se

encuentran en forma de glucosidos de la ramnosa, galactosa y glucosa, otras estan en
forma de ésteres de acidos organicos

La clasificacidn de los alcaloides en funcidn a su estructura, es la siguiente

Derivados de la ornitina y lisina pirrohdinas, piperidinas, pindinas, indohzidinas,

quinozilidinas, tropanos
pindinas
isoquinoteina

Derivados dei acido nicotinico
Derivados de la fenlalanina y
tirosina

Derivados del triptofano

Derivados de la histidina

Alcaloides terpénicos {y esteroidicos)
Alcaloides diversos

indotes, quinoleinas
imidazoies

punnas, macrocicios, etc

Los alcaloides forman un grupo mMuy heterogéneo de accidn farmacoldgica
potente en fos animales

No todos los alcaloides poseen la misma toxicidad, ni su efecto toxico es el

mismo en todos elios; asi, encontramos alcaloides neurotdxicos, hepatotédxicos,

teratogénicos, cardiotdxicos, entre otros. Su accidn, en general, sobre los humanos se da
sSobre el sistema nervioso y el endocrino, siendo su accidn, principalmente sobre el
sistema nervioso.

Su funcidn en la planta, se ha considerado es que los alcaloides son productos

terminales dei metabolismo del nitrbgeno, como proteccidn contra atagues de tnsectos y
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herbivoros, asl también se ha sugerido que algunos intervienen estimulando y regulando
actividades como el desarrolio, metabolismo y reproduccion de la planta, como agéentes
destoxificantes

Los alcaloides son sintetizados a partir de los amincacidos y su degradacién
bioldgica da lugar a aminocactdos raros (25.26)

DIGESTIBILIDAD EN LOS RUMIANTES

E1 aparato digestivo de los rumiantes es muy diferente al de los monogastricos,
por 1o que sus requenmientos alimenticios también son diferentes

Los tepndos de las plantas contienen un 75% de carbohidratos, prnincipalmente
peolisacandos celulosa, pectinas, hemicelulosa, fructosanos y almidones, siendo la
celuiosa la que se encuentra en mayor abundancia Los rumiantes, tienen la capacidad de
aprovechar la celulosa como fuente de energia. ya que han desarrollado la capacidad de
producit enzimas en el tracto digestivo capaces de hidrolizar los enlaces de la celulosa

El estomago de los rumiantes esta dividido en 4 comparnimentos reticulo,

rumen, omaso y abomaso, y cada uno tene una funcion diferente en el proceso de
digestion. En el rumen se desarrolla ia mayor actividad microbiana, aqui es en donde se
encuentran todos 10s Microorganismos que intervienen en el proceso de digesthon y que
permiten utihzar la celulosa, el reticulo permite la regurgitacién Aunqgque la funcion del
omaso no ha sido claramente defimida, se dice que ayuda a reducr el tamafio de particuia
del allmento, absorbe también algunos elementos, el abomaso tiene funciones similares a
las del estdomago de los monogastricos, como es la secrecion de HCl y enzimas

Debido al proceso de digestién de los rumiantes, éstos requieren de gran cantidad
de energia, por lo que los carbohidratos son un compeonente Muy importante en su dieta
Todos los carbohidratos son metabolizados por los microorganismos del rumen a
compuestos mas sencillos {pentosas, hexosas, disacandos, etc)

En cuanto a las proteinas, éstas son degradadas en un alto porcentaje por los
microorganismos del rumen, los aminoacidos son poco afectados, ya que los

microorganismos del rumen no tienen el sistema enzimatico apropiado para utilhizar el
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carbono de los aminoacidos, prefieren utilizar el de la glucosa. Sin embargo del 40-80 %
de la proteina ingerida puede ser convertida a proteina microbiana, aunque no es la unica
forma en la que es sintetizada la proteina microbiana.

Los lipidos ingeridos sufren transformaciones importantes por tos
microorganismos del rumen, tales como. hidrélisis de ésteres de acidos grasos,
hidrogenacion de lipidos, produccion de isomeros trans de Acidos grasos

Los minerales en la dieta son muy importantes, ya que mantienen funciones
fisioldgicas como el pH, actuan como amortiguadores, el Na y K mantienen el potencial
redox y una presion osmotica adecuada, algunos minerales intervienen en el desarrolio y
actividad metabdlica de |a poblacidon del rumen El Ca, K, Mg y C! entre otros, estimulan a
los microorganismos para una mayor digestion de la celulosa. (27)
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PARTE EXPERIMENTAL.

Para este estudio se utiizd et truto seco maduro y el fruto en madurez fisioldgica
(fruto maduro con alta humedad)?! de la lequminosa sivestre Styphnolobium burseroides,
colectadas y proporcionadas por José Luis Contreras Jimeénez, Investigador de! Herbario
de la Beneménta Universidad Autdnoma de Puebla (HUAP) El lugar de la colecta fuea 5

Km al norte de San Miguel Atlapulco, por el carmino El Aguacate-Huehuetlan, Municipio de
Santo Domingo Huehuetlan, Puebla. Lattud 18° 49" 977

. Longitud 98° 10" 517", Altitud
1860 msnm

PREPARACION DE LA MUESTRA

1.- Para su estudio, ios frutos en madurez fisioldégica fueron secados a 50-55° C, ésto con

el objeto de no destruir los téxicos termolabiles presentes

2.- Se separd la vaina de la semilla de ambos frutos y se pesaron

3.- Se realizé una molienda fina, soclamente de fa semilla, en un molino Thomas Wiley, con

malla de 1 mm de diametro La vaina, por sus caracteristicas mucilaginosas, no se logrd
oler, ya que el molino con el que se cuenta en el laboratorno no lo permutid, por lo que se

cond en trozos pequenfos

4.- El estudio incluyé el fruto integro (vaina con semillas) unicamente para la prueba de

digestibiidad rurminal “in vitro™, todas ias determinaciones a

separado y azucares reductores y no reductores solo a 1a vaina
5.- Anailisis

la semilla y vaina por

1 1 Biologe Jos¢ 1atis Contraras Jimanes al proporcionames los frutos o otudiar, nos informe del grado de madures,
(sin ambargo, no apevitica womo daaminé <l grado de madures ni indica los dias de dearrollo o ¢l que se
encantraba ¢l fruto), asi como Jos datos ¥ caragteriticas de 1o colaevta

Fruto seoo: Aquel que terminog todo su ciclo de desarrollo an fa planta. incluyvando desezacion natural.
Fnnto an madurce fi logica: Fruto mad wun alta h 1
1a planta.

4. Fade s contd antes de tarminar su dolo de desarrolio an

B o perdy e




Las determinaciones que se realizaron, son las siguientes:

5.1. Analisis proximal

5.1.1. Humedad

5.1.2. Proteina cruda

5.1.3 Grasa cruda

5.1.4. Fibra cruda

51.5 Cenizas

5.1.6. Carbohidratos asimilables por diferencia
5.2. Protelna verdadera
5.3. Determtnacién de aminoacidos

5.3.1. Hidrélisis acida (todos los aminoactdos a excepcidn de triptofano)
5.3.2. Hidrdlisis alcalina (para determinacioén de triptofano)
Determinacion de digestibitidad protelnica "in vitro®
Determinacion de téxicos naturales
5.5.1. Hemaglutininas
5.5.2 inhibidores de tripsina
5 5 3 Glucdsidos cianogénicos
5 5.4 Saponinas
5.5.5 Alcaloides
5.6. Determinacion de digestibiidad ruminal "in vitro™ (fruto integro)
57 Determinacién de azucares reductores y no reductores por DNS (vaina)

@
o

METODOS
ANALISIS PROXIMAL

Se realizé segun los métodos descritos en el AOAC (o) y se determind humedad,

proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda, cenizas y carbohidratos asimilables por

diferencia.

HUMEDAD (&)
Fundamento.

Se denomina humedad a Ia pérdida de agua de la muestra que se evapora por

efecto de la temperatura ( 60-65 °C) (23).
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Material/ Reactivos

- Estufa de vacio MARCA LAB-LINE MOD. 3620
- Desecador

- Balanza analitica

- Charolas de atumsnio

Procedimiento

Se pesan 2-5 g de muestra en una charola de alumino, previamente puesta a
peso constante Se mete la charola a la estuta de vacio a una temperatura de 60-65 °C y
se deja hasta que esté a peso constante, es decir, cuando entre las pesadas sucestivas no
haya una vanacion mayor de 0 001 g

Catlculos

% Humedad = P - Pf x 100
m

donde.

Pi = peso inicial de ta charola con muestra
Pf = peso final de la charola con la muestra seca
m = peso de la Muestra en gramos

PROTEINA CRUDA (&)
Fundamento

La determinacidn se realiza siguiendo el método de Kjeldahl que consiste en |a
oxidacidn de !a matena organica mediante la accion de! H2SOs« . HaPO« y CuSOa - 5 HxO,
obteniéndose sulfato acido de amonio (NHaHSO4). Después se realiza una destilacion en
donde se libera el amoniaco de dicha sal, con una solucién concentrada de NaOH (60 %),
recibiéndose en acido bérico, con el que forma borato de amonio, el cual se titula con una
solucion valorada de HCI, determinando asi la cantidad que reacciond con ef acido bérico,
lo cual corresponde al porciento de nitrégeno de la muestra que al muitiplicarse por el
factor 6.25 se convierte en porciento de proteina cruda (29;
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Material/ Reactivos

- Digestor TECATOR MOD AB-20/40
- KJELTEC AUTO 1030 ANALYZER
- Tubos para digestion de 75 ml MARCA TECATOR
- Balanza analitica
- Mezcla digestiva (a)
- Sulfato de potasio R A
Perdxido de hidrogeno al 30 %%
- Hidroxido de sodio al 60 %
Acido bérico con indicadores (b)
- Acido clornidrico valorado 0 01 N

(a) Mezcla digestiva pesar 3 g de CuSOu« 5 H20 y disolverlos en 20 ml de agua destilada,
adicionar 50 m! de H3P Q4 conc. y 430 ml de HxSOs conc. resbalandolo por la pared. Agitar
esta mezcla durante 30 min

{b) Acido bérico con indicadores pesar 5 g de acido bornco y disolverios en agua destitada,
a continuacidn adicionar 35 ml de indicador A (100 mg de fenclftalelna disueltos y
aforados a 100 ml con alcohol etilico) y 10 mil de indicador B { 33 mg de verde de
bromocresol y 66 mg de rojo de metilo aforados a 100 ml con alcohol etilico), se ajusta el
acido bérnico a un color café-rojzo con acido & alcall segun se requiera y se lleva a un
volumen final de 1000 ml con agua destilada

Procedimiento

Pesar de 20-70 mg de muestra ( finamente molida) en un tubo de digestion,
agregarle 0.5 g de KoSOs y 3 ml de mezcla digestiva. colocar el tubo en el digestor
{previamente catentado a una temperatura de 370 °C) para una predigestion de 15 min
Después de ese tiempo sacar el tubo del digestor y dejarto enfriar, adicionarle 1 5 mi de
H>O2 y colocar nuevamente el tubo en el digestor Se considera que la digestion esta
completa cuando el contenido del tubo sea traslucido siIn restos de matenal organico, ésto
es cuando el tubo no muestra manchas o puntos negros, y ademas la mezcla de digestién
sea transparente

Una vez efectuada la digestion se deja enfriar y se procede a realizar la
destilacion y titulacidn para determinar el contenido de nitrogeno. Una vez frios ios tubos,
agregarles 25 ml de agua destilada e inmediatamente después cologue los tubos en la
camara lateral del KJELTEC AUTO 1030 ANALYZER, colocando primero los blancos y
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después las muestras. Al cerrar la puerta de!l compartimento lateral, la destilacidn y

titulacion se efectuan automaticamente. Anote el volumen de HC| gastado, abra la puerta y

cambie el tubo

Calculos

% Nitrégeno = (P-B) x N x meq x 100

m

% Proteinacruda = % N: x F

donde:

P = volumen gastado en la titulaciéon de la muestra (mi)
B = volumen gastado en la titulacién del blanco (ml)

N = normalidad dei HCI

meq = miliequivalentes de nitrobgeno (0 014)

m = peso de la muestra en gramos

F = factor de conversién (6.25)

GRASA CRUDA (8)

Fundamento
Se denomina extracto etérec © grasa cruda a la cantidad de material extraldo de

una muestra, extraccién que se logra mediante el reflujo con éter, aprovechando la

solubilidad de las grasas en éste (2a).

