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INTRODUCCION.

Las plantas

1as sspecies dal genero Thecbroma pertenecen a
1a tasilia de las esterculs

(atrcuiace

\ torma

por 22
especion (11 una do las cunles

o1 cacao (Theobrona cacao L)y

Gnica que presents inportancis conercial (2, las otras

variedades estan insuticiontenente

tuiadas 3.

La senilla el cocoo tiene una mportancia comercial muy
rande, sotive por el cual ha sido y sigue siendo cbjeto de

funerosos eatudios ave han sarvido para el

tecnologta aplicads a su procesaniento y utilizacion.

Noy we ha Gesarrollado ya una poderces industris de cacao en
boivo, e mantaca de cacao, de Serabe y pastas, a la ver que la
presentacion del verdaders chocolate toms ail formas y matices.
Al mismo tiemo que esta industria se ha popularizads ha
provocado una damanda extrardinaria do cacse que ha dade lugar
a dos tenamenca, por un lado, una oran sequridad en el fusuro de
108 sgricultoras que se dediquen & este cultivar por otro lado el

arto o1 estue

o da otras
varisdades silvestres pertenecisntes a esta familia con ol

Proposito da averiguar i por su contenido de teobromina, or

v

otros comenentes pudseran ser utilizadas con low misecs fines

que 12 tneobroma cacao, © si presentan alguna otra popiedad v

pusdan ser utilizados dentro de la dieta coaan.

Las especies tel genero Theobrons conocidas en Hexico sont el

cultiva en los estacos do Chispas y Tabasco, 1a



“castarrica® (Thwabroms angustifolius  D.C.) y el ‘patadte”

(Theabross bicolor W.B.), aue racen en forma ailvestre on el

astado de Chisn:

fuestro pats y la

La ampiia flora siivestre
sustitutos de alounos nutrimentos ha hecho ue con base 4 los
resultados obtenidos en La presente investigacion e plantes la

tros com poniblen

Utilizacion de las dos theobromas silve

sustitutos del cacao.,



oBserivor

Conocer 1a comgosicion quinica de dos acpecie
de Theotromas silvestres y su comparacisn con

10 Theobroms cacao.



2 mirecesenes
2.1 WISTORIA DEL CACAD

£n 1a epoca de 1a Conquista de Mexico, & principios del siglo

XVI, 108 grancs de caces no solo

utilizaban para preparar una

bebida, sino tashien como meneda, a vecn- b

pagar a1 tributo &
los sedores asteces, y tambien en diversos usos ritusles y

sedicinalos (Thomoson, 1936) ().

E1 grano de cacao ara alemento

encial en 1a vida azteca
aunque no figuraba coao alimento fundasental, sino secundario, al
Lado dol matz ).

€1 uso del cacao como bavida se hall

restringide a las

12 sociedad de aquellos tiespos, en cambio

o1 anpieo de las semillan como moneds era general,

o tal nanera

que pusde decirse ue constituia 1a base del sistens comrcial

@.

r

tilizar el cacao coms allmento existian diversos

brocedistantos. EL cacao ara secado al aire y conservado en wstas

condiciones, se preparaba tostandolo en vasiias de tiarra, con lo

aue

iniciaba ol aroms y podian separarse facilmente o mano la

cuticula v 1a pulps

Bien en frie, para preparario en polve, ©

bien en caliente, para formar una masa radond:

€1 cacao no era
consunido sole, sino sezciads principalaente con maiz nolide,

50 horvia amagiendole otros inoredient;

cono vatnilla o alguna

otra especia, haciendo con 1a mezcla una

toa ewpesa Hamada
cnocotatt ().



Los esparoles descubrioron que con los granos de cacao s

Podta hacer otra bebids asw ssbrosa para sllos, mexclindolos con

azicar. En euta foras se hizo popular en Espana, de donde s

extenais a otros

e Europa. Como resultado de ello, los

espafoles introdujeron el cacao & algunes otrs

do s
posesiones. Do esa mwnera, el cultivo del cacao se extendis a

Trinigad y & otras islas y paises del Caribe, que abasteciercn la

creciente cemanga de Europa. € el wiglo XVII el gusto par 1a
besida e cacao paso de Espana a Francia e Inglaterra, pero

resultaba costos

consumiendose, por ejemple, en las c

artstocraticas tnglesss 3.

2.2 soraica.

E1 cacao es un arbol que en condiciones naturales, esto ea
s0netido & una extensa sosbra, medio asbiente Hibio y hisedo (3),
1a temperatur

e 18 C-40°C ¥ husedad relativa que 1lega al 100%,
na precipitacion anual minias de 125 cantimetros (6) alcanza

alturas de 4 2 8 metros.

€1 tronco ex bastante tortuose @

ereqular,

hotas, las flores y frutos se nallan represent
poca del afo, y participan cada wno ce ellos en divers
proporcion en 1a constitucion del cacao segun se exprasa en el



CURDRO Kot

consTiTUCION DeL CACAO

onaano. % ex peso
Rateos. 2
Tronco. 20
Ranas .

Flores y Frutes s

Las flores son pequedas, de aproxinsdasente | centisetro de
atametro ),

color rosa a blanco, no nacen aisladas ine en

inflorescencias aue tienen su iniciacion en 1a axila de 1a hosa

caten .
E fruto es una capsula que sequn la especte v la variedad
adopta diversos tamatos y colores con ligeras alteraciones de

En plona madurer es oval, alargada o incluso esferica, de

cotor dors

0 2 rojo, su longitud, segin 1a varissas o

102

centinetros, con un

50 de 200 a 500 gramos. En el centro del

fruto un corden Tibroso, blanco, sirve o

astento a c

1oz qrancs o aleendras, ue se hallan envueltos en

blanca o crenosa, muy dugoss y azucarada.

L

semilias won diversss en tasato y forsa, e acuerdo con

13 variedad, son tasbien diferentes dentro o el fruto, pues las



o 108 outrenos son nas pequeras, aplastades y deformes, suelen
tener 2 continetros oo largo, 0.7 cantimetros de espesor y 1

continetro de ancha. (3.
2.3 VARIEDADES SILVESTRES.

Las espucine silvestros son nuserosas, ©i de mamento esta
ospecios no tienen interes practico por el escaso valor conercial
e sus productos pueden en un futuro proxine ser un material vy

Estos  parientes del caca o son introducidon en cultive,

bers algunos son aprovechados por 1ot indigenas de los pat

aue nacen en forma silvestre (2.

Thecbrosa bicolor, Humb et Banpl . timne extensa dres do
Gispersion desde el Ecusdor 4 Héxico, donde recibe diversos
nonbres cono pataste de México a Nicaragus, ‘cacao blanco en ol
Ecusdor, "bacao® y “cacao silvestre® en Colombia, ‘eacao tiore’
n atras regiones, su desarrollo es considersble pues 1laga & lon
14 natros de altura, 1o que nace que en Nicaragua 1o empleen para

Ranas con tendencia a la horizental, frutos ovales con cinco
smurcos profundos y otros cinco alternos menos hundidos, a la ver
ue toda la superficis estd recorrids par otros salientes de

trazado reticutar.

EL fruto msdura con un tono amarillo palido en la chscar

pulpa sy dosarrollada, semil

e bl cusndo st

bor agr




troscan

Ee carsctoristica s floracion que se produce en las axilas

tnctuso ae 1.

16 aue distingue del cacan
ordinarto, 3 la ver aue la inflorescencia se presenta e una
cina bien aparente y desicrollads. Corteza del tronco grussa que

cicatriza dificiinente. ().

La pulpa de las seaillas cel pataste se utiliza en la

breparacien de una bebida refrescante y laz

mazcladas dan un chocolate suy asargo. (61

Thecbrosa angustifolina D.C.

En o1 Brastl utilizaban v

tene que ver con 10s acreditados cacacs sexicanos y ecustorianos

de iousl nomre ressoctivasente e de flores smsrillents

fructifican en rama joven y hojas estrechas. (5,6

4 EXTENSION DEL CLLTIVO DE CACAO.

caveceras

o 1a cuenca
Gl Anazonas y se suede suponer aue en tiespos antiguos una
poblacion natural de Thecbross cacao se diseming por toda la
parte cantral de 1a zona Asszenica Guayans, hacia el oeste y al
norte,

Istno de  Panems (Custrecasan, 1960),

raciente del origen de los dos tipos principaies




Cricllo y  Forastero, encontrandose el priserc al norte ¥
occidente Ge los Mades y al segundo en la Cuenca del Amazonas.
@.

Su cultive se na 1do extendiendo por otros patzes tropicales,

un medto apropiade on que resulte

siempre manteniondose dentro
cconomico su cultive, evitanco sonas friss por excesivamente

o s escasas, mal repartidas

Se puede semalar coso limite sproximado de su cultive, la
isla de Cuba (paralelo 22 Norte) y la fsla de la Reuntén
(paratelo 21 Sur.

Los paises en que actualmente se cultiva el cacas pusden
agruparse en grades zenass

eRicA

Amazonica.- Drasil, Gusyans Francesa, Guayana Holand

Teinidad, Gransda, Susdalupe,

Venezvela, Cotombia,

Martinica, Dosinica, Sn.vicente, Sta.Luc
Domtnicana, Haiti, Jamaica, Puerto Rico, Cuba

fnarica Central.- Panass, Costs Rica, Nicaragua, Wonduras,

fndes.~  Pera, Ecuador.



arica

Fegion Guineence.~ Sterra Leona. Liberia, Costs de  Harfil,

Topo, Migeria,  Caserdn,

Principe, Santo Tose y Gavén.

Congo, Angola., Ugar
Macagascar, Comoras, Reunien.

ocemin
Insulindia. - Indonesia, Nueva Guines, Filipinas, Tisor.

Har dol Sur.~ Samoa (5).

2.5 EL BENEFICIADD DL CACAD.

Con o1 nosbre o beneticiado se desiona toda la serie o
1 para convertirla

operacionss a aue 46 somets un producto natur

on un articulo comercial exportabler en caso del cacas, dicha

operaciones consisten, sucesivamente, en la fersentacion, secado,

limsteza, seleccion y clasificacien, junto con  lasores

coms @1 puliniento, sbrillantamiente y el

antiguo terrado, hoy practicasente desaparecico (6)

1l fin fundasental del beneficiado es convertir ol cacas en
fact) trancporte y aue poses La

un producto conservable,
cusligades de aroes y sagor aue le can todo su valor cosercial

ra s posterion ubilizacien en law industriss  oe  la




alimentacion, de las grasas y farmacedticss. (7).