Material / Reactivos

- Equipo de extraccion Goldfish MARCA LABCONCO
- Balanza analitica

- Desecador

- Cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm

- Vasos de borde esmerilado

- Estufa de vacio LAB-LINE MOD. 3620

- Eter de petréleo R.A.



Procedimiento.

Se pesan de 2-5 g de muestra seca® en un cartucho de celulosa, el cual se
introduce en un portadedat de vidno y se coloca en el compartimento extractor. En el vaso
esmerilado se colocan aproximadamente SO ml de éter de petrdleo y se asegura al aparato
de extraccion con la ayuda del anilio metalico con rosca Se sube la parntla hasta que esté
en contacto con el vaso y se calienta poniendo el control de temperatura de la parnila en
low, ademas se abre la llave del agua para que ctrcule ésta sobre ios refrigerantes
Mantener en reflujo durante B hrs Después de este tiempo se baja !a parrilla de
calentamiento, se deja enfrniar un poco, se quita el vaso y se sustituye €| portadedat con el
cartucho por un colector de vidrio Se asegura nuevamente el vaso y se calienta para
colectar el éter Cuando se haya recuperado el éter y en el vaso quede un residuo, se
suspende el calentamiento. se quita el vaso con el extracto etéreo, y se coloca en la estufa
de vacio (60-65 °C), aproximadamente por unas dos horas, para eliminar el éter Se deja
enfriar en el desecador hasta temperatura ambiente, se pesa y por diferencia con el peso
del vaso se obtiene la cantdad de grasa cruda.
muestra seca

la que se expresa como porciento de

Calculos

% Grasa cruda = Pf - Po x 100

donde:

peso del vaso despueés de la extracciodn
peso dei vaso vacio
m = peso de muestra en gramos

2 Ex nocmario milizar muedra seca, va que asi se evita <l armastre de componates solubles an agua debido a 1a
humedad de la mucstra, como Jo s alganos carbohidratos.



FIBRA CRUDA ()
Fundamento

La determinacidn esta basada en la obtenciodn de la fraccién organica indigernible
al tratar secuencialmente una muestra desengrasada con acido sulfunco y sosa hirviendo
al 1.25 % El compuesto mas abundante de este residuo es !a celulosa y en menor

cantidad hemiceluiosas, hgninas y pentosanos

Material / Reactivos

- Aparato de digestion MARCA LABCONCO
- Vasos de Berzelius de 600 ml
Estufa de vaclo LAB-LINE MOD 3620
- Mufla THERMOLYNE MOD 1500
Crisoles de porceiana
Filtro california (maita de acero mnoxtdable con poro de 200 mesh)
Desecador
Balanza analitica
H2SOs al 1.25 % (P/V)
NaOH al 1 25 % (P1V)
- Antiespumante (Emulsién SIGMA-B)
Alcohol etilco R A

Procedimiento

Se pesan de 3-5 g de muestra desengrasada en un vaso de Berzelius que
contenga 0.5 g de asbesto (limpio y calcinado) y unas perlas de vidrio Se adicionan 200
ml de HxSOa at 1.25 % que esté hirviendo y unas gotas de antiespumante. Se coloca el
vaso en el digestor, se sube la parnlila ( previamente calentada ), y se deja en ebullicion
durante 30 min. Después de dicho tiempo, se retira el vaso del digestor y se filtra con
ayuda de vacio sobre un fiitro california, el residuo es lavado con agua destilada caliente
hasta eliminar el acido ( aproximadamente con 500 ml ) Una vez lavado e! residuo se
transfiere nuevamente al vaso de Berzelius, se le adiciona unas gotas de antiespumante y
200 mi de NaOH a! 1.25 % que esté hirviendo, se coloca el vaso en el digestor, se sube la
parrilla y se deja en ebullicidn durante 30 min. Al término de este tiempo se retira el vaso
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del digestor y se procede a filtrarlo a través del filtro california, se lava el residuo con agua
destilada caliente ( aproximadamente 500 mli ) hasta eliminar el alcali. Por ultimeo se

adiciona al residuo 25 ml de alcohol etilico. E! residuo lavado se pasa a un crisol de
porcelana previamente puesto a peso constante y se coloca en la estufa de vaclo ( 60-65
°C) para ser secado, hasta que esté a peso constante. Una vez secado, el crisol con el
residuo es calcinado con ayuda de un mechero antes de meterio en la mufla. La

determinacion ha concluido cuando el crisol esté a peso constante.

Calculos

% Fibra cruda = Ps - Pc x 100
m

donde:

Ps = peso del crisol con el residuo seco

Pc = peso del crisol con el residuo calcinado
m = peso de la muestra en gramos

CENIZAS (8)

Fundamento.
Se le lama cenizas al residuo que se obtiene después de la incineracidn de una

muestra. Con ello se logra la destruccidn de la materia organica y las cenizas comprenden

el material inorganico (minerales), los cuales se pueden cuantificar (28).

Material/ Reactivos

- Mufla THERMOLYNE MOD. 1500
- Balanza analitica

- Mechero Bunsen

- Desecador
- Crisoles de porcelana
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Procedimiento.
Se pesan 2-3 g de muestra en los crisoles previamente puestos a peso constante

en una mufla a temperatura entre 5S00-550 °C Se calcina la muestra con ayuda de un
ta mufla, !la cual debe encontrarse entre 500-550 °C. La

mechero y se lleva a
las cenizas presenten un coior blanco o gris

determinacién ha concluido, cuando
homogéneo sin puntos negros y estén a peso constante.

Calculos

% Cenizas = Pf-Po x 100

donde:
Pf = peso del crisol con las cenizas
Po = peso del ¢crisol vacio
m = peso de la muestra en gramos

CARBOHIDRATOS ASIMILABLES POR DIFERENCIA
Son los carbohidratos como los azucares y almidones. Esta determinacién es

absolutamente tedrica, ya que para obtener este dato se procede de la siguiente forma:

% Carbohidratos asimitables = 100 - (%humedad + % fibra + % grasa +
% proteina + % cenizas)

PROTEINA VERDADERA (30.31.32)

Fundamento.

Se basa en la solubilizacién del nitrégeno no proteinico y de la protelna soluble

con la posterior precipitacion de la altima con tungstato de sodio. Esto con el fin de
eliminar el nitrégeno no proteinico que puede interferir en la determinacién del nitrégeno,

posteriormente se realiza un microkjeidahl.
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Con este método se determina tanto la proteina soluble como la no soluble, ya
que en la etapa de filtracién ésta es incluida junto con la protelna soluble precipitada

Material/ Reactivos

- Microdigestor TECATOR MOD. AB-20/40

- Tubos de digestion de 75 ml MARCA TECATOR
KJELTEC AUTO 1030 ANALYZER

- Balanza analitica

- Agntador magnético MARCA CORNING

- Papel Whatman N° 4
Mezcla digestiva (a)

- H2Oz2al 30 %

- Acido bérico con indicadores (b)

- Acido clorhidrico valorado 0. 01 N
Hidréxido de sodio al 60 %
Solucidn precipitante (c)

- Sulfato de potasio R.A

{a, b) Mezcla digestiva y acido bérico con indicadores: se preparan de la misma manera
que para la determinacién de protelna cruda

(c) Solucidn precipitante disolver 5 g de tungstato de sodioy 1.51 g de Na:HPO4 - 12 H2O
en 20 m! de agua, afadir 22 m! de HCI 2N y mezclar, aforar a 50 ml con agua destilada.

Procedimiento
Precipitacion

Pesar de 50-100 mg de muestra finamente molida en un vaso de precipitados de
50 mi, agregar 5 ml de agua cahente y agitar mecanmicamente por 15 min. Agregar 2 ml de
ta solucidn precipitante y dejar en reposo por 10 mun. Transfernr cuantitativamente para su

filtracidn en papel Whatman N° 4, utilizando 25 m! de agua destilada calente y ligera
succién.

Dige.-ghén:

. Colocar el papet filtro con el precipitado en un tubo de digestiéon. Agregar 0.5 g de
K2S0O4, 5 m! de 1a mezcia digestiva y colocar en el digestor (previamente calentado a 370
°C) por 15 min. Después de ese tiempo, retirar, dejar enfriar y afiadir 3 mi de H:O2 al 30 %
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e introducir nuevamente al digestor. Calentar hasta que la digestidn sea completa

(aproximadamente 30 min)

Una vez efectuada la digestién se deja enfriar y se procede a realizar la
destilacion y titulacidn para determunar el contenido de nitrégeno Una vez frios los tubos,
agregarles 25 m! de agua destilada e inmediatamente después coloque los tubos en la
camara lateral del KUELTEC AUTO 1030 ANALYZER, colocando pnmero los biancos y
después las muestras Al cerrar la puerta del compartimento lateral, la destlaciéon y

titulacidn se efectuan automaticamente Anote el volumen de HCI gastado, abra la puerta y

cambie el tubo

Calculos
9% Nitrégeno = (P - 8) x N x meg x 100
m
% Proteina verdadera = % N2 x F
donde’

P = volumen gastado en la titulacidn de la muestra
B = volumen gastado en la titulacién del blanco

N = normalidad

meqg = miliequivalentes de nitrégeno ( 0.014 )

m = peso de la muestra en gramos

F = factor de conversidon ( 6 25 )

DETERMINACION DE AMINOACIDOS

HIDROLISIS ACIDA
Esta determinacion se efectud en un autoanalizador de aminoadcidos TECHNICON

MOD. NC-2P, por medio de cromatografia de intercambio idnico, siguiendo la técnica de
Lucas, B. y Sotelo, A. (1982) (33).
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Fundamento.

Se basa en la reatizacidon de una hidrohists acida ( HCI6E N, t=4 hrs., T = 145 °C )
de la proteina de la muestra, con [a separacion de los aminocacidos a través de la
cromatografia de intercambio 1bNIcoe ¥y su cuantificacion por medio de una reaccion
colorimétrica con ninhidrina, con la cual los aminoacidos libres forman un complejo

colorido, que es registrado automaticamente

Matenial/ Reactivos®

Autcanahzador de amincacidos MARCA TECHNICON MOD NC-2P
Digestor MARCA TECATOR MOD AB-20/40
Potencidémetro MARCA CORNING MOD 10
Rotavapor MARCA BUCHI MOD R
Vortex MARCA LAB-LINE INSTRUMENTS, MOD. SUPER MIXER N° 1290
- Adaptador para filtracion con jeringa milhipore XX30-012-00
- Membrana millipore tipo HATF-02500 (tamafio de poro 0 45 M)
- Microjerninga MARCA HAMILTON MOD 1001-LTN
Tubos de cultivo de pared gruesa PYREX N° 9826 con tapon de rosca y cubierta interior
de tefion
HCIE N
- Metiicelosolve al 50 %
Amortiguador de acetato de sodio 0 4 N (a)
- Sulfato de hidracina (b)
Ninhidnna (c)
- Solucién lavadora (d)
Amortiguador de dilucion (e)
Amortiguadores de acetatos para regeneracion y elucion (f)
- NaOH 0.1 N

{a) Amortiguador de acetato de sodio 0 4 N se pesan 1 312 g de acetato de sodio anhidro
y se disueiven en 3 Iitros de agua desionizada, de ser necesario se puede calentar para
ayudar a la solubilizacién. En caso de haber calentado se deja enfriar, y se adicionan
lentamente 400 ml de acido acéhco glacial, finalmente se afora a 4 htros con agua
desionizada. El pH de esta solucidn debera ser 551 + 0.02, ajustar de ser necesario

(b) Sulfato de hidracina: disolver en agua desiontzada 1 049 g de sulfato de hidracina,
adicionar 0.4 ml de acido sulftrico conc (R A) y 30 ml de solucidn Brij-35 al 20 %, se lleva

3 Todos los reactivos enmpleados deban ser reactiveos analiticos proparados con apua desaonizada
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a un volumen final de 4 litros con agua desiontzada. A esta soluciéon se le adicionan 0.8 m!
de acido caprilico como conservador

(¢} Ninhidrina' disolver 40 g de ninhidrina en 2 litros de metilcelosolve al 50 %, adicionar
lentamente 1 Iitro de amortiguador de acetatos 04 N y llevar a un volumen final de 4 hitros
(d) Solucidn lavadora: se mezclan agua-etanol ( 3:1 v/v) con hidroquinona al 0 01 % como

agente antioxidante

(e) Amortiguador de diducidn. se prepara una solucton de HCI 0 2 N (A) y una solucidn de
NaCi 0.2 M (8) Se mezcian 50 mide Ay 33 3 mide B, se lleva a un volumen final de 200
ml con agua desionizada, se adiciona hidroquinona al 0 01 % E! pH de este amortiguador

debera serde 1 5+ 0.05
(f) Amortiguadores de acetatos para regeneracidn y elucién e hidrdxida de sodio para

lavado de la resina ( ver cuadro 1}

Para la preparacidn de las soluciones amortiguadoras, se realiza lo siguiente. en
un recipiente se agregan todos los reactivos sdélidos, se disuelven con la mtad del
volumen de agua a preparar, enseguida se adicionan todos jos reactivos liquidos, a
excepcion del acido caprilico, se mezclan bien y se adiciona agua hasta un volumen de

Se ajusta el pH de cada solucién, empieando un potencidémetro de escala

800 mi
expandida Aforar a un litro con agua desionizada, filtrar a través de papel filtro Whatman
N° 52 y adicionar al recipiente final el acido caprilico correspondiente para su

conservacion
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Cuadro 1. PREPARACION DE AMORTIGUADORES

Reactivo l’ Buffer 1 ! Buffer 2 { Buffer 3 J NaOHO2Z N J
Regeneracion Elucion de Elucidén de Lavado de
de la resina aminodcidos 2 a basicos ressna
Acetato de sodio I a1g J SO0g I 870g I J— J
{anhidro})
Acido acético 200m I 150mi , 200 mi r —— J
{gtacial)
Sol. acetato de e aem! 20m! ———
zZinc OS M I , I J
Alcohol etilico 76 0mi l BOmt I —— l e }
(abrsoluta)
Alcohol bencihco —— | — I 110m! i |
uinona O11g 1 o111 g | e ]
Sol. Brpas 80mi 7 somt J s0mi }
al 20 %
EDTA Or1g I — J oy I ———
sal disddica
Hidrdxido de sodio I pu— I = [ J —— ]
({lentejas)
Acwio caprilico__| o2ml { o mi 1 o2ml | 1
Agua desionizaca ’ 101 J 101 I 101 I 1.0 J
(< 1ppm Na)
pH [ acos+002 1 310+ 002 1 S0 002 1 — 1
Conc_Nas 1 o5 M | 0SS M 1 106 M [ O2M 1
Conc. Zn ++ i COOM 1 oooC3 M 1 0001 M I oOoM 1

Buffer 2° Elucién de aminoacidos acidos y neutros

Procedimiento

Pesar en un
desengrasada ( sI1 presenta un contenido de grasa superior al §

tubo de cultivo

la cantidad de muestra finamente molida y

%} de acuerdo al

contenido de proteina determinado (A) Se adicionan los ml de HCI calculados (B), para su

hidrolisis completa Lo antenor puede ser deterrminado de acuerdo a

relaciones:

A =005 x 100
% P

32

las sigwentes



donde:

A = cantidad de muestra en gramos
B=mlde HCI6 N
% P = porcentaje de proteina en la muestra

Se insufla al tubo nitréogeno durante 30 seg. se cierra bien el tubo con el tapdn de

rosca, y se coloca el tubo en el digestor ( previamente calentado a 145 °C + 1) durante 4

horas Transcurrndo el tiempo de hidrolsis se deja enfriar el tubo y se transvasa

cuantitativamente a un matraz de bola de 100 ml, se enjuaga el tubo con agua desionizada
tibia y se incorpora este volumen al tudrolizado. se adicionan S mi del estandar interno de

pB-amino-propionitrilo 5 mM al matraz . se trabaja el matraz en el rotavapor llevandolo a

sequedad, se vuelve a lavar e! tubo de hidrohists con agua caliente y los lavados se pasan
al matraz, el cual se trabaja nuevamente en el rotavapor hasta sequedad Se hace un

ultimo lavado con solucién lavadora ( agua-etanol ), se concentra el hidrolizado a un

volumen menor de 25mi. £l concentrado que queda en el matraz se filtra a través de papel
filtro ( Whatman 52 ) hasta obtener un volumen de 20 mi aproximadamente, se ajusta el
pH del hidrolizado a un pH de 6 8 + 0 2, posteriormente se filtra el hidrolizado y se afora a
25ml. con agua desicrizada En caso de que la muestra no sea usada enseguida es
conveniente congelaria

Para inyectar el anterior hidrolizado en el autcanalizador,
muestra y un mi. del buffer de dilucion pH =1.5, se homogeinizan, se toma ei volumen con
una jeringa elimunando el aire, quitar ia aguja y colocar el dispositivo especial para filtrar a

tomar un mi de la

través de papel millipore. Con una microjeringa se inyectan de 100-200 ut de! filtrado.

-
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Las condiciones fisicas y el programa utilizado en el presente analisis de aminoacidos, es
el siguiente:

Tamafio de la columna 470 x 4 mm
Altura de empaque de la columna 420mm + 5
Temperatura de la columna 60°C
Velocidad de flujo de los amortiguadores 0.6 ml / min
Velocidad de flujo de la minhidrina 08 ml /min
Velocidad de flujo del sulfato de hidracina 0.6 mi / min.
Velocidad de fiujo del nitrogeno 0.32 mi. / min.
Velocidad de flujo sobre el colorimetro o6 m! /min
Temperatura del bafo de reaccion 89°C =05
Sensibilidad del registrador 250U
Velocidad de la carta 30 mm /min.
Programa
Paso Tiempo Caracterizacion
(min)
1 2 Bufter N° 1, metilcelosolve
2 = Buffer N° 2 metilcelosolve
3 70 Butfer N° 2 ninhidrina, registrador
4 80 Butfer N° 3, ninhidrina, registradofr
<) 8 NaOH 0 2 N. ninhidnna, registrador
[ 2 NaOH 0.2 N, metilcelosolve, registrador
7 (<] Butfer N° 1, metilcelosolve, registrador
8 2 Bufter N° 1, metilcelosolve, apaga
registrador
9 16 NaOH 0.2 N, metilcelosolve
10 30 Butfer N° 1, metilcelosclve

Nota 1: En todos los pasos hay flujo de sulfato de hidracina
Nota 2: Antes de correr las muestras se debe de correr un estandar de aminoacidos de

concentracién conocida, ya que sobre éste se basaran los calculos, mediante el area de
cada uno de los aminoacidos
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Calculos

La solucion estandar de aminoacidos contiene, en este caso, 0.025 micromoles

de cada uno. Tanto en el estandar como en cada corrida del hidrolizado se debe inyectar

una cantidad constante del estandar interno {i-amino-propionitrilo, para poder hacer los

calculos en base a los lamados equivalentes de |i-amino-propionitnio de cada uno de los

aminoacidos

ENaa = AN std
AA std

donde

EN aa = equivalentes de jj-amino-propionitrio dei aminoacido correspondiente
AN std area de [\-amino-propionitrilo del estandar
AA std. = area del amnoacido correspondiente del estandar

Del aminograma del hidrolizado de la muestra se calcula el area bajo la curva de

cada uno de jos aminoacidos, asli como el area de [}-amino-propionttrilo. Para lo anterior,

es conveniente trabajar con la mitad superior de cada uno de los picos, para evitar trabajar

con la linea base que en algunos casos es Muy irregular. A continuactdn se muestran los

célcuios que se deben desarrollar para cada uno de los aminoacidos, en donde se expresa

su contenido en mg del aminoacido por gramo de nitrobgeno de la muestra

Aaa = Baa x haa

g. aa /16gN = Aaax ENaa x nMaa x PMaa x A x F
ANM x a x MGNm

donde:

Aaa = area del aminoacido de la muestra
Baa = base a la mitad deil pico
haa = altura del pico desde la linea base

w
w



ENaa = equivalentes de [l-amino-propionitrilo del aminoacido correspondiente
uMaa = micromoles del arminoacido en el estandar

PMaa = peso molecular del aminocacido

A = aforo al que se ltevd el hidrolizado ( mi )

ANmM = area de {}-amino-propionitrilo en la muestra

a = allcuota inyectada { ml )

MGNmMm = mg de nitrogeno en la muestra hidrolizada

F = factor de transformacién = 16 / 1000

DETERMINACION DE TRIPTOFANO (34.35)
HIDROLISIS ALCALINA

Fundamento
Esta determinacidn se basa en la realizacién de una hidrdhsis alcalina de las

proteinas con LIOH 4N a 145 °C, ya que la hidrolisis acida (utilzada comunmente para la
determinacién de la mayoria de los aminocacidos de una proteina) destruye al triptofano
De esta manera, una vez liberado el triptofanc se somete a una reaccién con p-dimetil-
amino-benzaldehido (DMAB) en medio acido, con lo que se producird un denvado

colorido, proporcionat al contenido de este arminoacigo

Material / Reactivos
- Digestor MARCA TECATOR MOD AB-20/40

- Tubos de cultivo PYREX de pared gruesa con tapén de rosca y cubierta de tefion No.
9826

- Espectrofotdmetro SEQUOIA TURNER MOD 340

- Potencidmetro CORNING MOD 10

- Hidroxido de litio 4N

- Solucién lavadora agua / etanol (3:1)

- Acido orto-fosférico concentrado

- Solucion estandar de triptofano ( 50ug /mi )

- Acido clorhidrico concentrado

- Solucion de p-dimetil-amino-benzalidehido al 0.5% en HCI conc.