Las tnvestigacion sobre o1 beneticisde del

cacao comenzaron & Brincipio de Siglo en trabajos desarrollados

en SriLanka, Puerto Rico, Surinan, Tovage y Camerdn, los cusles
fueron recopilades por Smith en 1913, Estos cientificos se
percataron que durante 1a formentacion se degracava la pulpa y
ue durante el secado xo sfectua un obscurecimisnts enzimAtice da
106 taninos. Mueho antes <o habia Gerostrado qus el tostads de

o sin fermentar no produce el savor y el aroms buscado,

%06 un fuerte olor caracteristico  semillas quemsdss. Ad

dicho cacas no posee o1 color chacolate, sino mis bien un color

Violeta s gris sequn las variedades. (6.

Despuss de estos travajos, se han efectuads actvalmente un
ran namers de  snvestigaciones en diversos paises low cuales
proporcionan un conccimisnta ssbra 1a microflora y cassios que se
efectean en o1 interior de las almencras durante el beneficio. (7).

2.6 ETAPAS DEL BENEFICIADO.

@ Formentacion.- Tiene por objato facilitar 1a elisinacion oo

12 putpa y mesorar los coracts

‘s crgansiepticos cel grano.Se
inicia on cusnto la pifa es cortads ya aue queds al
descusierts 1a pulpa en la cusl s depositan sicrorganisncs
entre los cve destacen las levaduras. Durante la

formentacion

Gesarrolla una poblacion microbiana cuys

8t como de 1a temperatura,

el pericds de fermentecion, e la ventilecion de la



masa o incluso de la accion del hosore, que pueden actuar

Gesde masas anteriormente fersentadss a cultivos puros, con

siesbras e aicrooraaniseos mas © mence directamente

obernados; dirigiendo la ferssntacion de forms aue se

brincipalsente alconolica, los micilages y pectinas sen

transtorsados, con 1o que 1a pulpa s

lavado y secado, una parte considerable del  agua de la

bulpa desaparece on forma o

ex con rastrsil, oocurridiza, aue s shora

a0 1a pulp:

lgeraente parda y pegaioss. Coso consecuencia
Clevacion do la temperatura y activa difusion de lauidon w
internas  aue

produce una serie do transformacions
contribuyen a dar a1 cocas sy maxise  valor  pues
Gurante ellas so pierds parte del  amirgor, da  senor
astrigencia y se desarrolla ol arces. A continuacion se
analizan low  casbion y alteracions del grano durante la
fermentacion.

) Hay una evidente pardida do peso en materis seca.

b) A causa de la perdida de materia seca, que no afects a la

satoria orasa, y sia la materia nitrogensda y mineral,

hay un susento

orasa.

) Ouidacion dol aiconol a acide acetico propiciado por la
entrada de aire y por las bacteriss aceticas que legan &

masa de formentacion.

Eete acido penetra en los tesidos de los cotiledones

hasta liegar a producir ls suerte de la alssndra.



@ fejora el ssbor y el aroms. Como consecuencia de las.
altersciones tsmicas se produce una perdida apsrente del
savor sstringente.

@ Variacios del contenida de tacbromina. Existen diversas
teorias para explicar su presencia la cusl para Schweitzer
) tione su oricen en un gluceside “cacasinina” que una
enzias doscomsone en tectrosina, rojo de cacas y dextrosa.

Para Fincke(é, 1a tecbromina

halls formsda en el grans
fresco, bien libre © asociada a taninos particulares. €1
hecho es que en la fersentacion los cotiledones pierden
con gran rapides tesbromina 1a cusl se solubiliza en el
14auido ave rellena los plicgues o impresna 1a superficie
e sausllos, este liauido se Gifunde s traves de la
cuticula, que ast se ve considerabiemente  enriquecida
e tecbromina  pues las aguas de  escurride son
pobres, quedan con ol 0.02i €1 propio grano comercial

%y en cambio en 1a cuticula seqen
Knspp y Madmworth (7) pasa del 0.20 3l 2.35%, 1o aue le da

purinica, o
incluso puede utslizarse 1a determinacion de su riquera
como indicador de 1a duracion de la fermentacicn, factor
s precise que 1a spreciacion organcleptica.

Variacin en el contenido de azicares, proteinas y

minerales; lss  perdicas de mat

principalaente una disaincion de sateris nitrogenada, una

cantidad notasle de

icares fermentabis

¥ mineratos.



©

Suprine 108 restos do pulpa.

Secado.~ Con 1a disninucin do 1a husedad del grano, hasts un
Srado que se cree un medio poco spropiado para los ataques
do criptogmnss @ insectos, se pretends conservar ol cacao en

1as debidas condiciones hasta su industrislizacien.

Linpioza.~ Tiene por fin separar inpuresas, grancs partises,
pasillos, etc., es decir, todo lo que no quede cosprendido

dantro de 1a definicion de cacao comereial.

Seleccion y Clasificacion.- Hocha a mano o a  miquina, tiene
cono meta presentar comsrcialmente ol producto de tal medo
que sea 10 nas hosogeneo posible, tanto en cusnto a forma ¥

cotor cos en cuanto & tansfo.

Pulisiento y Abrillantado.~ Se nejora aun nas la presentacion

54 1a cuticula sparece torsa, limpia y brillante.

Terrado.~ Una foras do Homogensizar la superficie del orane

en cuanto a color, a la vez que se cre

105 mohos cubriendo 1as alsendras con tierra rosiza.

Modernos tratamientos para mesorar el
Grano comercial, que e reflesan principalacnte en una

disatnucion de los taninos. (b,7).



2.7°CONPOSICION QUINICA DEL GRANO OE CACAO.

La conposicion quinica del cacao tiene ademis de un interes
tesrico, aplicacionss inasdiates, pussto que con s conociatento
e obtions 1a prinera aproxinacion de los productos extraidos del
suslo con las cosschas, de las necesidades e fertilizantes de
una tiorrs, de las carencias o limites toxicos de aigunos
elenantas cuyo mesor detector es el anslisis de las hoias, de la
utilizacien de diversos subproductos para comustibles, piensos.
aboncs, materia prisa para incustrias de fermsntacion, etc. (10).

En o1 siguiente cusdro se ausstra la composicin quinica del

orano del cacao.

CundRo Ko, 2
COMPOSICION QUINICA DEL GRANG DE CACAD

componente canTIonD e %
Poua 213
Grasa 54,00
Cansza tatal .02
—
Nitrageno total 216
Nitrogeno protetnico 13
Nitrogens anentacal o.002
Nitregeno antdico o33
Teobronina Lz
catetna o.066
Higratos de Carbona .43

Tanines



fesdon o.a3e

Extractos:
foua tria 1229
Alconol @S0 9.67

2.8 scaLoives:

cacas y o1 to,

Los alcaloides que e encusmtran en ol caf

Wllos son derivados de s atsms sustancia original, la purina.

no de 108 cosponentes mis caracteristicos del cacas es 1a

tecoraaina cue es el principal alcaloide del Thecbrosa cacss.
La teofilina es sonerc de la tectromina pero por sessjantes
que sean en cuanto a cosposicion quimica, presentan diferentes

propied

an.

I cacso contiene tecoromina y cateina en razen de 8 6 9

partes a 1, sero no se ha encontrado teafilina.

sicatotdes

La tecoromine, teofilina y cataina son tre
estrechasente relacionados entre si, que provienen de plantas de.

fica, com ol cate, te, cacao etc.

amplia dtstribucion geod:

E1 cacap ex 1a semilla desecada y fermentaca

cacan contiens 2.5% de techromina y 0.4% de catains



La tecbromina, teots)

e 1a xantina, por 1o que se dencatnan xantinas.
Las xantinas de imsortancia farsacologica resultan de la
introduceion de grupos metilo a nivel ce los atosos de nitrogens

heterociclico, originsndose ls techrosina v ls teotilina que sen

dimetilxantinas y la cafeina oue es una trisstilxantina. Estas

xantinas pusden considerarse como  alcaloides poraue Al

e o s oo e s,
e et o 10 s o
oy
g0
o
e W

Te

o
ch

oL S
s
TeoBRoNINA

3,7-dihiaro=3,7-dinetil-1 Hopurine-2, 6-diona.

Teor1Lin
3, 7-aihidron1,S-gimetii1, i

urine-2,6-dlona.



carina
3,7-d1nidron1,3, - trinet i1

Hepurina-2, 6-dicna.
2.0.1 PROPIEDADES FISICAS DE TEGBROMINA, TEOFILINA Y CAFEINA.
TeopRoniNA

Nosbre quimicos 3,7-dinidro-3,7-dinetil=1 H-purina-2,é-diona.
Foraula quinica condensadai; Hyl, G

Pevo moleculart 180.17: Cedbisé %, Wedidd %, NeSLI X y
om17.76 %

Tamoien so 1o

o1 nosbre der 3,7-disetilxantin:

Es o1 principal slcaloide

contiane de 1.5 a3 %

Cristaliza de sus soluciones acuosas en aguias monoclinicas.

Su punto do fusién es de 37 °C, sublisa a 290-295 °C.

Un graso de tecbromina se Gisuslve en 2000 al. de sgua, 150

i de agus hirviendo, 2220 al. en alconol al 95 %.




TeoriLING

Norbra quinicor 3,7-dihidra-1,S-dinetLi=1,H-purina-2, 6=diona

Formula quinica condensadat CiN,0y

Peso noleculart 100.17; Ced6.66 %, Hed.d8 %, NeSIA %y
017,76 %,

S0 1o da tasbien los nostres

L

imeti1xantina; Teocinas
Acurbron, Arortilina

Ea un polvo blanca cristaline do

bor asargo, es isseora de

1a tecbroaina, existe en pequeda cantidad en el

tusion oe

270 2274 1T, wa sintetiza de dinetil urea y

otilctanoacatal

Un grans 5o disuelve en 130 ml. de

a0 atconol,
110 ml. e cloroforeo. Soluble en agus hirviends, higroxido de
sodio, hidroxide de anonio,

atiusco.

actdo clomtdrico o cide nitrice

caremna

Nosbre quisicor 3, 7-dihidro=1,3,7-trinatii=1,Hopurin

aiona.

Formula quinica condensadat CH N0,

i 75" %
Peso moleculars 194.19; Ced9.90 %, Ne28.25 %, HeS.19 % y
Om16.48 %



Otros nombres de la cafeina que se comocen son: 1,5,7-
Erinstilantinar 1,3,7-trineti1-2, 6-dioxopurinay teina, guaranina,

motil toonromina.

Sublina de 178 4 180 T a presion atmostérica formindo

ort

= hexsganal

en foras de sguias incaloras. Su punto de
fusion es o 238 °C, hierve a 348 T con vaper incolero y

doscomposicion parcial.

Un grano de catelna se disuelve en 4 al. de agua; 5.5 mi.
o agus 3 80 T, L.5al. de agus hirviends, 64 ml. de alconol,
122 ml. de alcohol a 60 T, SO al. e acetonai

E1 dcido sulfarico y el acide nitrico 1 disudlven sin

decatorar. (13).