- Nitrito de sodio al 0.2%




Procedimiento
Se pesa la cantidad de muestra fiinamente molida y desengrasada en un tubo de

pared gruesa de acuerdo al contenido de proteina deterrminado, haciendo la siguiente

relacion:

100 x 100

mg de muestra =
% proteina

Adicionar con mucho cuidado la cantidad de aicalt necesarna, teniendo la

precaucion de no salpicar la muestra en la pared del tubo

ml de alcali = 4 x 100
% proteina

Se insufla nitrégeno durante 30 seg aproximadamente. se cierra el tubo

perfectamente y se coloca en el digestor que debe estar a 145 °C El htempo de hidrolisis
depende del contenido de proteina

Tiempo de hidrohsis

% de Proteina
< 35 8 horas
35 -64 6 horas
> 64 4 horas

Transcurrido el ttempo de hidrélisis se saca e! tubo. se deja enfriar y se transvasa
el contenido a un vaso de precipitados enjuagando el tubo con 20 ml. de sol lavadora Se
neutraliza el hidrolizado con acido ortofosférico y se filtra sobre papel de filtracidn rapida
en un buchner con ayuda de vacio lavando ef residuo con sol. lavadora caliente. Al filtrado

se le mide el pH nuevamente, se afora 50mi
Se toman 3 alicuotas de 2 m! cada una dei hidrolizado { unc de los tubos nos
servird como blanco ). Adicionar a uno de los tubos 7 Sml de HCI conc . mientras que a

los otros 2 se les adiciona 7.5ml p-dimetil-anunobenzaidehido, se agitan y se dejan en




reposo 15 min. en la oscuridad. Transcurrido ese tiempo se les adiciona 0.5 mi de nitrito
de sodio, se agita nuevamente y se deja en la oscuridad por 15 min. mas para que
desarrolle la coloracidon. Se lee en el espectrofotdmetro a 590 nm., usando el tubo del
btanco para ajustar a cero el espectrofotdGmetro

Al mismo tiempo se cofre una curva estandar de triptofano de 0 a 100 ug. que se

prepara de la sigutente manera

mil. sol. estandar de mi de agua ug de triptofano
triptofano 50 ug/ mi

0.0 20 00

0.4 1.6 200

0.8 1.2 400

1.0 10 500

1.6 04 80.0

20 0.0 1000

Caiculos

Se traza la curva estandar de absorbancia vs. j1g de triptofano y se lee en ésta los
valores de ug de triptofano de cada muestra. Ef valor que se tenga se expresa en gramos
de triptofano por 100 gramos de muestra, para lo cual se tiene la siguiente férmula:

g. triptofano / 100 g muestra = tx A x 10
axmx %P

donde:

t = ug de triptofano obtenido por interpolacion
A = aforo

a = alicuota

m = miligramos de muestra

%P = porcentaje de proteina en la muestra
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DETERMINACION DE DIGESTIBILIDAD PROTEINICA "IN VITRO"

Fundamento.
La técnica esta basada en la simulacion de la digestion. Para ello se pone en

contacto la muestra con pepsina en medio acido y postenormente con pancreatina,
realizandose asi una digestion enzimatica semejante a la que es llevada a cabo en los

MOoNOgastricos. (36)

Material/ Reactivos

- Bafio de agua con agitaciéon y control térmico LAB-LINE INSTRUMENTS
- Tubos de cultivo N° 9826

- Digestor TECATOR MOD. AB-20/40

- KJELTEC AUTO 1030 ANALYZER

- Tubos para digestién de 75 ml MARCA TECATOR

- Balanza analitica

- Pepsin@a0.3% en HCIO 1 N

- Pancreatina al 4 % en buffer de fosfatos pH= 8 + 0.1
-NaOH 0.2 N

- Papel Whatman N°© 542

- Mezcla digestiva (a)

- Sulfato de potasio R A

- Perdxido de hidrogeno al 30 %

- Hidréxido de sodio al 60 %

- Acido bdrico con indicadores (b)

- Acido clorhidrico valorado 0.001 N

- Buffer de fosfatos pH =80+ 0 1 (¢)

(a) Mezcla digestiva. pesar 3 g de CuSOu4 - 5 H20 y disolverios en 20 ml de agua destilada,
adicionar 50 m! de HaPOu4 conc. y 430 ml de H2S04 conc. resbalandolo por la pared. Agitar
esta mezcla durante 30 min.

(b) Acido bdrico con indicadores: pesar 5 g de acido bdrico y disolverios en agua destilada,
a continuacién adicionar 35 ml de indicador A (100 mg de fenolftateina disueltos y
aforados a 100 ml con alcohol etllico) y 10 ml de indicador B ( 33 mg de verde de
bromocresol y 66 mg de rojo de metilo aforados a 100 mi con alcohol etilico), se ajusta el
acido borico a un color café-rojizo con acido ¢ alcali segun se requiera y se lleva a un
volumen final de 2000 mi con agua destilada.

(c) Buffer de fosfatos pH = 8.0 + 0.1: se preparan 2 soluciones:

A: Pesar 27.8 g de fosfato monobasico y disolver en un litro, la solucién resultante es 0.2
M.



B: Pesar 53.65 g de fosfato dibasico heptahidratado y llevar a un htro, la solucién

resultante es 0.2 M.
Tomar 5.3 mi de A + 94.7 mi de B, llevar a 190 ml, ajustar el pH y aforar.

Procedimiento
Pesar aproximadamente 0 750 g de proteina (maximo 2g de muestra). Agregar 20

ml! de pepsina al 0 3 % en HCI 0 1 N Dejar en agitacion a 37° C por 3 horas Adicionar 10
ml. de NaOH 0 2 N (para neutralizar). Agregar 20 ml. de pancreatina al 4 % en butfer de
fosfatos pH = 8 = 01 Dejar a 37° C por 24 hrs con agitacidn Por ultimo fittrar
cuantitattivamente a través de pape! Whatman 542, utthzando 25 mil de agua destilada
caliente y con ayuda de un hgero vacio Determinar las proteinas del residuo por el
método de Kjeidahl (como se realhizé para la determinaciédn de proteina cruda, solamente
que aqui es necesario agregar 9 mi de mezcla digestiva) De manera simultanea se corren

blancos (todos los reactivos excepto la muestra)

Caiculos

% digestibilidad = % P T _muestra_ - % P T residue x 100
% P.T. muestra

donde:

P.T. mueatra = proteina total de la muestra
P.T. residuo = protelna tota!l del residuo

COMPONENTES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS

HEMAGLUTININAS
Se realizé de acuerdo al método descrito por Jaffé y colaboradores (1874) a7,

con ciertas meodificaciones y usando eritrocitos de Hamster sensibilizados con pronasa

(Lucas, B; Soteio, A.) (38).
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Fundamento.

Esta es una prueba semicuantitativa que se basa en la capacidad agiutinante de
tas hemaglutininas hacia los eritrocitos. Se utiliza una técnica de microtitulacidn que se
basa en una serie de diluciones donde el punto final de aglutinacidn se observa

visualmente

Material/ Reactivos

- Centrifuga MARCA DYNAC

- Tubos de centrifuga de 15 ml graduados

- Agitador magnético con tacometro MARCA THERMOLINE
- Incubadora MARCA BLUE-M

- Espectrofotémetro COLEMAN JUNIOR 1I-A

- Microtiter Kit ( Cook Eng-Alexander Virgsnia USA)

- Placas para aglutinacion tipo "V~

- Sangre de Hamster sensibilizada

- Solucion salina al 1 %

- Solucion salina al 0.9 %

- Solucion de pronasa al 0 2 % en solucién salina ( pronasa de S grisens SIGMA P-5005)
- Solucién anticoagulante (hepanna)

-Tripsina de pancreas porcina (SIGMA T-8128)

Procedimiento

Preparacion del extracto. Pesar 1 g de muestra finamente molida y desengrasada ( si
presenta un contenido de grasa mayor al 5 % y suspenderla en 10 mi de solucidn salina al
1 %. Agitar mecanicamente por 2 horas a 300 rpm. Transcurrido este tiempo el extracto
se transvasa a un tubo de centrifuga y se centrifuga a 1400 rpm. durante 15 min., el
sobrenadante se filtra a través de papel filtro con vacio. Por utltimo, aforar a 10 ml. con

solucién salina al 1 %.
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Preparaciéon de ta sangre
La sangre de Hamster 4se transvasa a tubos de centrifuga para su lavado con

Lavado
salina es aproximadamente 15 Se

solucion sakna al 09 % La relacion sangre sol
por 10 minutos Realizar e! lavado 3 veces Despueés del ¢itimo

centrifuga a 1500 rpm
de

lavado diluir at 4 2% el paquete de gldbulos rojos. para lo cual se agregan por cada mi

gldbuios rojos 24 m! de solucion salina a1 0 9 %

Sensibihzacién  Agregar 1 mil de pronasa al 0 2 % por cada 10 m! de la suspensidn de

gidbulos rojos al 4 % y colocarios en la incubadora por espacio de una hora a 37 ° C
Después centrifugar para elirminar la enzima. dando 3 lavados con sol salnaal 09 % ( en
una reiacidon de 1 5) durante 10 mn & 1500 rpm Despues del uitimo lavado se mide et

paquete de eritrocitos y se diluyen adicionando 19 ml de sol salina por cada mi de
ertrocitos sensibrhzados Se toman 05 ml de la suspension de glébulos rojos
salina 2 0 9 ¢ Se lee en el espectrofotémetro a

El % de transrmitancia al que se deberd de

sensibilizados y se agregan 2 m! de sol

620 nm , usando como blanco sol sahna
+ 2. en caso de no obtener el Y4 de transmutancra indicado,

ajustar la sangre es de 25 %
se haran diluciones segun sea conveniente

Preparacion de ias placas En una placa tipo "V~ se coloca con un pipeteador de gota. una
gota (50 nl) de solucidn salina al 0 9 % en cada pozo. evitando tocar las paredes del pozo
Agregar con un microdilutor SO microlitros del extracto problema en el primer pozo. agitar.
tomar de este pozo una alicuota y diluir, agitando sucesivamente en los pozos siguientes
Por aitimo con un pipetero de gota colocar en cada pozo 50 mucrolitros de la suspension
de globuios rojos sens:bilizados y ajustados Rotar la placa en forma circular y llevar a la
incubadora a 37 °C por espacio de una hora Una vez transcurndo el tiempo se coloca ia

placa sobre el dispositivo de lectura, observando a simple vista si se produce aglutinacion

81 se presenta aglutinacién, la prueba se considera posthiva y se reporta la maxima

dilucion donde presenta agiutinacion (tituio)

4 Setrabajo con sangre de Hamstor. ya que o Ja mas sansible para s datoosion de hemaglutmimas.
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INHIBIDORES DE TRIPSINA
La determinacion se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Kakade y

colaboradores (39)

Fundamento
La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso directo o diluido de

una muestra con una sociucidn estandar de tripsina (40 mg/ ml) Posterniormente se
determuna la actividad proteolitica remanente, usando un sustrato sintéhico benzoil-

argimina-p-nitroanilida (BAPNA), el cual producira una coloracion amariila que se lee en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm Dicha coloracidn es inversamente
proporcional al contenido de inhibidores de tripsina en la muestra

La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente

HzN_ NH H:N\C,/NH N
(CH2)s (GH2)2
NH-CH-C - NH _tripsina H-CH - COOH +
E=O NO:=

P-NITROANILINA

H H2O
=0 Q
i { pigmento amaritio )

Benzoil-arginina

Benzoil-arginina-p-nitroanitida
( BAPNA )

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrannamente definida como un incremento de
0.01 unidades de absorbancia a 410 nm por 10 mi de {a mezcla de reaccién descritas por
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Kakade y colaboradores. La actividad de inhibidores de tripsina es expresada en términos

de unidades de tripsina inhibida (U T 1)

Material / Reactivos

Potencidmetro CORNING MOD 10

Parrilla con agitacion magnética THERMOLYNE MOD SP-13025
Bano marfa GRANT MOD SE-10

Mezclador de tubos LAB-LINE MOD SUPER-MIXER
Espectrofotémetro SEQUOIA-TUNER MOD 340