2.0.2. PROPIEDADES FARVACOLOGICAS DE TEOBROMINA, TEOFILINA Y

carea,

La teobramina, teofilina y cafeina tienen en comdn varias
acciones faraacolégicas. de interes terapeutico, en este orden
crecients en potencia, estimslan al sistess nervioss central

Avivan la activided sental, el rendiniento fisico y la
asoctacion de iceas, quitan 1a fatigs y la Sonalencia.

Estos efectos pusdan producirss con 5 a 250 sg. de cafeina o
1a cantidad contenida en una o tres tazas de cafe.

For 1 via aral o parenteral provesan un susento  prolongade



1a mucosa gastrica

de la secrecion gastrica, son irritsntes p

sy veaitos, 1o que lisits su

En este sentido, la teofilina se libera facilnente on

1a aan irritante y o

eatonago cuando se administra,
provocar srosiones hesarragicas.

Lac xantinas son diureticos sumentando el velunen urinaris,
a5t cono 1a axcrecion de tones do sodis (saluresia), @izminuyen
1a resssorcion tular del sodio. Aumentan la  capacidad
funcional del  aGaculo  estrisdo, haciénde mss  potente la
contraccion, mientras la  fatica disminuye, susentan

Las  wantinas se adsorben por todas las vias que
adninistren (bucal, rectal, intrasuscular), siendo los derivados
Solubles low qus s sbsorben salor, hay ue sefala que las

o1 estonago se comportan cono bases

sunanente débiles, la cafeina y la teofilina se encusntran

en el wo gastrico e intestinal

parcialaente  fonis.

absorbiendose tambien parcialnente. (16,15,16).

2.8.5. METODOS ENPLEADOS EN LA MEDICION OE LA CONCENTRACION DE

TEOBROINA, TEQFILINA ¥ CAFEINA.

E setodo del A.0.AC.  (Official Motheds Of Analys
Mo.15.019 de Gailey-fndrew we basa en la determinacion del

nitrogeno total de 1a svestra. (17).



Oiro mstoss del A.O.AC. e el cromstografico-
espactrafotonstrice No. 15.020, que consiste en la separacion dei

compuesto por medio de columas cromstrogratic
Acids sulfarico y Celite 343 y una basica con. higrowide de
potasic y Celite 5431, 17

Eete astoto basado en 1a absorcion de lus ultraviclats por

1os alcaloises s auy complicado, tiene suchas asnipulaciones

debido a 1 preperscion de las colummas y a1 separscion y

obtencion de las suestras en 1as colusnss.

Extaten otras tacnicas pars ol ansiisis ds sstos slcalotdes en
Giversos prosuctos alisenticios y que utilizan el matods de
Kieldahl, espectrofatosstria ultraviolets, crosatrografis en capa
tina, cromatogratia de qas, crosatogratia en pasel, bitulaciones
potenciosstricas, ste.  Estos sstodos requisrn tratssientos
lentes y a veces complicados o Bien no permiten 13 separacion

¥ cusntiticacion do los tres alcaloidas i mismo tiemco.

L utilizacion de la Cromstogratis de Licuides de Alta

Resolucion (LG para realizar oste trabaso, se escosis de entre

Lae dembs tecnices pors su alta ressiucion, rapides, sen

¥ a1 aiseo tiespo cetectar, soparar y

¥ operacion sutomatic
ue se snalizan wn el cacao.

cusntiticar los tres alcalol



S FACTORES ANTINUTRICIONALES.

En o1 reino vegetal 1a naturaleza ha cotado a cierts

csss o sustancias

con capacisas ce sintetizar una amplia v

las cusles se sabe, ejercen ciortos efectos danines

autaican

cuando son ingericas por el hosbre © los snisales (18).

La investigacion de estas sustancias toxices, resuita de gran
isportancia, ya aue hasta ahora solo se tiene referencia de
factores que n msyor o senor grado influyen soare los efectos
antinutricionales, sin que se conoica ol papel que desesperan
estos comuestor toxicos en la fisioloota de la planta, o do

saber  low  secanizaos de  accien e

enpecialmente o aquelios cospusstos tersol

108 cusles 1a sustancia activa, ha resultado ser una proteina @

s mescla do protetnas coss sens  fitcnemaglutinines o

inhibidores e tripsina.

3.1 1WIBIDORES DE PROTEASAS.

Son sustanciss que tienen la capacidas de inhibir la

actividad proteolitica de ciortas enzimas (19,200

Estos inh.bidores ce protessas han atraido la atencise debido

bosrian Jugar en el valor

a1 posible papel que estas sustanc

nutritive de proteinas de plantas.

En ran parte de las plantas consideradas coso hortalizas, se

20



ancuentran inhibidores

L en briser lugar hay que

mencionar & las leguminosas coso pecios do phaseolus, 1a

soya y nabas, pero tassien I

outssntes y patatas contienen

sustancias.

Tasbien los coreaies como el trige, maiz, centeno, avens
arroz contienen an el grano sustancias inhibidoras do tripsina ¥

autsotripsina.

o Brosentan en gran cantidad sobre todo en

tisies de estas plantas, principalsente en las

budiendo ser inhibidores de la tripsina y da L

concce & clencia clerta la  accion

fisiologica de estos factores y de su gran variadilidad quinica,

bosiblessnte pusds implicar 1a existancia de diferencias on s

toxsci

Dabido al gran interes de la harina de soya coso fummte o

broteins y & causa do s alte contenido de innibidores de

brotessas, se han hecho diversos enaayos en aninales o

risentacidn sobre su influencia en el crecimiento y wu valor

proteico.

Los innibidores mas

tustados won o1 de Kunits y el @

Bowean-Birk. Con 1o aue ressects a la reaccion del inhibidor de

Kunits con la tripeina e casi tnstantines , su constante o

velociaas  es de sequndo orden y es de 2 x

Itrou/motos/asundos. €l peso molecular del innibidor de kunitz
¥ el de la tripaina es sproxinadamente el misms (25,0000 y la

relacion aolar sa considers generalents fil.

2



€1 compleso tripsina immividor

tripwina tiene  poca

tendencia a disoc:

. excepto cusndo el o en inferior a 2,

o que e penss que la innibicicn de 1a tripsina por el
inhibidor de Kunits era no cospetitiva, sin esbargo, se coprob

Que 1a innibicion es cosetitiva con pequedas moléculas de

sustrato tales coso N-benzoil-L-arginina etil eater, va que la

Kunitz con tripsina e casi anulada en

presencia do este sustrato.

@ 1a interaccion entre el fanibidor ¥ la
Eripsina, consiste en la ruptura del enlance arginin-iseleucina
que se encuentra entre os puentes disulfuro el innibidor
e,

Roarentesento, se forsa entonces una unien ester entre ol
rests de sarina de la porcion activa da la solecula de tripsina y

1 carbono terainal que aceba de aparecer en el resto

arginina
o1 innibidor sodificado.

El imnibidor de Kunit: es capaz de atacar las tripsinas

e una ampiia variedas de fuentes (23).

La auimotripsina e bovino, plases husan y larvas sen

tasbien innibidos 3 varios grados

Entre las enzisas ue son innibidas por el inhibidor de

Kunits estan:  Las prot

sas e tioles, pepsina, trosbina,

colagenssas y las  carboripepticasas. Para el caso de

auisotripsine do boving el inhibidor de Kunits forms un compleis

isccisdle sy alto con una constante de disociacien



10700 ez,
1 inninidor de Bowsan-Birk fue descrito primeramente por

Bowman en 1944 5 subsecuentesente purificado y caracter:,

Birk y colabor

dores (26).
£ imhibior de Bowman-Birk oifiere el innibidor de  Kunits

en los  siguient

provimadimente 20,000 especialmente rico en  residuos e
Cisteina, tione enlaces disulturo  pera ests desprovisto de
Glicina y triptotans (27). Presenta doble cabeza en donde existen

Sitios de enlace para la quinctripsine y la tripsina, tiene

casa estabilidad hacia el calor, el dcide y el alcali una

Propiedad atribuisle ai efects estabils

cor de lon enlaces
isulture de 1a protetna (29).

La prisers hipstesis que se

lizs sobre 12 baia
Gigestiviligad, cono explicacion del reducido valor alismnticio

e muchas teguninosas cru:

1 encontrs apoye en el descubrimiento
etectusdo por Bowman (29, por Hany Sanndstedt (29), de los

innibidares de tripsina en 1a soya y en otras leguminosas.

Se han obtenido en farma purs inhibidores tripaicos de soya,

frijel, de havas de limay do otras leguminosas. Parecia

euy probable que la o

cauta dsl sesoramiento en sl valor nutritive de las s

crugss de las  legusinosas, al sossterlas a coceion.
estusio comarativo se chservo que los indices de digestibilidad
o las expecios con el asyor contanido da inhibidores tripsicos

eran los nas bajos (20,30,31,32)




La agicion de un extracto pancreatico s una dists de soya
cruda mejora mucho mas por la suplesentacion con mstionina que el
de una dicta de soya coclda. Esta observacion de Mellnick (31).al
formular 1a nipotesis de que en la digestion de 1a soya cruda, la
Iiberacion de oste aminodcice fuera ass lanto que en 13 soya

cocida asbido al nnibigar tripsico.

Se atribuye 3 los innibicores tripsicos do soya y de frijoles

1a hipertrofia del pancreas que regularsente s observa en

antmales alimentacos con distas que contienen estas leguninosas
en forma cruga (390

Basth y  colusaradores (36) sen de la cpinien aue la

hipertrotia del pincress, lleva a Una eicesiva perdida de

proteinas andegenas secretadas por el pancreas.

Ya que estas proteinas estan compuestas  de  enieas

resultado do exte ofecto en

pancresticas, ricas en cistetna, e
o1 cusrpo es una perdids de amincicides. Esto pusde explicar el
hacho de la necesidad de seticnina, la cusl as inherentemente la
proteina limitante en la soya, esto se manifissta an ass en

ciotas que contianen soya crud
para indicar que la tripsina en el intestine suprise la secrecion
e ansinas pancreaticas por inhibicion de retroalisentacion y que
los  ichibideres de tripsina provocan un incremento en la
secracion de enzimas impidiendo la supresion preducida por

tripsine. (51
El efecto sabre el pancress dessparece al usar las  sesillas

2



e forna cocida 1o que se explica por la termolabilidsd do los

inhibidores. Es @ificil estinar cual pusde ser o) afects de los

innibidor

tripsicos en el organisna hunano.

Diversos autores tratan e ave

innibidores de prote

accin  esta dirigica principaloente hacia  la

endsoena, ast por esenplo se ha observado que en algun
entos inhibidores que son actives contra ciertas proteinas
ndqunas, desaparecen cusndo la senilla entra en la etaps de
Germinacion. La otra hipatesis es que estos inhibidores actdan
hacia  la proteslisic excoma producida por microoreanisacs
invasores. Dentro de los factores qua afectan el contenido de low

inhibidores de tripsina tenemos:

1= Bl tratanionto con calon en donde ) 1iaite por el cusl el

truido por o1 calentantento esta

inhibidor de tripaina s o
e funcion de la temperatura, duracién del calantamiento,

tamaiio de particula y condicionss varissies de husedad.