NaOH 0 01N
- Solucidn amortiguadora de TRIS pH 8 2 y 0 O5M (a)
Solucidn BAPNA (b)
Acido acético al 30%
Solucion estandar de tripsina (c)
HCI 0 001N

{a) Solucidn amortiguadora de TRIS pH 8 2 y 0 OSM pesar 6 05g de Tris ( hidroxametil-
amino-metano ) y 2 84g CacCl: 2 H:0, disolverlos en 300 m! de agua destilada Ajustar el

pH a 8 2 y aforar a 1 htro
(b) Solucibn BAPNA disolver 100 mg de BAPNA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanihida-HC!)

en 2. 5m! de dimetil-sulfoxido, la disolucién es mas rapida st se cahenta en bafio de agua a
37°C. se afora a 250 mi con amortiguador Tns previamente calentado a 37°C Esta
solucion se prepara el mismo dia de su Uso y se mantiene a 37°C

{c) Solucidn estandar de tripsina pesar con mucha exactitud 4mg de tripsina bowvina
(SIGMA T-8253 ) y se disuelven en 200mi de HC! 0 001N Esta solucion contiene 20ug de
tnpsina/ml y debe ser almacenada en refrigeracién donde puede durar de 2 a 3 semanas

sIn pérdida apreciable de activicad

Procedimiento
Preparacion del extracto Pesar 1 gramo de muestra finamente molida y desengrasada

(cuando el contenido de grasa sea supenor al 5%) en un vaso de precipitados y adicionar
45mi de NaOH 0.01N, ajustar el pH de la suspensidn a 9 6+0.2 y aforar a 50 ml con NaOH
0.01N. Transfernr a un vaso de precipitados y agitar mecanicamente en la parrilla de
agitacion por espacio de 2 horas y media a 300 r p.m. Después de dicho tiempo retirar el
magneto y dejar reposar el extracto durante media hora Decantar el sobrenadante y
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eliminar el residuo insoluble El sobrenadante debe ser diluido de tal manera que 1mi del

extracto produzca una inhibicidbn entre 40 y 60 %, esto es indispensable para reducir

nuestra desviacion estandar relativa

Determinacion de la acttvidad  La siguiente tabla nos muestra en forma esquematica la

serie de tubos que se deben preparar para poder determinar la actividad inhibritoria de

nuestra muestra

Tubo m nt mi mi m
oxt agua Tnpana BAPNA Ac

81 18 02 20+ 10 ACc b Yad > 50 10 mun -
1 18 oz 20 10 min s0 cronometro 10

a2 1.4 o6 20+10Ac so -
2 14 o6 20 50 10

B3 10 10 20+10Ac s0 -
3 10 10 20 so0 10

84 o8 1.4 20+ 10Ac s0 -
4 os 1.4 s0 10

B8R co 20 20+ 10Ac so .
R co 20 20 50 10

Ac.=~ acido acetico al 30 %
Nota: La solucion de tripsina y ef BAPNA deben estar a 37°C antes de usarse

Agregar la cantidad especificada de! extracto diluldo © directo por duphcado y

ajustar el volumen final de cada tubo a 2. 0mi con agua destilada Al adicionar a fos tubos

cada reactivo, agitar con el vortex La adicidn del acido acético es para detener la

reaccion
Debe controlarse estrictamente el tiempo sobre todo después de adicionar el BAPNA para

lo cual puede emplearse un cronometro
Es frecuente la formacién de precipitado o el enturbiamiento de la mezcla de reaccion por

lo que se deja reposar durante 15 min y después se fhitra primero el sobrenadante y
posteriormente la porcidn residual a través de papel Whatman #1 El filtrado debera estar

translacido
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La lectura en el espectrofotdmetro se realiza a 410 nm y es necesario para cada una de

las allcuotas del extracto ajustar el aparato a 100 % de transmitancia con su respectivo
blanco

Calculos

ta lectura en absorbancia (A), la podemos pasar directamente a unidades de
tnipsina (UT)

UT= A x 100

Ya que tenemos una serie de alicuotas del extracto, tendremos a su vez una serie
de valores UT, los cuales al restar este valor al dato de referencia, obtendremos los
valores de tripsina inhibida (UTI) y por consigutente se puede calcular el valor de tripsina
inhibida por mihitro (UTI/ m!) de cada una de las alicuotas

Cuando se pone en una grafica la actividad enzimatica inhbitona (UTI/ mi) como
funcidn de |la alicuota del extracto se observa una correlacién lineal negativa. de donde se

puede obtener el valor extrapolado correspondiente ol valor cero de 1a solucion inhibitona

B (valor estrapotado)

Trnpsina
nhbeda
(UTV miy

Este dato extrapolado, es el valor mas cercano a la actividad inhibitona verdadera
o real (si se refiere uno al inhibidor de soya de tipo Kunmitz)

Cuando no se obtiene una correlacién lineal satisfactoria se puede trabajar el
valor promedio de la serne de alicuotas, reportado en terminos de UTI/ mt
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Se reportan unitdades de inhibicidn con respecto a 1 mg de muestra.

UTI/ mg muestra = B x F x 50
1000

donde:
B = valor extrapolado o promedio en UTI/ mi
F = factor de dilucion, lo cual depende de las diluciones realizadas Cuando se trabaja

extracto directo F = 1

al a2

Ai = aforo (s)
ai = alicuota (s)
GLUCOSIDOS CIANOGENICOS (40)

Fundamento
Este meétodo aprovecha la reaccidn sensible y especifica de Guignard, la cual es

ampliamentemente utilizada en pruebas cualtativas para la deteccion tanto de glucosidos

cianogénicos como del propio acido cianhidnco

OH OH
NO:2 NO:> NO:2 HOH
+ 2HCN medio + ¥ O
alcalino CN CN
NO:2 NO>

Acido picrico Isopurpurina

Para poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se

hace uso de una hidrélisis enzimatica adicicnal (por medio de la adicidn de [3-glucosidasa)
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del correspondiente glucédsido clanogénico Para poder cuantificar el HCN hberado es
conveniente trabajar algunos pasos a temperaturas bajas. Con el método anterior, se
pueden detectar hasta cantidades del orden de 5 microgramos de HCN que equivalen a 46

microgramos de glucodsido cianogénico {refendo a inamanna) (11)

CH» hidrohsis CHa CH»
' enzimatica ' 1

Glucosa-O - C -CN HO-C-CN —* C=0
| I3- glucosa ¢ - HCN '

CHa CHa CHa

Linamarina Cianhidnnacetona Acetona

Material /Reactivos .

- Bafo de agua con agitacidn MARCA LAB-LINE INSTRUMENTS
- Tubos de cultivo con tapodn de rosca PYREX No 9825
- Incubadora MARCA BLUE-M
- Congeiador
Espectrofotdmetro SEQUOIA-TURNER MOD 340
- Solucién de picrato de sodio alcalinizada (a)
- Papel indicador HCN (b)
- Solucion de (3- glucosidasa con activador (c)
- Sotucidn de KCN equivalente a 100 ng/ mi (24 1 mg KCN/100 mi)
-HCIOSN
- Buffer de fosfatos pH = 7 00
- Fécula de maiz comercial

(a) Solucién de picrato de sodio alcalinizada disolver en 400 ml de agua destilada 2.5 g de
acido picrico y a continuacién 12 5 g de carbonato de sodio, lievar a un volumen de 500
mi.

(b) Papel indicador HCN: empapar en la solucién de picrato de sodio papel Whatman del
No. 2, dejar escurnr y colocar en una estufa a 55-60° C a secar por espacio de 30 minutos
A continuacién se cortan tiras bien medidas de 2 x 10 cm

{c) Solucidn de {i- glucosidasa con activador: disolver en buffer de fosfatos pH = 7.00, 025
g de [}-glucosidasa, agitando suavemente. Una vez disuelta la enzima adicionar 1.7 g de
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ESTA TESIS NS DIRE
SALIR DE LA B.L....iCA

nitrato de sodio que actua como activador de dicha enzima Llevar a un volumen de 250
mi. con el mismo buffer

Procedimiento

Determinacidn cualtativa. Colocar en el tubo de cultivo 200-500 mg de muestra,
dependtendo de su contenido aproximado de glucdsidos cianogénicos A continuacion
adicionar 5 ml de la solucién de [i-glucosidasa (fria) se homogeiniza y se procede a

colocar la tira de papel humedecida (aproximadamente con 9 gotas de agua) en la boca

del tubo y se cierra herméticamente con el tapdn de rosca Colocar en el baflo maria que
debe estar a una temperaturade 40° C + 1° C y con el control de velocidad de agitacion
ajustado a 3 5 por espacio de 4 horas Al final de dicho ttempo. se saca el tubo y se coloca
en el congelador por 30 minutos Transcurnido el tempo se saca el tubo y se destapa para
adicionarie 1 mi de HCI 05 N (frio), se vuelve a cerrar y se homogeimiza, teniendo la
precaucion de que el liguido no toque el papel indicador, colocar en la «ncubadora durante
15 min a 60° C. Pasando este tiempo sacar el tubo de la incubadora y realizar visualmente
la deteccion cualitativa Aquellos tubos que muestren coloracion cafe-rojiza se consideran
positivos y se continta con su deteccion cuantitativa

Determinacion cuanutativa Se procede a recuperar el papel indicador y se coloca en un
tubo de cultivo, se le adicionan 20 m! de agua destlada, se tapa y se agita vigorosamente
de 2-5 minutos, con el fin de extraer el pigmento de 1soporpurnina del papel indicador en el
agua, se recupera el solvente (agua). eliminando los residuos del papel, por una simple
filtracidGn con papel de filtracion rapida

Cuando sea necesario se puede hacer otra adicidn de agua, para extraer por
completo el pigmento

La solucion filtrada se lee en el espectrofotémetro a 520 nm , previamente ajustado a 100

% de transmitancia con el blanco correspondiente (todos los reactlivos excepto |a
muestra).
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Curva estandar. Para su elaboracion, se usa una solucidn de KCN cuya concentracion
equivale a 100 microgramos HCN/ ml.. ademas con el fin de simular la interacciéon
muestra-HCN hberado, se introduce en la curva estandar la llamada matriz alimenticia, en
este caso es fécula de malz comercial

mil. sol. matnz beta HCI (0.5 N)
estandar alimenticia (mg.) glucosidasa (ml.) 40° C {frio) (ml.)
0.0 500 50 4 hrs 10
0.05 500 50 10
0.1 500 50 10
0.2 500 50 1.0
04 500 50 10
06 500 50 1.0

La curva estandar va de 5 a 60 microgramos de HCN, ya que fue el rango éptimo
encontrado en la respuesta concentracion de HCN vs D O. (r = 0.99), en donde se cumple
la Ley de Lambert Beer.