) G autoclave a una atadufora de vapor de 15 1b/in durante 15-
20 min. se inactiva casi por cospleto el innibidor do

tripsina

o1 triso1 ae soys

51 8L o frijoles estan en remjo durante la noche

posteriormente se ponen 4 cocer se  inactiva  cast

complentanente e innibidor de tripsina.

- burante 1a g

'minacion hay un mejorasiento en el valor

PUEFitivo del Trifol de Soya y un gran nusero de leguainos:

s



aunque la actividas del innibidor de tripsina no parece

canbiar durante este proceso (25).

Su-Los preparados ce soya fermentada conocida coso tessech o

natto segon reportes, se tiene que l nitrogenc de tespech es
facilmente @ispenible y e atribuye la cestruccion del

innibidor de tripsina durante 1a preparacion de esta comida.

- islados e protetnas. € la actuslidad los atsiados de soya
¥ texturizados de carne son de gran isportancia aunque se ha
reportado gue la calided nutritiva de estes  alisentos
texturizados ez equivalente a 1a caseins o 3 la carne de res,
1a eficiencia ce 1a proteina del aislado ez suy basa, pers

busde mejorarse por tratasiento térmico.

Estos resultasos indican la posisle presencia de inhibidores
de crecisiento en o1 aislado de proteina, los cusles se inactivan
durante o1 process en el que el aislade e convierte e fibra

e,



3.2 WemAGLUTININAS.

Las lectinas son glicoproteinas cuya caracteristica principal

ociticanente a low azucares de 1

Glicopratesnas do las mesbranas colulares, poseen maltiples lados

e union y cuando las lectinas entran en contacto con ciartos

aacaridos s ponen en mutua conenion 11gando 4 un oran nosero

colulen provocando su aglutinacion o regrupacion. Cada lectina

56 une do foras ass o mens aspecifica a una deterninada molécula

© 4 un determinado grupo de moleculas de azicar (7).

Legunines:

Las lectinas se encusntran principaisente en 1

¥ es e donde mas we han estudiado, lan lectinas son proteinas

aue s destruyen por la sccion del calor (38,391

S ha detectado 1a presencia de lectin

Gneluyendo o

bactar:

) sino  tamdian en  algunos
invertebradon por ejenplo caracoles, peces, anfibios y tesides
maniforon (401, Vivian Toichberg dal eizmann Institute (lsrael),
5 1a pren

descur neia de una lectina en o1 anguila electrica, no

ovstante’ entre

ton mas anpiliasente distribui

1as plantass como lfauenes y nicalios da hongos, de las 3,000

Gitinon whos, e cast 1,000 o ollay

@7,41,42

ha logrado 1a purificacion e identificacion de la

estructuras quinicas de unas 50 lectinas, on su mayoria de origen

vegotal (43,441,



Lo primercs estudics al respecto fusron presentades por

Stillnark en 1688 (43), sobre una proteina obtenida de la sesilla

datartaro (Ricinus cosmunis), capaz de aglutinar las celulas de

nare.

Postorioreente Susser (46) alsic de una variedas de frisel
(Canavalss ensiforais) una globulina que 11ass Concanavalina A y

1a cual tiene 1a prepiedad de apiutinar globulos rojos.

Tasbien en giferentes varied:

o frijoles (Phaseoius

valgaris) | se’  han  encontr

fracciones  proteinicas

correspandientes a loctines, que tienen actividad hemsglutinante.

€ realidas la toxicidad varia consideraslesente en  los

aiterentes tipos de frijoles (43).

Originalasnte se conccieron cos  fitohemaglutininas y

ralacianaron & las

leguninosas eutorbiaceas.

Actualaente estas sustancias se cencainan lectin:

legere que significa elegir. Tasbien se 1

hemsglutininas peraus posean  afini

0 sy marc:

Carbonidratos de la seabrana de eritrocites. (43,44).

En las loguainosan, las lectinas ae localizan indistintasents

n toda 1a planta, aunaus la maxina concentracion se encuentra en

las sanilles, estas & au ves s hallan concentrados en el cuerse

e 1a protetna del endosperso,  dende

aduracion v desaparacen raph

mente o0 1a germinscion (45).

Las fitonemagiutininas se Gistinguen por sus respectivas



Gspeci ficisases, frente a lox glabulos rosos de oiferente oricen.
La mayoria de las meabranss celulares contienan lucoproteinss
situsdas en la superficie de la messrana, por lo tants se

considera qus las lectinas se unen & ciertes receptores Siesare y

cusnds tengan 1a misns stinigsd. Siendo de gran intares pars la
Geterainacion e grupos sanquincos y tambien para @istincion
serologica de variss especies de animales (7). Por sjemslo,
extractos ce arvesss, garsanzos o lentesss son actives en

aglutinar sangre e coneds, pero no actdsn en sangre husna de

ningen grupe sanguines, los extractos de habas de lima (Fhaseolus

Lunatus), aglutinan solo sangre numana del orups A (48.49).

Son capaces de inducir la mitomiz en los cultives de

leucositos husanos (50,50, Es interesante mencionar que por su

atinidad con carbonidrator, han sido un arms muy eficar para
ostusiar la dinanica de la membrana celular (52). Lna de las

caracteristicas de las lectinas es la de actuar mediante un

mecanisns  sintlar al complese enzimasustrate o  antigeno
anticuerpo sobre 1os carbonidrados mediante sultiples sitics de

union.

For otro lago s les asorio una sctivicad toxica ya que se

frisoles  (Prassolus

encontro  que las lectinas de
Vulgaris), son responsables el efecto  toxico cusndo son
administrados oralsente en forma cruda a los animales (53,56,55).

Jatfé en 1960 encontrs que 1a causa del sfecto toxico oral se
relacions con su accion sobre 1a absorcion intestinal. Suceds que

1 aglutinacton e deve 3 la comsinacién con Grupos receptores ce



la superticie  de les colulas de las sucosas astricas de una

manera cuy sosejante coso se cosbina con low globulos rojos,

inteririendo en 1a absorcion de los nutrientes (56).

Hay varias hipot

« acerca da las funcion

cun desemperan

estas sustanci,

en 1a planta y son las siguisntess

fetuar  contrarrestar 13 accisn

bactert.

Proteger a 1a planta contra el ataque de hongos

Transporta y alsacenastento de azecares.

Rigunss bactortas tales coso el rizobiua, fors

n nssulos en

1as ratces de las leguninos

¥ fian nitrogens el cual es vital

para 1a plants. Una satisfactoria re

acion simbiotica entre las

bacterias y las plantas

s caractorizaca por un alte grado de

el sisbionte nuesped. Esto inveluera s 1

lectinas en la base molecular para esta

presencia de lectinas en los nodulos de la rats e algunas

Leguminosss fusren oservadas por €6

Cada lectina con una especificidad distinta dobe considerarse

Giterente a todas las doemas fitonesaglutinas
con propiedades fisiologicas especificas, que pusden © no incluir
acciones que resulten nocivas para los animales que las

ingieren, pusten o no ser toxinas (25,59).

Bavellas que tienen efectos toxicos, producen transtornos

parecidos, entre los que resalta, la intensa inflasacien de la



nucosa intestinal, con la posterion destruccion del epitelio ¥

wdoma.

En 61 higado se observa dogeneracicn de grasa y necrosis, asi

1510 %6 ha chservado que las lectines ce los frijoles

fuertenente ligadss a los nomogenscos de la aucosa
e larata 1o que hace supcner que tiene para este tejido  una
afintdas senesante a la que manifiesta por los eritrocitos,  per
o que el posibie efacto toxico , este relacionade s una mala

absorcion intestinal.

Ya que las fitohesaglutines son cospusstos  termclabiles,
muchos de los efectos antinutricionales de las leguainosas pussen
ser alininacos por 1a aplicacion de calor. Presentandose asi un
incrensnto general en el valor nutritive de las proteinas en las
Lequninosas (39,57).

Las lectines se encuentran en plantas y principaleente en les
loguminosas. 1a presencia de las lectines en semillas ha sido

tudiads aplismente, pera tambien nay evidencias basadas en 1a

hemsglutinacion y rasioinmuncensaye, las cuales afirmsn la

existencia de lectinas en tallos, hosas y raices.
Las lectinas en raices han sido reportadas en frijol y
chicnara. (600,

Las lectinas tasbien se pueden obtener de invertebrados

mariticos, como es 1a lectina extraida de la almess Mesapitaria
cqualida (511, Asi como se encontro en este molusco la presencia

de una lectine, su sigue buscando en nuevas fuentes. (62,63).




La forea comtnnente u

a dotoctar 1a b

neia do una

lectina, en llevaca a cabo realizando 1a pru

de sgiutinacion
celular, poniendo en contacto una suspension e eritrocitos
lavades en solucion que contenga 4 1a lectina. Asi la resccion

negativa, despues de o

 do rasccionar, sars la u

r—
de los eritrocitos y la reaccion positiva

4 1a formcion de
agregaos. Los eritocitos tienen en su supsrticie al receptor el

cual se Tigara con 1a lectina. (64).

En alounas investigaciones se reporta que la lectina facilita

1o sgregacion colular, formando puentes entre las celul

incresantando la cantica

de eventos e achesin celular. Al
modificarso la distribucion del receptor, we facilita el contacto

coruta-coluta. (651

Otros cientificon atirean, que despuss

o haver hucho

experinetos con lectinas  marcas

radiactivanante, el

incresento en 1a aglutinacion es consecuencia

cansion on 1a
aintribucien topogratica de 10w receptores y tambien debido a la

1os

Tluide: e la menbrana que permite la agrupacion o

receptores en uno e low polos.

Hay tectina

Que por ser muy pequedas, no alcanzan a enlazar
1ow recontores y @8 nec

10 1a agregacion de clortos polineros,

bara incrementar la aglutinacion. (64).

[

encia de ciarta cantidad de

cancelar las repul

enes alectrostatic

antre lectinas ¥ colul

e



Otros tactores imortantes ue snfluyen en la aseciacion

La mayoria

carbonirato lectina son el o y 1a tesseraturs
12 aglutininas reaccionan entre un pH de 4.5 a 11

La temeratura esta relacionada con la fluider de la
sembrana y esta necesita fluide: oara aue los receptores  se
uevan. 401

Las aglutininas sueden presentar reaccion en un rango de 4°C

240°C. A 0°C 1a movilidad de los receptores es reducida. (65). .

s leportante sencionar la Influencia de la pureza de la
o1 caso de la s crepitans, aue al

lecting,  como
purificarla, su actividad hessglutinante se incresenta 300 vaces
s, (50

S0 los eritrocitos sen tratados con enzisss tales coso

tripuina, pronasa o papaina, la capacidad de sglutinacion ausenta
tenta” de

notablensnte, va que se crea que hay un “desensascar

un  nimero orands de receptorss, los cuales se vuelven

accenibion. 601

Otros autores hablan de lectinas no  termcestesies

toracestables. Esta division we ha cbservado en el gersen

trigo. al ewponerlo & 110 C por 30 minutes en autoc

ardiordn su actividas con o calor. (67).

For 1o expuesto antariorsente es suy isportante aue estos

componentes sean identificados on vegetales qus han 9ido poco

tudiados.



4 CROMATOGRAFIA DE L1QUIDOS.

L cromatogratia es un termino splicado a una asplia variedad

separacion de una substancia, donde se eeplea una

Movil que pueds ser ungas o un llquido y une fase

estacionaria que pusde sar un liauida o un selida.

Los componentes de una mezcla se transoortan a traves de 1a

estacionaria por medio de la fase novil aue fluye

basan en 1as difarentes velocidades de

L -

separac ian

G0 1 susstra.

migracion s lon conponents

desean separar deben ser solusles en 1a

Los componantes que s

movil, capaces de interaccionar con la fase watacionaris, ya

lia, como conaecuencia durante la sesaracion los cosponentes se

Tt

aistrisuyen en

4.1 CROATOGRAFIA DE L1OUIDOS DE ALTA FESOLUCION (HELC.
El tormino de cromatoorafia de liquides de aita resolucien

(HPLC), se cefine como ls tecnica de cromatografia de  liauidos

movil, tambien

Gue smplea en su cperacion alta presion an la 1
o le busde 1lanar cromatogratia de liquidos de alta velocidad o

cromatografia de \iauidos soderna.

La HPLC se basa an lox miseos principios de la crosatogratia

a0 gas.



La WPLE tiane muchas venta.

aobre 1a cromatogratia de o

atgun

s 500 las siguientess no esta lisitada por la

“stabilidad termica y volatibilides de las muestras, es ideal

para la aeparacion de especies ionicas, productos labiles,
comusstos estables y/o de peso melecular alto, tiene na gran
Variesas de enpaques Gue pusden ser utilizados coms fase
stacionaria en 1a columna, 1a separacion de los compenentes de
una nusstra e guade levar a cabo & tesperaturas basss, sus

Crosatograticas entran en intersccion con las seleculas do

1as musstras y las mu

tras o

puaden recuperar.

La HPLC, emplea columnas reusables, que pusden ser usadas en

ditarents

tipos de susstra, 1a inyeccién se lleva a cabo facil y

rapidsnante o

o una  jeringa de inyeccion o una valwila

ol fluge de soiventes

produce por bomhas de alta

ion 1a deteccion y cumtificacion se lleva a cabo en

Gatectorss continuos e varics tipos y los resultados son
registrados automsticanente de 1a separacien de los comonentes

de 1a muestra.

4.2 VENTAIAS DE LA CROMATOGRAFIA D€ LIGUIDOS DE  ALTA

REsoLUCION.

La cronstogratia de liquidos de alta resolucion pusds ser
cansiderada cosplenentaria a 1a cromatagrafis de gas. En muchos
casos las dos tecnicas se usan para efectuar la misna separacion.

En 1a cromatogratia

s necesaria la formacion de
Gerivados, en cambic en la crosstosrafia de liguidos de alta

resalucion esto puste xer o no factible. Fara lox materiates qus

=



son tarmolabiles o no volatiles la crosatogratia de liquidos do

slta resolucion en una seleccion legic

Gerivados se esta haciend més comin en la cromatografia de
ltuidos, para incresentar 1a sensibilidad del detector visible:
ultraviolata.

olucion afrece muchas

La cromatogratia de liquidas de alta re

ventajas sobre 1a cronatografia de liquides tradicional conor
) Rapide:

b) Resalucion

©) Seouibilidad; detector dnico

@ Colusnas reussblos

) Ideal para grandes soleculas y especies no idnicas

0 Facil recuperacien de la musstra . (69).



5 PARTE EXPERINENTAL.
5.1 WATERIAL Y HETODOS.

Las suestras analizadas %o recolectarcn e los alrededares

¥ fueron 1.

tgutenten:

e Tepachula, Chisps

cacao (Theobrosa caceo L3

cacac costarrica (Mecoross cacao L.
pataste (Theooross bicolor, hust et Bonpl).
castarrica (Thechross angustifoliva D.C.).

Se clasificaron en ol Departamento de Botanica del Institute

Biologia de 1a i

Do cada muestra se utilizaron iferentes partes o la planta

cascara, hasas, flores y pulpa

como sons seaiila, cascarill

ta Gltisa solo en pataste, ya cue 1a pulpa de las otras 3

Thecorosss se adniers a la cascara haciendo  dificil mu

atrectanente a 50°C

na parte @
¥ una vex secas fuaron soiidas en un malino Tomss Willey hasta

jor 1a alla de 1 ea. La otra porcion de las muestras excepto

flores y holas se envelviersn con pesel para dmitar la

formentacicn aue de saners noreal se realiza para incresentar la




ANALISIS PROXINAL.

Para llevar a cabo estas determinaciones se  siguiercn

tecnicas  descritas en el RO.AC. U7, con 1

sodificaciones. Las cuales se describiran mas adelante. E1

analisia proxinal

S0 realizs en cascara y semilla do caca,

cacas costarrica, pataste, castarrica y en pulpa de pataste.

Deterainacion de Husedad.

Fungasento.

1a husecad de 1a muestra para

rie un
valor real a la cantidas de los otros cossonentes, wate dato

tasbien ests relacionads con la edad y

taco de conservacien o

18 suestra.

Hatertal.

- estuta

alanza analitica

~ Pesatiitros o charol

de aluminioc
~ Desacador.
Frocedimiento.
5o peme a peso constante el reciplente en dende se va
s efactuar 1a datorainacion. Se adicicnan de 2 3 5 9. de muestra

tratando de aue presente 1a mayor superficie

evaporacion, se



introduce a la estufa que se encuentra entre 100110 . €1

tieapo de permanencia dentro do 1a oatufa depende del matertal de

que se trate, do ¢ a 8 hra. susstras e bais hussdad y de 25 & 48
hrs. suestras de alta husedad. Se consicers a peso constante una
suestra cuande al pesarla en la balanza analitica solo presenta

variacien en la cuarta cifra decinal.

Catcuton.

i Pt
% HUNEDAD = —n -’

— x 100
Donder

Pi = peso charola con suestra antes de secada (en o)
P1 = peso charola con avestra despuss de secada (en o)
= = peso de 1a suestra en o).

Deterainscicn de Centzas.

Las cenizas incluyen todos los cospuestos inorgdnicos Tijos

de 1a muestra, tanto los originales cono los de contaminacion.
aterial.

- atta

- Balanza analitica

- Crisoles



~ Desecador.

Proceaiaiento.

5o ponen a peso constante los crisoles a una temperatura de
900 C, al crisol se le adicionan de 243 g de muestra, se

carboniza a 1a flana de un sechers y bajo una campans, ya que

desprende una gran cantidad de huse, cuando dessparece, s puede
introductr 1 crisol a la mufla, la cual debe tener una

temperatura de 500-350 T.
E1 tieapo que permsnece en la nufla s auy varisble y depence

el material aue se trabasa. Si despues de la incineracisn se

obtienen cenizes con puntos negros, es conveniente adicionarle
na gota de agua destilada, con el fin de obtener comizas
risaceas o blancas hosegeneas, 1o que nos indica el punto final

ce esta detarsinacin.
catcutos.

Pt =Pt
% CENIZAS e—m e X 100

Donde:
Pt = peso crizel con musstra despues de incinerada (en 9.
Fi = peso crisol a peso canstante (en o).

= = peso de 1a muestra (en o).



Deterninacion da Graza.

Fundanenta.

La determinacion del

rtracto steres incluye una  oran
Variodad de cospusstos organicos, aquellos que se encuentran en

Gran cantidad incluyen la grasa verdaders, dcidos rasos y mus

ateres, vitaminas liposolubles ¥ provitaninas tales coso sen los

carotenoides. €1 eter etilica es el solvents mss eficar y se

Utiliza en el establecinionto e las nornas existentes.

Hatortal.

- Aparato de extraceidn Goldfisch, LABCONCD

- Cartuchos de celulosa de 22 x 80 an

- Estuta

- Vasos con borde 1130

= Etor otilico (anhidro) .

Procediatenta.

Dantro del cartucho de celuloss se colocun de 2 a 5 g de

umstra we tapa con un pedazo de algadde y se coloca en el

compartiniento de extraceidn, la cantidad de solvente dependa del

tamaio del dispositivo de extraccin y en terminos generaies se

raconiunda la cantidad que produica dow duscargas y una ate que

S0lo cubra el cartucho de celulosa pera sin 1lagar a sifonear.



Extraceion en e

rato Golatiscn.

Es un dispositive que consta de & unidates, en este caso e

cartucho

colulosa sa coloca en ol portadedal y este a su ve

en 61 sequre metalico del sparato,

cotocan aproxinadanente 50

-

o eter etilico sobra o) v

¥ oate

asegura con o1 anille

metalico al aparato de extraccion.

Se sube 1a parrilla hasts hacer contacts con el vaso, para ol
calentastanto y se hace circular agus por los refrigerantes. EI
t1empo do calentanionto es sproxinadanente da © hrs.
carcutos
Pr -
% GRASA = =moe X 100

Donder
PA  peso del vaso despues ce la extraccion (en g).
PL = peso del vaso antes de la extraccien (a0 g1
= peso de 1a nuestra (en o)
Daterminacien de fivra.
Fundasento.

La denominacion popular de fibra, se refiere a las partes o

18 pared co 1as custes no pueden

ular de los tesidos vegetal

 Gigeridas por las enzimss del intestino, como son los

caronidratos estructurales, tales como celulos

¥ hemicelutos:

a



Fara 1a determinacion de fibra s necesario trasajar con una

‘asads y somsterla a una nigrolisis scica seguida

de una hidrslisis slcalina con wna posterior incineracion del

materisl insolubla para que por diferencis etersinar el

contenido de carbonidratos no cegradanies.

Hatertal.
- Rparato de digestion Fibertec sarca TECATOR mod. 1010
- Heat Extractor

- Crisoles de vidris TECATOR

- Estuta de vacio LAB-LINE mod. 3620
- Mutla THERMOLYNE mod. 1500

- Solucien de H,S0, a1 1.25 % (a/v)
- Solucien de NaOH a1 1.25 % (a/v)

- Antiespunante (amulsion SIGHA-B)

- Alconen ettlico.

Procedintento.