Calculos

Una vez que se tiene elaborada la curva estandar, el valor obtenido de
absorbancia de |la muestra se puede interpolar o calcular de acuerdo a la ecuacién de la
regresion lineal para obtener el contenido de HCN (x) en la muestra

Para tener ei resultado en mg de HCN/ 100 g de muestra se utiliza la siguiente
ecuacion:

mg. HCN/ 100 g muestra = X x D x 100
M

X = microgramos de HCN
D = No. de veces de adicibn de 20 ml. de agua
M = mg. de muestra
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DETERMINACION DE SAPONINAS (a1
Fundamento

Se realizéd una prueba semicuantitativa, basada en la propliedad que tienen las
saponinas de hemolizar entricitos de conejo

Se realiza mediante un meétodo de mcrotitutacion que consiste en hacer una serie
de diluctones seriadas de un extracto metandhco de la muestra que se pone en contacto
con los entrocitos sensibilizados, en el cual se deterrmina el punto final por medio de una
estimacion visual de hemodlisis de los globulos rojos en estudio Se reporta con respecto a

una mezcla estandar de referencia de saponinas

Matenal/ Reactivos

Equipo para extraccidn de grasas Goldfish MARCA LABCONCO
Rotavapor MARCA BUCHI MOD R

- Incubadora BLUE-M

- Placas para hemolisis tipo “U”

- Microditutores de S0 il MICROTITER KIT ( Cook Eng-Alexander Virginia USA)
Pipeteadores de gota de 50 ul

- Eter de petrédlec R A

- Metanol al 85 % R A

- Solucion salinaal 09 %

- Eritrocitos de conejo sensibihzados (a)

- Solucion estandar de saponinas al 0 5 % en solucion salina al 0 9 % (b)

- Tripsina de pancreas porcine (Sigma T-8128) al 0 1 % en solucién salina al 0 9 %

(a) Ertrocitos de conejo sensibilizados: la preparacion de la sangre de conejo se hace de
manera similar a la realizada en |a determinacion de hemaglutininas. Con la excepcién de
que ahora la enzima empleada para ia sensibilizacidn es la tripsina al 1 % en sol. salina al
0.9 %.

(b) Solucién estandar de saponinas al 0.5 % en soluciédn salina al 0.9 %: el estandar es
una mezcla 1.1 de digitonina (saponina de tipo esteroidal) de la casa SIGMA y un extracto
de quillaja (saponina de tipo triterpenoide) de la casa BDH



Procedimiento.
Preparacion del extracto: Se pesan 7 g de muestra desengrasada en un cartucho de

celulosa y se coloca en el extractor de grasas Goldfish. Se realiza una extraccion
metandlica con 50 ml al 85 %, durante 2 hrs., colocando el control de temperatura en high.
El extracto metandlico se transvasa a un matraz de bola de 100 m! y con ayuda de un
rotavapor se elimina el metanol hasta sequedad. El residuo se resuspende en solucidn
salina al 0 9 %, se filtra a través de papel Whatman N° 4 y el filtrado se afora a 100 ml
con solucion salina at 0.9 %
Preparacion de las placas: Se hace en forma similar a |la realizada en la determinacidn de
hemagiutininas, sélo que en esta ocasidn se utiizan placas tipo "U” para hemolisis

Se consideran positivos aquellos pazos que se observen traslicidos (hemdlisis) y

negativos aquellos pozos donde se presente sedimentacion de eritrocitos en el centro del

pPoZo.

Calculos
Se reporta con respecto a una mezcia estandar de referencia de saponinhas,

tomando la maxima dilucion donde se presente hemalisis (titulo).

Dado a que se realiza una dilucidn seriada, se tiene la siguiente formula:

mg de muestra = concemra%lén del_extracto
2

t = titulo de hemdlisis
Se reportan unidades hemoliticas por miligramo de muestra (U.H./ mg de
muestra). Por definicidn, un microgramo del estandar de saponinas es equivalente a 10

unidades hemoliticas (U.H).
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DETERMINACION DE ALCALOIDES
Esta determinacién se realizd en base a los métodos de Abisch, E. y Reichstein,

T (42).

Fundamento.

Consiste en el ensayo de dos fracciones extraidas. una con cloroformo y otra con
cloroformo-etanol, de un extracto metandlico de la muestra problema, con siete reactivos
para alcaloides: Mayer, Wagner, Dragendorff, Sonnenschein, Hager, Scheibler y acido

silicotungsténico.
La reaccidn se determina por la formacidn de precipitado que puede ser
abundante o nulo, de acuerdo a la cantidad de alcaloides presentes en la muestra

Material/ Reactivos
Parrilla de agitacion CORNING MOD PC-351

- Embudo de separacién de 125 mi

- Rotavapor MARCA BUCH!I MOD. R

- Papel filtro Whatman No. 1

- HNO3 al 30 %

- H28O«al 1 %

-HCral 1 %

- Metanol (RA)

- Cloroformo (RA)

- Etanol (RA)
Amoniaco concentrado (aproximadamente 25 %)

- Sulfato de sodio anhidro (RA)

- Reactivo de Mayer (a)

- Reactivo de Wagner (b)

- Reactivo de Dragendortf (c)

- Reactivo de Sonnenschein (d)

- Reactivo de Hager (e)

- Reactivo de Scheibler (f)

- Reactivo acido silicotungsténico (g)

(a) Reactivo de Mayer: disolver 1.36 g de HgClz en 60 mi. de agua y 5 g. de Kl en 10 mL.
de agua. Se mezclan las dos soluciones y se aforan a 100 ml. con agua destilada.



(b) Reactivo de Wagner: disolver 1.27 g de yodo (resublimado} y 2 g. de Ki en 20 m! de
agua, aforar a 100 ml. con agua destilada
(c) Reactivo de Dragendortf. disolver 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mi
de acido nitnco y 27 2 g de Kl en 50 ml de agua Se mezclan las dos soluciones y se
dejan reposar 24 hrs Se decanta la solucidn y se afora con agua destilada a 100 mi
(d) Reactivo de Sonnenschein a 100 m! de solucién cahente de molibdato de amonio (43
g/ 100 mi ), agregar 100 mi de una solucidn cahente de fosfato de sodio dibasico anhidro
(10 g/ 100 m!} A esta solucron clara se le adicionan 10 mil de HNO: concentrado El
precipitado amarniio que se forma se deja reposar durante una hora Decantar el liquido
sobrenadante y desecharlo, suspender el precipitado amarniio en 50 mi de agua destilada
y calentar A la suspension cahente adicionar 100 m! de Ia solucidn de carbonato de sodio
anhidro caihente (28 g/ 100 m!) Debe formarse una solucion clara. evaporar esta solucion
en una capsula de porcelana a sequedad, flamear la superficie del! polvo con el mechero
tas sales de amonio Pesar el polvo, que debe ser
de agua deshlada cahente. calentar y

hasta encendefse para evaporar
De esta

aproximadamente 30 g ODisolverlo con 200 m!
de HNOs concentrado, agregar agua destitada aforando a 300 mi

adicionar 50 mi
manera, la solucidn resultante debe ser amanilla, clara de acido fosformolibdico
preparar una solucion acuosa saturada de acido picrico (2 g/ 100

(e) Reactivo de Hager
mi)
(f) Reactivo de Scheibier disolver 10 g de tungstato de sodio y 7 g de fosfzito disdédico en

50 mi de agua La solucion se acidula con HNO
(9) Reactivo acido siicotungsténico disolver 5 g de acido sihcotangstico en HxSOx 6 N,

necesano para preparar 100 mi de solucion

Procedimiento
Se colocan de 2-4 g de muestra seca y molida en un vaso de precipitados,
(agitando interrumpidamente) Filtrar la mezcla y lavar el residuo con 20 m! de metanol y
12 ml. de HCI al 1 %, agrtar la mezxcla y fiitrar Lavar el residuoc con 8 m! de HCI al 1 %.
combinar los extractos fiitrados y alcalimizar con amoniaco concentrado Extraer con 3

agregar 40 ml de metanol y dejar en reposo toda la noche. Calentar 4 horas a 50°

porciones de 20 mi cada una de cloroformo, dando la fraccion A

A la solucidn acuosa residual de la extraccion anterior se procede a extraeria con
una mezcia de cloroformo-etanol (3.3 v/v) con tres pociones de 20 ml cada uha, con lo
que se obtiene la fraccidn B Agregar sulfato de sodio anhidro Postenormente, las dos
fracciones A y B, son evaporadas en un rotavapor por separado, y el residuc es
resuspendido con 1.8 ml. de HClal 1 % y 1 5§ ml de cloroformo, se agita vigorosamente y



la fase acuosa de cada fraccion es pipeteada y filtrada a través de algodén y dividido en 7

porciones; estas allcuotas son ensayadas con los 7 reactivos para alcaloides

1.- MAYER precipitado blanco

2.- WAGNER precipitado color marrén
3.- DRAGENDORFF precipitado anaranjado

4.- SONNENSCHEIN precipitado color amar:lio
5.- HAGER precipitado color amaritio
6.- SCHEIBLER precipitado blanco-grisaceo

7.- ACIDO SILICOTUNGSTENICO precipitado blanco-grisaceo

Nota: El reactivo sélo debe afadirse a soluciones previamente aciduladas con HCL &
H2S0O« diluidos La solucidn no debe contener acido acético o etanol porque disuelven el
precipitado. Solamente deben agregarse unas cuantas gotas de reactivo porgue algunos
alcaloides son solubles en exceso de reactivo

Interpretacion de resultados Debido a la frecuencia de reacciones falsas-positivas con los
reactivos comunes de alcaloides, sdlo se considera como positiva la presencia de este tipo
de compuestos, cuando cualquiera de las fracciones A y B den reacciodn positiva con los 7
feactivos antes mencionados Hay que mencionar, que para el caso del reactivo de Hager,
debido a su baja sensibilidad, cuando da reaccidn negativa y todas las demas dan
reaccion positiva, este resultado se puede descartar, considerando positiva la presencia de

alcaloides en la muestra

DIGESTIBILIDAD RUMINAL "IN VITRO"
Fundamento

La técnica esta basada en la simulacion de la digestion de los rumiantes. Para
ello se pone en contacto la muestra con liquido ruminal;, de esta forma se desarrolla una
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digestion bacteriana y postenormente con pepsina en medio acido se realiza una digestion

enzimatica (43)

Materia/Reactivos
Bafio de agua con agitacion y control térmico LAB-LINE INSTRUMENTS
Tubos de cultivo N° 9826

- Solucién amortiguadora de McDougal! (a)

- Solucidn de pepsina acida (pepsina con actividad 1 10 000) (b)

- Solucidn amortiguadora-tiguido ruminal (c)

- HCI 6N

- Solucitn de MgCiIz al 4 %

Solucién de HCI 3N

(a) Solucion amortiguadora de McDougall se preparan las siguientes soluciones:
Solucién 1: Na:HP Q4 3.7g, NaHCO2 9 8 g, agua desionizada 40° C y aforar a 1000 mi
Solucion 2 NaCl 4.7 g, KCI 57 g, CaCl: 0 4 g. MgCI2 0 § g, agua desionizada 100 ml
La solucién amortiguadora se prepara adicionando 10 ml de ia solucidén 2 a 1 htro de Ia
solucidn 1, se agita durante 1S min Las soluciones deben prepararse e! mismo dia de su

uso.
{b) Solucion de pepsina acida se pesan 0 2 g de pepsina y se disuelven en 1 ml de HCI 6
N. Esta relacién es por tubo

se obtiene el liquido ruminal de una vaca

(c) Solucidn amortiguadora-liquido ruminal
fistulada, filtrando e! liquido a través de una gasa Es mportante mantener la temperatura

del liquido rurmnal a 38° C para conservar las condiciones del rumen Se ajusta el pH de la
solucidn amortiguadora a 7 ( cada tubo requiere de 5 ml de sol amortiguadora ajustada),
se aciciona 1 ml de ia soiucion de MgCi: al 4 % por cada htro de solucidn amortiguadora a
utilizar Se toman 5 mi de esta solucidn ajustada y se mezclan con 15 ml de liquido
ruminal (relacidn por tubo) Introducir en un bafo de agua a 38° C la solucidn
amortiguadora-liquido rum:nal y burbujearte CO:> de 5-8 min

Procedimiento.