Se ponen a incinerar los crisoles, se pesan de 1a 139 de

auestra en los crisoles, se ntrosucen al

rato, se agregan 150
ml de WSO, caliente, se mantiene a ebullicien exactasente 3O
minutos, transcurrido este tiespo se hacen 3 lavados con agua
caltenta se agrega antiespunante y se adicionan 150 Al de MaOW al
=

mantiene a ebullicien exactasente SO minutos, despues de

s



este tiemo, ue sgresan 25 al de WSO para neutralizar la soma.

s hacen 3 lavados con agua caliente y so pasa al aparato de

extraccion en frio, a

da un 1avada con alcenol.

S seten los crisoles a la estufs hasta peso constante y e

pesan,  desous

carbonizan v se introducen a la mufla para su

incineracisn, se pesa nuevasente el crisol.

catcutos.

Ps - pe
% F1BRA = ety 00

Dondar

Ps = peso crisol con resicuo

soues de secado (en o)

Pe = peso crisol con restduo desoues de calcinado (en 9)

5 = beso de auestra (en o).

Deteratnacion de protetns.

Kieltec futo Systass) .

Fundamento.

€1 setoto

Kieldant ests basado en s cosbustion himeds
de 13 muestrs, calentandols con acide sulforico concentrade en
presencis de catalizadores setalicos para efectusr la raduccion
Ge1 mitrogeno organico de la mustra a ascniaco, el cusl es

retenido en solucion coms sulfato de amonio.  La solucien de la




digestion e hace alcalina y se destila o se arrastra con vasor

para libarar el asoniaco que es atrapass y ¢itulade.
Patarial.

= Kieltec Auto Analyzer 1050

- Acido  Sulfurico concentrado grado analitics  libre  de
Nitrageno.

- Tabletas catalizasoras de Mercurio, Selenia y Cabre.

= Peroxido de hidregene a1 0%
~ Solucien al 40% de hidraxido de Sadio.
- fcido Borico al 1% con verde de brosocresol y rojo de metilo

on solucion.

Preparacisn.
So disuelve 1009 de Acido Bérico an 10 litros do agus

sonizac

Se agicionan 100 a1 de verde de brosecresol an solucien
(100 2 en 100 a1 de netanol).

So adiciona 70 i de rojo de metilo an solucion (100 my en
100 =1 de metanol).Se agicionan 3 al de NaOH al 4.

Solucian 0.03N de HCl.
Prozedintant.

Se pesan exactanente de 0.1 4 0.3 g de la muestra solida en
basel libre de nitrogenc, las cusles se pasan wn lox tubos
digestores y s agregas
Tabletas catalizadoras de sercla reactiva.

10 a1 de acido sulfdrico agitando cuidadosamente.



3.- 1 a1 do solucion de peroxico do nidrogene.
Después de preparar los tubos s llevan al digestor y s

conectan a1 tuso colector do

.- Colacar los tubos dentro del digestor y se eleva la

tesperaturas 470 T
5.- Cuando 1a digestion se lleva a cabo totalmente se dejen

entriar.

agressn 25 ml de agua desionizads y e soite

cutdadosanente poraus 1a reaccion es auy violent:

Low tubos se pasan al Autasnalizador Auto Kiedanl 1030 y se

toma 1a lectura de 1a titulacion.
careulan:

(w1 gastados en la titulaciom) X N X 0.014
% de Nitrogeno = mm-oiroeone T =

Donde:
Ne normalided del acido

era



S.1.b. DETERMINACION DE AZUCARES.
Los azicares que tienen en su estructura grupos aldenidicos ©

cetonicos 1tbres resccionan coms agentes reductores desiies y se

dencainan azcares recuctors

Ectos incluyen todos los monosacirios y @ los @isacaridos

raltoss, lactora y colobioma. Low gisacarios tales como la

Sacarosa, ratiness y oligesacaridos superiores estan constituidos
bor azicares simples combinados & traves se sus  grupos
algenigicos o cetonicos y por consiguients son carbehidratos o
reductares, aue requs

ren una hidrolisis para liberar la porcien

reductora.  Estas propiedades se esplean para deterainan  los
azacares por medicion de la reduccion de Cu IT a Cu I ubilizands

1a solucion de Fenling.

La solucion de Fenling ests constituida por tartrate cdprico
alcaline que es convertids en éxido cuproso inscluble cusnds se

hierve con 1a selucion de un azdcar reductor.

MATERIAL ¥ REACTIVOS.
- Parrilla Electrica
- Bureta de 500 a1

- Matraces Erlennsyer de 250

~ Matraces volusetricos de 250 Al
- Oxalato de sedio

- Solucion saturads ce acotats de ploss



- Solucion A, Se disuelven 34.639 g de sulfato de cobre

pentahidratado en 500 a1 de agua o

tilada y se filtra,

- Solucion

Se disuslven 175 g de tartrato de sedio y patasio y
50 g de hidroxido de sodio en agus ¥ se diluye & 500 mi, e

desa reposar 2 @

¥ se tiiens

- Solucion acussa de azul de metileno al 0,27

- Solucien de azucar invertido al 1 % Se pesan 9.3 g de sacaro

¥ s disuelven en 50.0 ml de agua, se anaden 5 ml de HCL

concentrado y s diluyen con agua a 100 ml. Se mantiene I hora

a inversion witutr a 11t

a 65 %C. Despuss de

- Solucion de hidroxido de sodto 1 N.

Procesia

= Titulacion de las soluciones A-8

Se neutralizan 10 l de la solucicn de azdcar invertido con

1a solucion de NaOH en un matraz vlunetrico de 100 ml, se diluye

con agua hasta el aforo.Se tranafiere la solucidn a una burata y

o desa caer la solucion mililitro a mililitro & un matraz

Erlenneyer que contenga 3 a1 de la solucion A, 5 ml de la

Solucion By 50 nl de agus cue debe estar hirviendo. E1 matraz

colaca sebre una parrilla y se va agregando la solucion de azicar

invertido hasta poco antes de la reduccion total del cobr
aorega 1 ol de 1a solucion de azul de metileno y se completa la

titulacion nasta la decoloracion del indicadon. La titulacion

atectus sproxinsdanante en 3 minutos.

El titulo se axpresa indicando que 10 ml de solucion A8

corresponde a Xo de azucar invertido; este valor se utilizara en

en el calculo de

s soluciones problena.

.



atrectos.

= Deteratnacion de los Recuctor

A1 Dotecacion do 1a muestra.

Se pesan de 3 a 10 o do musstra y =

Velumetrico de 250 al, se afaden 100 al do sous,

suficiente para aus tode el materisl solusle en

disvelto. Se afaden de 2 a 10 a1 de la salucion
erfectanente y se dosa

acetato do plosa neutr se agita

sedinentar. So afade poco a poco oxalato de sadic o pot

1a total precipttacion del acetato de ploso. S

aforo, s agita y se filtra.

B Detorninacien.

e @1 filtrado detenido da la defecacion & una
A,

S0 transt

bureta y se titula cono en la titulacion de las solucion

o

250 x T
2L aiee

% azdcares reductores directos =

Te titulo de la solucton A<D en g de azdcar invertide.

Ve volumen en al de la solucion provlena gastados en 1a
titulacion do 10 1 de 1a solucion A5

ba= poso e 1a muestra en grasos.

= Dotorminacion do raductores tatales.

A Detecacion de 1a suestra.



Se realiza de la atsna’aners que en la deterainacion
raductores directos
1 f11trado se recibe an un matraz voldnetrico de 250 a1, se

lava 3 veces ol matra: Erlennsyer y el papel filtro con 20 a1 de

lavado an el matr

ous dastila recise ol

B Detarainacian
Se araden 10 a1 de HCI concentrado al matras volusstrice aus

contiene i filtrado obtentdo en la defecacion. Se calienta a

65 °C durante 13 minutos, e enfriay se neutraliza con la

olucion de hidroxido de sodis 1.0 N, me afora con agua. Se

tranetiors & una burets y se titula coso en la titulacion de 1

sotuciones -

Catcuton.

250 % T
2L e
v

% de azdcares reductoras = -

on

e titulo de 1a on g de azucar invertida.

adon e 1a

Ve volunen en a1 de la solucion prosiema o
titulacion do 1a solucion A-g.

poso cu 1a muestra en grasos.




S.1.c. DETERNINACION OF: TEOBROMINA, TEOFILINA ¥ CAFEINA.

caioidor

Para1a medicion de la concentracion de los

sigue o metodslogta descrita an ol A.0.A:C. | \x7r. haciendo 1

noditicaciones asecuadas para o1 material aus

Fundanenter

Este metodo e bass on 1a separaciénide/ios .u.mu.. por

cromatografia de liauidos de alta m-)u(len'mru:l v

posterion deteceion con lus uitravicleta.

Raterial y Reactives.
Se utilizg un cromatografo de liquidos de alta resolucion.
Varian sodelo 5000, con un registrador de datos Vizts 401 y un

dotector do Juz ultravisieta de rango de 200 & 900 ne.

La columa aue se utilizo fue de 1.

sa Micro-pak

HCH-10 0o 30 cm e largo & me e cissetro, empaceds con

octadeci 1uilanos.

Las condiriones de trabato del instrusento fusrent

130 0.8 al/ain.

vel. papel 0.5 casain.

=ovil Agua, Acide acetico, Metanol (69:1:30).

Jongitud de ongar 200 e



Metodo de extraccion de los alcalosdes.

Se pesan Ge 0.03 a 1.0 g dependiendo del tipo de  musstrs

colocan en un matraz Erlenaeyer de 135 al  poniendo perlas e
eullicion, se acrecan sprorissdasente 30 a1 de  agua

i Rirvien

¥ %0 sigue con 1a spullicion durante 20

o1 contenige o un matr

atorado ge 100 ml,

1avando ol mstras original con agus cessineralizada, se enfria el

matra:

hasts temn

tura asbiente se agrega 1 al e estandar
interno con wna concentracion de 100 nco/al y se  afara,

hosageniza perfectasente, se filtra en b

1y de esta solucion

tons un volusen de 20 al ¥

16 hace una extraceion con 10 al

oter do petroles para eliminar la o

L 1 fase acuosa e

iltra por sesbrana Millipore y e

te fiitrado se inyecta al

HOLC una alicuota de 10 microlitros

ara cada auestra problems se intersola en
1a curve estandar correspondiente para cada alcaloide, Gbteniendo
1a concentracion ce cada suestra. Las suestrs

o inyectan por
cussruplicado.

Pars 1a ootencion de 1a concentracion de cada alcaloide en

100 g do muestra se uso la siguiente foraul

SR
g L
I

Donde: € = concentracion 8 = atoro

Eatandar Internor



La substancia que se utilize como estandar interns, para la

realizacion e este

baso fue 1a cumarina, 1a cusl fue probads
como estandar interns pera sstes  alcaloides en trabajos
anteriores  Se disolvieron 100 mg e cumarina en un matraz
aforado de 100 a1, resultando una concentracion de 1000 ca/el,

@ esta solucion

toms | mly e aforsa 101 ontentendose

una concentracion final de 160 ncg/al.

Curva Eatandar.

S pesaron exactamente 10 mg de cada alcaloide, en un
matraz Erlenneyer de 125 ml, ponienco perlas de ebullicien so
agregan aproxinadasente SO al do agua dessineralizads hirviendo,

@ sigue 1a ebullicion por 20 ain, cusntitativanente a

Un matraz aforads de 100 ml, se deja enfriar a tesperatura
asbionte y e afora con agus deseineralizada.  La concntracien

de cada alcaloide e de 100 nco/al.

De esta solucion se pasan 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7,

0.8, 0.9, 1.0 a1 a natraces atorados de 10 nl, se sareqa I ml de

cunarina v se afora con agua desmineralizada, se filtra por

mesbrana Millipore y se inyecta una slicuota de 10 microlitros

a1 weLc,

La concuntracion de

punto do la curva se dan e la

siguiente tabla, asi como las areas obtenidas para cada punta.




ultados de la curva estindar

Concontracion area
acg) [
Teobromina Teotilina Catetna
' 32002 337
2 61000 0353
3 B3642 o33t
a 121330 110347
s 177 149457
. 182610 oz
7 200825 200860 200567
o 200102 201026 236633
9 209036 269190 274783
10 320008 205303 sissez
re0.9766 n0.9974
= indice da correlacion
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DETERMINACION DE INMIBIDORES DE TRIPSINA.
Fundanente.

La tecnica o 1a utilizas

P Kakade y Col. la cual
@ basa en la innibicion producida por un extracto acuosa (sol.
NADH 0.01 1) do 1a musstra scbre una salucion
(®7,60,69.

ron e teds

€1 extracto se pone en contacto con una solucien patron
Sripsing (40 nco/10m1) y despues de un cierto Fiemso se deterina
18 actividad proteoiitica remanente, por medio de un wustrato
intetico BAPNA (Benzoil aroinina peaitroanilida), e) cual

producira una coloracion que se lew en el

ctrototonatro &
s longitus de anda de 410 nm (la coloracion e  inversamente

proparcional al contentdo de Innibsdores de 1a muestra).

[ w
) N
ey ety
= chogm o = ch—ceon
G0 o o e
oz Y

Una unidad de tripina (UT) us arbitrarianente detinida como
un incrementa de 0,01 unidades de absorbancia a 410 nm. par 10 ml

reaceion doscritas nor Kakade y Col. La actividad de
innibidores de  tripaina e express en termings do unidades de
tripsing innibida (W.T.1.0.



Material y Reactivos.
- Patenciomstro CORNING, scd. 10

- Parrilla con agitacion nagnetica THERMOLINE, mod SP-13025
~ Bafio marta GRANT, mod SE 10

- Espectrofotonetro COLENAN mod. Junior 11-A

= Mezclador de tubos LAD LINE, sod Super-nixer

- NaD# 0,01
- Solucion asortiguadora de TRIS, pH 8.2 y 0.05 K.

6050 de TRIS ( hidroxinetil-anino-netans )y 2.98 o de
CAC1.24;0 5o disusiven en 900 ol de aoua destilada. Se ajusta el

PH 8.2y 5 atoraa it

- so1: eapna

100 mg.  benzoil-DL-arginina-pnitrosnilids-HCL, se disuelven
en 2.5 @ de dinetil-sulfoxido y se dilwe a 250 ml con
anortiguador TRIS previssente calentade a 37 °C. (Esta selucién
Gebe ser preparada el misme gia y cusndo esten en use deven

mantenerse a 37 0.
- feico scetico a1 0%
- solucion patron de tripsine.

Sa pesa 4 mg de tripsina bovina (SIGMA # T-a253) y se
Gisuelven en 200 m1 de HCL 0.00IN. Esta solucion contiens 20 acg
de tripsinasnl y deve ser alnscenads e refrigeracion donds puade

Gurar de 2 a 3 semanas sin perdida sprecimle de actividad.

~ el o.00m



Procesininto.
Preparacion el extracto.

Se pesa 1 . de mueatra finaments sclida (desengrasads af es

necesario) en un vase de precipitade y se le adicionan 45 ml de
NaDH 0.0IN se ajusta e1 o do esta cumension 3 9.6 + 0.2y e

afors 3 50 al. Se transtisrs el contenido 3 un vass que centenga

un magneto para poder sgitar la sussension sscinicasents por
espacio 6 2 1/2 hr. 3 300 rpa. Transcurrido este tiesse e quita
o1 magneto y se deja 1/2 hr. en reposa, y por sissle decantacien
e obtiene el sabrenadante eliminando ol resigue inseluble. E1
sobrenadante debe ser diluido hasta el punto en que ¢ al produsca
una inhibicion de 40 - 60 % este reauisito es indispensable para

raducte 1a cesviscion

tandar relativa.
Detorsinacion de la actividas.
Se pipatean 0.0, 0.6, 1.0, 1.4, 1.8 =l del extracto directo o

ilutdo a tusos de ensaye por duplicado y Se ajusta el velusen a

2.0 ml con agua destilada, se introducen al baro marta a 37°C.

Se adicionan 2.0 al de solucion patron de tripsina (a 37 'C) y se
mantiene wn contacta la muestra con la tripsina por espacic de S
minutes. A continuscien se agicionan 5 al de solucicn BANA @
37 °C a cada tubo y se mantiene dicha sexcla de resccicn por 10
minutos exactos (con crondestro). La resccion ensisstica se
Getiene por 1a adicien de 1 ml de acido scetico al S0 % el cual
abe homogenizarse insdiatasente.

Cusnce por 1a adicion el acido acetico al tubo de reaccion se
entursie o foras un precipitads, sera necesaris filtrar el

contenico a traves de pasel filtro (Matean # i para el es

s



Conveniente dejar el tubo en reposo por 15 minutos (aproxinacos)

para despues filtrar primsrasente el sobrenadanto y por Gitine la
borcion del precipitado gelatinoso. Es necesario corciorarse ue

1 ti1trado eats transparente.

La lectura o o) espectrofotometro

realiza a 410 na y

1o para cada una de las alicuot

asustar ol sparate a
100% de transnitancia con su respective blanco.
€1 tuwo con 0.00 1 do extracto es la referencis (40 acy

tripsina / 10 al), sobre ol cual

basan 10w catculos

La siguiente tabla muestra en forma esquenstica,  1a serie de
tubos que se deben preparar para poder deterainan la -activided
innibitoria de 1a uestra.

CLAVE: @1 ml M0 al de STO e o aeNA
e, @ Tiptine ety
N 5! 10 min.

0.2 2.091.0 m acetico 5.0 py
X3 o




careutos.

La lecturs de absorbancs

directasente se pueds pasar a
unigades de tripsina.

UT. = A X 100

So tienen una serie de alicustas del extracto y a 1a vez una

serie de valors

de U.T., low cuales a1 restar este valor al tuso
de referencia; s obtendran los valoras de unidedes de tripsina
frnibida WD) y se pusde calcular sl valor de UTL / a1 de cada

una do las alicuotas.

-

unidades de innibicion pusden reportarsa por sg de

tra = BxFx (50/1000)

UTE/ mg mue

B = valor extrapolado o promedio en UTI/al

F = factor de dilucién. Cusndo se trabaja con extracto
directo F = 10



Fundasentor

La - detoccion de hemsglutininas o lectinas en extractos de
plantss so lleva a cabo con una tecnica de diluciones seriagss en
12 cual se datarming el punto final por una estimacion visual de

1a aglutinacion de los aldbulos rojes en estudio.

El astodo de microtitulacion es rapido y requiere una atnina
cantidad de muestrs. Se necesits trabasar con glébulos roses
1avados y activados con una solucion de proteasa isponible (como
pronasa, tripsina o papaina), ya que la sensibilidsd de la

sglutinacien  me  eejora  considaraplessnte  con  este

tratatonto. (70,71,72) .

Material y Reactives:
Agitador magnetico con tacomstro marca THERNOLINE.
Centrifuga para tubos narca CYNAC.

Tubos de contrituga de 15 Al con graduactén.

Jerings de S 8 10 ml con agua # 22.

Incubadora marca BLUE:

Espactrofatosstro COLENAN Junior 11-A.

Rdsptagor para coldss de 10 X 75 am (acondicicnade a una

Hicrotiter Kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA).

Filtro e viario paross (poro gruso) .



Sangre dest!

rinada y 1avad:

Solucion anticosguiante

Solucion salina al 1%
Solucian salins a1 0.07%.
Selucion de protassa a1 0.01% en solucién salina ().

Tripsina de pancreas porcino (SIGHAT-

Pron

a de 5. grisens (SIGNA P-3005).

2 Cuando la sangre % ve & trabasar insedistasente so puede

Ueilizar va ses solucton de heparina o citrats,

) En terainos generales se uss tripsina 3l O.1% en solucicn

o de sensibilizacion; sin eebarso,
cusndo se trabasa con sangre de cuslauier rosdor (ratén,

hasster, ste), e convenente tr

ar con pronasa a1 0.2 en

soluctsn salina.

Hatodologtar

a1 Proparacien del extractor

Una  ver que se tiemo la suestra finasnte molida y
<

ngrasada ¢ si es nocesario ), se suspende 1 0. en 10 ml de

lins a1 1%, se ofectus uns extraceion con agstacion

mecanica 2 horas & 300 r.p.e. a la tesperaturs smbients.

Despues da sste tiseso se centrifuga el extracto s 1,400 o




(40 U) Gurante 15 mindtos para eliminar el residuo insolubler el
sobrenadante se filtra a traves dal filtro de vidric y de ser
necesario sa puede bajar el residus con mis solucion salina a1

1%, para llevar o) extracto filtrado al volusen inicial.

) Frevaracien ce 1a sangrer

Una ve: aue se sangra al animal, la sangre se coloca en un

matraz pequeto aue conte:

wolucion anticoagulante, soitar

suavenente

ra 1a complata honogenizacion de la sanore con la

solucion anticoagulante. (No intorruspir h

te o1 momento e
PIE

La sanore con anticosgulante

o twon e

centrifuga para lavarla (3 veces) con solucion salina al 0.

relacien sangretsolucion salina es aproximadamente 115.

Se centrifuga a 1,500 rpm (%0 U) durante 10 minutos. Despues

el G1timo lavada, se mice en el tubo de centrifuga, la cantidad
e pacuste de eritrocitos v se diluye al 4 % para lo cual e
agregan por cada 1.0 l de globulos rosos 24 ml do selueion
satina a1 0.9%.

© Sensibilizacion do los glbulos rojos.