Pesar 0.25 g de muestra finamente mohda en cada tubo (la determinaciéon se
realiza por triplicado) y adicionarie a cada tubo 20 m! de la solucidn amortiguadora-liquido
ruminal a 38° C, burbujear CO: al tubo y cerrario. Introducirlos en un bafo de agua
previamente calentado a una temperatura de 38° C Tapar el bafio en donde estan los

tubos para mantener las condiciones de oscundad que prevalecen en el rumen, conectar la
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digestion bacteriana y posteriormente con pepsina en medio acido se realiza una digestiéon
enzimatica (a3

Materia/Reactivos

Banfo de agua con agitacidon y control térmico LAB-LINE INSTRUMENTS
- Tubos de cultivo N° 9826

- Solucion amortiguadora de McDougall (a)
- Solucidn de pepsina acida {pepsina con actividad 1 10 000) (b)
- Solucion amortiguadora-liquido rurminal (c)
- HCI 6N
- Solucién de MgCilz al 4 %
Solucion de HCI 3N

(a) Solucion armontiguadora de McDougall. se preparan las siguientes soluciones:

Solucion 11 NazHPO4 3.7g, NaHCO= 9.8 g. agua desionizada 40° C y aforar a 1000 mi
Solucion 2. NaCi 4.7 g, KC1 5.7 g, CaClz 0 4 g, MgClr O 6 g, agua desionizada 100 mi

La solucidn amortiguadora se prepara adicionando 10 mil de la solucidn 2 a 1 litro de la
solucién 1, se agita durante 15 min Las soluciones deben prepararse el mismo dia de su
uso.

{b) Solucidn de pepsina acida se pesan 0 2 g de pepsina y se disuelven en 1 mi de HCI1 6
N. Esta reiacidon es por tubo
(c) Solucion amoruiguadora-liquido ruminal

se obtiene el liquido ruminal de una vaca
fistulada, fltrando el liquido a través de una gasa. Es impornante mantener la temperatura

del liquido ruminal a 38° C para conservar las condiciones del rumen Se ajusta el piH de la
solucion amortiguadora a 7 ( cada tubo requiere de 5 mi de sol. amoruguadora ajustada),
se adiciona 1 mi de 1a solucidn de MgCl: al 4 % por cada litro de solucion amortiguadora a
utilizar. Se toman 5 ml de esta solucidn ajustada y se mezclan con 15 ml de liquido
ruminal (relacion por tubo) introductr en un bafco de agua a 38° C la solucion
amortiguadora-liquido ruminal y burbujearie CO:> de 5-8 min

Procedimiento

Pesar 0.25 g de muestra finamente molida en cada tubo (la determinacion se
realiza por triplicado) y adicionarle a cada tubo 20 ml de a solucion amortiguadora-liquido
ruminal 3 38° C, burbujear COz al tubo y cerrarlo.

Introducirilos en un bafio de agua
previamente calentado a una temperatura de 38° C. Tapar e! bafio en donde estan ios

tubos para mantener las condiciones de oscurndad que prevalecen en el rumen, conectar \a
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agitacion y dejarios durante 48 hrs. Transcurrido este tiempo sacar los tubos del bafio y

adicionarles unas gotas de HCl 3 N con la finalidad de detener la digestion bacteriana,

enseguida adicionarie a cada tubo 1 ml de la solucidn de pepsina acida, agtar

suavemente los tubos para mezclar |la pepsina, taparios e introducirios al bafic de agua,
poner la ag:itacion, tapar el bafio y dejarios en esas condiciones durante otras 48 hrs. Al
término de este tiempo sacar los tubos del bafio y filtrar con ayuda de vacio su contenido
sobre papel filtro Whatman N° 541( previamente puesto a peso constante a una
temperatura de 100° C), lavar el residuo con agua destilada y finaimente introducir el papel
con el residuo a la estufa para la ellminacion de la humedad a 100° C y hasta que esté a
peso constante. De manera simultdnea se corren blancos (todos los reactivos, excepto 1a
muestra)

Caiculos
Se reporta el % de digestibllidad de las muestras

% Digestibilidad = MS_-(M S resdug - M S blance) x 100
M S
M.S. = Gramos de muestra seca = muestra - (muestra_x_% humedad)

M.S. residuo = peso del residuo seco de la muestra en gramos
M.S. blanco = peso del residuo seco del blanco en gramos

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES Y NO REDUCTORES POR DNS
Fundamento.

Se basa en la reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico por azicares reductores
dando lugar a la formacion de un complejo colorido, el acido 3-amino-5-nitrosalicilico,




cuya intensidad de color se mide espectrofotométricarnente a 540 nm. Deteccidn 0.2-2
mg/ml. (a4)

Material/ Reactivos

Espectrofotdémetro SEQUOIA TURNER MOD 340
- Solucidn saturada de acetato de plomo
- Oxalato de sodio R A
- Solucion estandar glucosa (a)
- Solucidon estandar de azucar invertido (b}
- NaOH S5 N
HCt conc
- Solucion de DNS (c)

(a) Solucién estandar glucosa: disolver 1 g de glucosa anhidra G R. en solucidn de acido
benzoico al 2 %, aforando a 500 mi

1 mi de esta solucidn = 0.002 g de glucosa
(b) Solucibn estandar de azucar invertido. pesar 1. 80 g de sacarcsa G R, disolver en un
matraz aforado de 100 mi con 60 ml de agua, calentar a 65° C en bafo maria y adicionar

5 mi de HC! conc, dejar en reposo por 72 horas Tomar 25 mi de esta solucidn y
neutraiizar con NaOH 0.5 N, enfnar y aforar a 500 ml

1 mi de esta solucidn = 0 001 g de azicar invertido

{c) Solucion de DNS: disolver 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico en 50 mi de agua a los que
se les ha adicionado 20 m! de una solucién de NaOH 2 N Después de que todo el matenal
se ha disuelto, se adicionan 30 g de tartrato doble de sodio y potasio y una vez disueltos,

se lieva la mezcla a 100 ml Esta solucion debe ser almacenada en un frasco ambar
protegida del bidxido de carbono y luz

Procedimiento

Determinacidn de azucares reductores directos. Pesar de S a 10 g de muestra en un vaso
de precipitados y pasar cuantitativamente a un matraz aforado de 250 mi, agregar
aproximadamente 125 mi| de agua destilada y agitar 1o suficiente para que todo el material
soluble se disuelva. Agregar 1 ml de solucién saturada de acetato de plomo neutro, agitar
y dejar sedimentar, s el liquido sobrenadante aun esta muy turbio o colondo adicionar un
poco mas de sol. de acetato de plomo, agitar, aforar y mezclar perfectamente Vaciar a un
vaso de precipitados y agregar oxalato de sodio © potasio sdlido, agitar, dejar sedimentar,
filtrar y comprobar en los primeros miliitros del filtrado si1 se elmind todo el exceso de
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plomo, adicionandole una pequefia cantidad de oxalato (no debe precipitar) Esta es la
solucion 1
Determinacion de arzucares reductores totales. Tomar 50 mi de la solucidn 1, ponerlos en
un matraz aforado de 250 mi, adicionar 100 m! de agua, calentar a 65° C en bafio marla,
sacarto del bafo y agregar 10 ml de HCI conc , dejar en reposo 72 horas y neutralzar
usando NaOH S N, enfrniar y aforar. (Solucién 2)
Cuantificacion  Tomar 1 mi de la solucidn, adicionar 1 ml de DNS y calentar en bafio
maria por 5 min, enfriar y diluir con 10 mi de agua destilada Ajustar el espectro con un
blanco de reactivos y agua igualmente tratado que en ia muestra a 540 nm

Cuantificar los azicares reductores directos y totalies, interpolando los valores de
absorbancia obtenidos en la curva estandar de glucosa en concentraciones de 0-2 mg/ mil,
para el caso de los azucares reductores directos y en la curva de azucar invertido
{sacarosa) en concentraciones de 0-1mg/mi, iguaimente tratada como en la muestra, los
azucares reductores totales

Preparacion de las curvas patron

Curva patrén de glucosa_ solucidn 2 0 mg/ my

Tubo mg/ mi ml solucidn de glucosa ml de agua
blanco [¢] o 10
1 04 02 o8
2 0.8 o4 06
3 1.2 06 0.4
a 1.6 o8 02
5 20 1.0 00

Curva patrén de azacar invertido. solucidn 1mg/ mi

Tubo mg/ ml mi solucion sacarosa hidrolizada | ml de agua
blanco |0 o] 20
1 0.2 o2 1.6
2 0.4 0.4 1.2
3 0.6 0.6 08
4 0.8 08 02
5 1.0 1.0 0.0




Calculos

Determinacién de azucares reductores:

% az red. = mq de glucosa x aforox 0 1
g de muestra

Determinacion de aziucares no reductores:

% az. no reductores = % Az red totales(azudcar invertido) - % Az. red. directos(azucar
invertido)

% az. red. totales = mg de azucar invertido x atoro 1 x aforo 2 x 0 1
alicuota x g de muestra

% sacarosa = % az. no reductores (azucar invertido) x 0.5

% azucares totales = % sacarosa + % azucares red.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las pruebas se realizaron tanto en el fruto seco como en ei que estaba en
madurez fisioldgica (fruto maduro con alta humedad) por tniplicado, ya que se queria
observar si a grandes rasgos se tenia alguna ventaja en cuanto al contenido nutricional de
una sobre fa otra Sin embargo, no se proporcionaron los datos del mes de fructificacién y

recoleccion de cada una de las sermillas, m los dias apraximados de desarrollo en el que

se encontraba el fruto en “madurez Nisioldgica”, por lo que éste podia encontrarse en un

fistoldgica © posterior y cercano al de madurez
Consideramos que debe haber diferencias, ya que el contenido de compuestos en el fruto

estado anternor al de madurexs

Que termina completamente todo el proceso de desarrolio en la planta varia de aquelia,

Que aunque Madura, se corna antes de terminar su ciclo que es la desecacion del fruto en

la misma planta En madurez fisiologica los frutos son verdes. con abundante jugo

azucarado y hisos. que ai secarse en la planta el exocarpo se torna amantiento y rugoso
En cambio, aquél que se conto al alcanrarse 1a madureX is1010gGICa ¥y que se secd en una
estufa con cornente forzada a 55-60° C por 24 hrs, el exocarpo no cambio de color, sino
que se quedos verde y rugoso

En el cuadro 1 y 2 se presentan los resultados del andlisis proxmal En éste se
puede observar que en la semiila el contenido de proteina ¢s bajo en comparacion con el
que presentan generalmente las leguminosas (17-30 %). E! bajo contenido de proteina de
esta leguminosa, podria ser atnbuido a 1a nexistencia de noduios en la raiz

. sin embargo,
no se sabe si

Styphnolobiurm burseroides los tiene o no, pero la especie que se ha
estudiado dentro de! género Styphnolobium, no posee nodulos El contemido de grasa y

fibra de esta semilla es alta en comparacidn con el de las leguminosas de ConNsumMo

comun, el cual varia del 1-3 % en cuanto al conternido de grasa, a excepcion del cacahuate
(43 %) y la soya (18 %), y del 3-5 % en contemido de fibra El alto contenido de fibra, que
no es usual en la semilia, se debe a que la cublerna o testa es Muy gruesa y dura en esta
leguminosa, tal vez como un medio de proteccidn contra depredadores,

ya que como
veremos mas adelante, esta leguminosa tiene un bajo contenido de toxicos. En cuanto al
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contenido de carbohidratos asimilables y cenizas, los valores son muy semejantes al de

las leguminosas de consumo comun

Cuadro 1. Analisis Proximal de Styphnolobium burseroides
g/ 100 g muestra (Base humeda)

Oeterminaciones Fruto seco Fruto en madurez fisiologica
(%) (%)
Semilla Vaina Semiia__{ Vaina
Aumedad 675 561 69 54
Proteina 1159 185 438 108
Grasa 788 0 65 23 8
Fibra 1784 2792 [X-F) 709
Conzas 307 275 08 026
Carbochidratos asimilables” 5289 58 22 1726 2124
AZucares Arucares Arucares Azucates
ted no red red no red
36 62 16 70 5757 | 822

=Carbohidratos asimilables por diferencia
Humedad de la harina de ta semilla del fruto en madurez fisiologica = 10 73 ‘%

Humedad de ta vaina en trozos det fruto en madurez fisiologica = 11 96 %

Cuadro 2 Analisis Proximal de Styphnolobium bursoroides
g/ 100 g muestra (Base seca)

Determinaciones Fruto seco Fruto en madures fisiologica
() {%)
Comila Vana Semiiia Vaina
Broteina 12 43 202 14 30 353
Grasa 843 671 722 060
Fibra 1913 3055 18 47 23 21
CTenzas 323 300 332 281
[= 56 78 63 71 56 69 €9 a3
Azucates | Azucares Azucares Azucares
tod no red red no red
s222 | 1871 6539 | 934

El contenido de grasa y proteina es mas alto en la semilla que en la vaina, ya que

es en la semilla en donde se concentran mas estos nutrientes Las vainas presentan
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mayor contenido de fibra cruda que las semilias, ésto se debe a que las vaimnas estan
constituidas de mayor cantidad de carbohidratos estructurales que las semillas En cuanto
al contenido de carbohidratos, las leguminosas son una buena fuente de energia, y ésto
rasuita interesante en este fruto, ya que no solamente la semilla ttene grandes cantidades
de carbohidratos, sino que también la vamna, solamente que a diferencia de la semilla, en
la vaina se encuentran una gran cantidad de azucares, por lo que 1a varna resulta ser dulce
y pegajosa, de ahi que este fruto sea especialmente una buena fuente de energia

En cuanto a la composicion proximal de ambos trutos se puede observar que cast
no hay diferenc:a entre ellos De ahl, que se piense que aquel que se considerd como en
madurez fisiolégica, realmente se encuentre en un estado de desarollo mucho mas
cercano al de madurez y que la diferencia entre los valores de los nutrientes estén dentro

de la vanabiidad gque presenta esta especie

Cuadro 3 Contenido de aminoacidos no indispensables en Styphnolobiurn burseroides
g aminoacido/ 16 g N

Proteina Cruda Proteina Verdadera
aa Fruto seco Fruto madurez Fruto seco Fruta madurex
(%) nsiologica (%) (%) fisiologica (%)
Asp 517 12 04 1387 1850
Glu 1573 2463 2368 2805
Ser S8 690 1397 1065
Pro 752 393 1132 607
Ala + Gl 119 1309 1791 2022
Tir 496 373 7 ad 675
Hrs 289 270 435 42
Arg 1263 934 18900 1442




Cuadro 4. Contenido de aminoacidos Indispensables en Styphnolobium burseroides

g aminoacido/ 16 g N

Proteina Cruda T Proteina Verdadera
aa Fruto seco Fruto madurez Fruto seco Fruto madurez Patron FAO *
%) fisiologica (%) (%) nisiologica (%)
lle S37 S 10 810 787 40
Leu 8 a7 817 1276 1262 703
Lis S 66 s78 8 52 893 5 a4
Tre 496 431 7 a7 66 40
Tri QS8 joR=<] o83 o9 096
Vvai 799 651 1203 1005 Q496
Met a7rs 1.00 112 154
Tot 145 19 217 229 a72
azufrades
Fen 3o S a2 588 83
Tot 8 86 flra=) 1322 1506 608
arom

® Patron FAO (as)
Tot azufrados = metionina + cistina

Tot arom

= fenilalanina + tirosiNa

E£n el cuadro 3 y 4 podemos ver el perfil aminocacidico de ambas muestras. En
éstas podemos observar que la cahidad de la proteina es buena st se suplementa con

cereales, ya que es deficiente en aminoacidos azufrados y triptofano, pero nco en lisina y

en los demas aminoacidos esenciales Esto se puede observar meyor en et cuadro 5, en
donde se muestra la calificacidn quimica de ambas muestras




Cuadro 5. Calificacidn quimaca de la proteina de Styphnolobium burseroides

Proteina Cruda Proteina Verdadera
aminoacidos Fruto seco Fruto madurez Fruto seco Fruto madurez
fistologica fisioiogica
lie > 100 > 100 = 100 = 100
Ley > 100 =100 > 100 > 100
Lis > 100 > 100 > 100 > 100
Tre > 100 > 100 = 3100 > 100
Tn S8 33 51 15 875 94 79
vVal > 100 =100 > 100 > 100
Tot. ;072 2157 4597 <8 52
azufrados
Tot = 100 > 100 > 100 = 100
arom
Calificacion 30.72 31.57 45.97 48.52
quimica
aminoacido azufrados azutrados azufrados azufrados
limitante

Calficacion quimica = g de a.a_muestra problema x 100
gdeaa patron

En éste se puede ver que los ammoacidos mas escasos son los azufrados,

siguiéndole el tnptofano. E! contenido de aminoacidos, en general, estan por encima de o
recomendado por ia FAQO (a5 E! calculo se realizd tanto con la proteina cruda come con la
verdadera, ya qQue en la bibliografia el dato que generaimente se reporna es el de proteina
como esta muestra contiene una proporcién considerabie de

cruda. Sin embargo,
los calculos también se realizaron a partir de la

nitrégeno no proteinico (cuadro 6),

proteina verdadera
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Cuadro 6. Contenido de proteina cruda, verdadera y mitréogeno no proteinico en

las muestras de Styphnolobium burserowdes (base humeda)

Fiuto seco

Fruto en madurez fimoclogica

Protsina cruda g no cruda l Protena Nitrogena no
(%) verdadera (%) proteico (%) (%) verdadora (%) proteco (%)
1159 77 3356 1277 877 T 31 232

A pesar de ello, siguen siendo hmitantes los aminoacidos azufrados y triptofano
El nitrégeno no proteinico se puede deber, a la presencia de aminoacidos raros en Ia
muestra Se cree que pueden existir en la muestra. dado @ que en el aminograma salieron
picos que no corfrespondian a aminocacidos proteinicos Ademas, como se puede ver mas

adelante, 1a muestra no presento ni alcalodes, ni glucosidos cianogenicos, sustancias que

también aportan nitrégeno

La calidad de esta proteina es comparable con el de l1a lenteja (C Q 31) y el del

frijol comun (C Q 34)

En cuanto al contenido de aminoacidos y calidad de la proteina se observa una

situaciodn semejante a lo expuesto anternormente

Cuadro 7. Contenido de Factores antinutricionales y toxicos en Styphnolobium burseroides

de Femagiuh S A &l a
Trpwina - U Hmg muestra Ciancgenicos
(UTUmg muestra) (tituio)
S v [ v < v < S v
Fruto seco 5435 063 4 [) 10 66 25 33 - - -
Fruto en 3602 © 42 & o 10 66 $262 - A
madurez

S = semilla
V = vaina

En la determinacion de saponinas, el estdndar presenté un titulo de 8, lo que corresponde a 6849 U H./mg
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En el cuadro 7, podemos observar el contenido de téxicos en ambos estadios. En
cuanto al contenido de hemaglutininas, observamos titulos en la semila, pero no en ia
vaina. En la vaina se observd hemodlisis en [os primeros pozos y no aglutinaciéon, par lo
que no se puede asegurar si hay o no presencta de hemagiutininas en la vaina. ya que

pudieron ser enmascarados por la hemohsis
El contenido de intubidores de tripsina fue mayor en la semiila que en la vaina, lo

cual es légico, ya que el contenido de proteina en la vaina es muy pequefio
En cuanto al contenido de saponinas, la varna del fruto seco presento el contenido

mas alto (8533 U.H/ mg de muestra), el cual es un valor alto si1 lo comparamos con los
datos reportados para la alfalfa (213 U H/ mg de muestra) y haba (427 U H/ mg de

muestra)s. La presencia de saponinas era evidente, ya que en soluciones acuosas la vaina

formaba espuma y también presentaba sabor amargo
Se reahzd la determinacién de alcaloides y glucdsidos cranogénicos tanto en la

vaina como en la semilia, resultando negativa su presencia

Cuadro 8. Digestibilidad protelnica “in vitro” (simulando la digestibilidad de los
monogastricos) y digestibilidad rumwnal “in vitro”™ de Styphnolobium burseroides

Estadio En monogastricos Con liguido ruminal
(%) (%)
Semilla Frauto entero
Fruto seco 5487 €979
S6S 746

Fruto en madurez fisioldgica

3 Datos tomados de Girtn (41)
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Se realizd la prueba de digestitiidad “in vitro™ para ver qué tan digerble era la
proteina de esta leguminosa para los monogastricos, aunque de antemano se supuso que
el porcentaje de digestibiidad seria bajo. dado el contenido tan alto de fibra Con ésto, se
corrobord que esta leguminosa no es recomendable en la alimentacién humana por su
baja digestibilidad, la cual podemos observar en el cuadro 8. sin embargo, podria resultar
buena para la alimentacidn ammal, especialmente de rumiantes, ya que ellos s pueden
aprovechar los carbohidratos estructurales [De ahi, que se realizara una prueba de
digestibiiidad ruminal “in vitro”™ En el cuadro 8, se presentan los resultados obtenidos en
esta prueba, realizandose en el fruto integro. ya que los rumiantes consumirian de esta
manera la leguminosa Se considera que a partir de un 45 % de digestibilidad ya es un
buen forraje Agui., nos podemos dar cuenta que el % de digestibiidad de esta leguminosa
es alta para el caso de los rumiantes, pot 1o que resulta una buena tuente alternativa en su
alimentacion

Dado a tos resultados obtenidos, podemos considerar que el estado de desarroilo
de los dos frutos analizados es el mismo o muy cercano, por lo que las peqguefas
diferencias encontradas pueden deberse a la vanabilidad de la especie Sin ernbargo,
resultaria de interes estudiar a la especie tomando lotes de diferentes regiones y en
diferentes épocas para poder establecer la vanabihdad de esta especie, asi como estudiar
a la leguminosa en distintas fases de desarrollo, bien controiadas, para poder, de esta
manera, determinar en qué estado de desarrollo conviene consurmria, por las ventajas
nutricionales que pueda ofrecer E£sto, sobretodo, por ia region en |la crece esta leguminosa
silvestre, en donde la actividad ganadera es pnmordial y aungue pobre en cuanto a

rendimiento, resulta una excelente fuente de alimento para los rumiantes
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CONCLUSIONES

Por su alto contenido en fibra, carbohidratos asimilables y grasa, esta leguminosa

resulta una excelente fuente energética en la alimentacién animal, especialmente de los

rumiantes.
La proteina, aunque baja en contemdo (semejante al de los cereales) es de buena

calidad si se suplementa con cereales
La semilla de esta leguminosa es limitante en aminoacidos azufrados y triptofano,

pero con elevado contenido de iisina
La suplementacidn que debera hacerse es una mezcia en que la proporcion de

proteina sea 1'1 de la leguminosa-cereal

El contenido de tdxicos encontrados es bajo para el caso de inhibidores de
tripsina y hemaglutininas, y nulo en el caso de alcaloides y glucdsidos cianogénicos

El contenido de saponinas es alto en comparactdn con el de leguminosas de
consumo comun; sin embargo, la toxicidad de este tipo de compuestos todavia esta en

discusion.
El alto porcentaje de digestibiidad de la leguminosa sugiere el uso del fruto

integro en la alimentacion de rumiantes
El valor nutritivo de esta leguminosa es adecuado para la alimentacién animal,

especialmente de rumiantes
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