A cada 10 a1 dn suspension da glbulos rojos al 4% agregaries

1oal de solucien de pronass al 0.2¢ (en solucion

tina)

colocarios en incubadora por espacio de | hora a 37 *C.

el tienso estipulado, centrifuar para eliminar la
enzima sobrenadante, dando adesss 3 lavados con solucien’ salina
a1 oo



Dospucs del ities lavado se resuspende el peuate

Globulos rojos al 5%, por lo cual cada 1.0 ml de pacuete de

erttrocitos 5o le adicions 17 al de solucion =

tns 0.7
NOTAI Cuando se observa aue 1a sangre tiene algunos cosuics

Caunque sean pequeos ), es necesario filtrar esta

suspension para 10 cual se puede hacer a traves de un

poquenc trozo de gasa, colocanda dentro de un esbudo

cuello corto.

@ ajuste de 1a suspensicn da glcbulos roso

Se tosa 1 ml de la suspension de globulos roios ya
wensibilizados y sa agragan 4 al da solucién saline al 0.85%. Se
lee ol espectrafotonsten a 630 ne, usando un adsptator de celdas
aue permits el paso de solo 1 cm de luz y coso blanco  salucién

satina a1 0.65%

La lscturs que se debe obtener sera de 231t 2 de
transnstancia, en case contrario e reslizars la dilucién
necesaria para que nusstra suspension de glabulos quede dentro de

dtcno range.

@ Mierotitulacion:

En las placas tipo "U* del microtiter, s coloca, en cada

pozo de una hilera, 50 microlitros de solucion salina al 0.85%

con el pipeteador de gota evitando tacar las paredes del poso.

A continuacien so llena el microdilutor de 50 microlitros por



contacto con 1a suparficie del extracto problens y se proceds a
reatizar las diluctones sucesives on la hilers  escogida
introduciondo o1 microdilutar e ei pozo y rotandolo sin excesiva

presion.

NOTR: €s recosendable checar que el volusen aue.

to tomando

diza

nusstro microdilutor, sea ol requerido. Esto se re

con solucion salina al 0.85% en una placa de prusba.

Por Gltiso con un pipetaro do gota colocar en cada pozo 30
micralitros de la suspension de glcbulos rojos sencibilizads y
ajustada. Luegs se rota ls placa en forma clrcular y s ileva a

1a incusadora a 37 °C por espacia de 1 hor

6 Lecturar

Una vez transcurrido el tisspo estipulado se coloca la placa

de plastico sobre sl disponitivo do locturs. Se cbserva a trave

el espeso el fondo de los pozos de cada hilara de prussa.

Se reporta 1a maxina dilucion que presente sglutinacisn.

NOTA: Cusndo se trabasa con sangre de alta sensibilidad (como

Hasster o raton) © un extracte de alte titulo, e

conventanta realizar un mayor nomero de ¢ilucionas, por 1o
cusl e pusden tomar hasta tres nilorss, reslizendo la

serie e @ilucion on forma de culesra.



5.2. RESULTADOS ¥ DISCUSION DE RESULTADOS.

A continuacton se prasentan los resultados obtenidos en

analisis proxinal de las thasbromas.

Hurono

ProTEINA

GRAsA cruDA

FisRa cauon

cenizas

Bl

E.LN.s Extracts

CuRDRO No. 1

ANALISIS GUINICO PROXIMAL DEL CACAD
(Thecrana caces o)
ori000s

sentLia cascann
B Bis. o, B,
s2.50 9.9 e
788 te.60 o.az 7.8
92 0037 008 113
.60 153 202
207 a3 .53 10.14
0.5 2208 275 s1es

Libra de nitrigeno.

sEaLEiland FoR DirEReNCin




CuADRD No. 2

waa1s auinico eronie b cacao cosamica
e I L
semiiia o—
P [ ¥
HUMEDAD 61,01 ———— 90.08 ; —
fa— s e Lo 10
oo S
Fisea crun s s s
canizes s 000 oien
e s a7 PP,

£t Extracto 1iore de nitrogens.
- Galedlo PO Brrereic

P

BIE) BAG s



cuAoRo Mo, 3

NALISIS QUINICO PROXIMAL DE PATASTE
(Thecbrosa bicolor, Husb ot Bonpl)
/050>

seniiia
o s SR
ra— Ty o
i G T S
Fuoma cunn w0 et e

L ves 2.2
e i AT ;‘a:'z{"}'z.;' 01

E.L.N.1 Extracto 1ibre de nitrdgeno.
"CALEULADO PoR DIFERENCIA,
WmEDA



cunoRo Ne. 4

ANRLISIS QUINICO FROKIMAL D€ CASTARRICA
rons drouatiiiiua 0.C0
1009

J—_— J—
e wr o me
I, b e
BRASA CRUDA 17.48  31.32 ; 0.17.

FisRA CRUDA 130 © 20.25 EICR

centzns R ey am

Bl v [ERCI 1019 2573




Cono podemos chservar en los cusdros 1, 2, 3y & se encontrd
.

Que o1 comonente aue estuwo en mayor proporcion en I
senillas es 1a grasa.

Do scuerdo a los resultados expresasos en los cuadros 1y 2

el mayor porcentase de grasa se encusntra en la seailla de cacao

¥ cacao costarrica.

manos cantidad de protesnas.

G cacao contienen una cantidad de

contenido de fibra encontrado en las 2

muy olevado con respecto al que we encontrd en la semill

Theobrons cacao L.

Dol analisis realizado a 1a co

ara podenos cecir que las

tienen comosiciones muy sinilares con respecto o

Grasa y proteinas, el contenido de fibra es mas elevado en las 2

theobrosss silvestres y o) extracto libre de nitrégena se

ancusntra en mayor cantidad en e} cacao y ol cacao costarrica,
sto pusde explicarse ya que 1a pulpa de entas we adhiere & la

cancara haciendo dificil su separacion.

En 14 Gnica thesbrons aue

budo analizar 1a pulpa fue en 1a

theosroms bicolor (pataste) va que esta se encuentra en una

cantidas mayor a la de las otras thecbrom:

%0 ancontro aue

Glene una gran cantidad de proteinas, u contenido do grass es

3oy su contenido de azicares es alto, razén por la cual o

BSTA TESIS M0 DEEE
SAUR DE LA BIBLIOTECK



auy uts1izada por los indigenas Gue habitan los lugares en los

aue el patasts crece de ssnera silvestre.

A continuscion se presentan los resultados del anslisis de

slcalotdes e laz 4 thecbrosas.

En tosas las thecoromss analizadas se encentraren los 3

alcaloides, teobronin

teofilina ¥ cateina.

La distrisucion de 1a tecoromina en el cacas es difersnte
cosparada con la distribucion de este alcaloide en las theobrosss

=it




UALISiS oE TECBRONINA,

Muestra

seniiia
Toraentada

sentila no
Tarnentada

cascartiia no
Farnontada

cancara
Sornantad

cascara no
Sornentada

f1ores

CURDRO o 5

N CACAD. (Tneot

Tecuronina

147877

1,387,753

145,37

93.60

19,56

ar.on

TEOFILING ¥ CAFEINA
ona €acao L.

Testirina

308,97

a7s.92

1290

1530

36,62

1639

Catetna

ez

769,00

7232

inos



v
CACAD COSTARRICA (Theobross Cacao
T

semilla
Forsentada

semlla no

cascarilla
Foraentada

Fermentada

Fernentada
cascara no
Sernentaca
hosas

f1ores

CunDR Mo, s

1515 06 TEGBROMINA, TEOFILINA ¥ CAFEI

Teasronina

20210

108,12

107,08

745

750

L

A e
ariedad costarrics)

Teotitina Catetna
357.92 180.0
s25.02 182.0

5.0 .20
1972 .32
768 558
s.ot s
20.03 2.7
9.1 2038



Segin 10w cusdras 5y & podancs decis

que 1a Theobrona cacas,
Lo fen sus 2 variedades) so encusntra en mayor cantidad en la
senilla, le sigus en orden cecreciente la cascarilla y en

cascara, hojas y flores solo se encuentran peauefas cantidaces.

fai misno, en el cusdro o, 5

observa que en la seniila oo
caca 1a cafetna es el alcalolde que existe en mayor proporcicn
después de 1a techroning y por ultine se encusntra la teofilina,
in enbargo, como se ve en el cusdro No. 6 la mayor centidad
o tecoromina eats en la semilla del cacao  variedad
costarrica, en esta senilla la teotilina se encuentra e mayor

proparcion aue la cafoin:

Como se menciono antertormente la distrsbucion de low

atcatoid

©n diferents en 1o theobronas silvestres ya que seain

Low resultados exprossdos en sl cuadro No. 7, en ol pataste, la

mayor cantidad de tesbromina se encontrs en cascarilla, flores y
hoses.  En semilla e encontrs muy baja contidad de este
alcaloide comparada con 1a cantidad que se encuentra en la
senilla del cacao, aproximadanente 10 veces menos.

En la pulpa del pataste e encuentra una cantidad  de

tocbroaina sin

3 1a que hay en 1a senilla e este.

La teotilin

encuentra en flores y hoas, en las

partes analizadas no hay gran cantidad de este alcaloide.
La cafeine se encuentra en muy baja proparcien en todas las

partes analizadas.



cuAvka e, 7

ANALISIS DE TEOGROWINA, TEOFILINA ¥ CAFEINA
O FATASTE  (¢haobrons bicelor, Mush et Genal)
na/1000)
Huestra Teswromina Teotitina Catesna
semilla fermentada  113.9% 19,01 10.98

oni 11 no
Tarsentada 702 s C e

“oaon 1919

cancariila no
Sorsantads 576 218 250
ara forsentasa 2.8 53 7.20

cascara no

Goraentada 170 2.2
Pulpa farsentads 14352 sz 1802
pulpa no fermantada  146.84 52,19

728,37 s01.28 6.8
hosas s19.10 186,78 10.00



En 61 cusdro No. § se presentan los resultados del analisic
realizado a 1a Thecbroms angustifoliue D.C. (castarrical, ¥ se
encontre que no cuenta con cantidades signiticativas ce ninguns
de los 3 alcaloides, excepto en flores, que es en donde se

localizs 1a mayer cantidac de teobrosina.

cUAsRO Na.8

ANALISIS DE TEGBRGMIN, TEOFILINA ¥ CAFEINA

EN CASTARRICR (Thecbroma angustfolius 5.C)

AT
Husstra Teabrontna Teotilina Catetna
sentila
Farnentaga 53,03 6.5 .30
santila no
ernentada 36,77 set s.ee
cascariila
Fersantada 29.40 e .08
scarilla no

Serasnsads .21 127 5.2
B 318 a2
Sernantads 2.9 a0 .00
hosas .42 1580 542
flores s10.32 6545 70



En 1 cusdro No. 9 se dan & conocer los resultados cbtenidos
en 1a determinacion de azdcares que se realizs en la pulpa de
pataste y en 1a cascara do las 4 thecbromas, el analisis se hizo

en 1a cascara por que 1a pulpa o se separs.

La mayor cantioag de azicares reductores totales se encontro
en la pulpa del pataste, le siguen la cascara del cacao ¥ en
menor proporcion 1a cascars del cacao costarrica y 1a castarricas

En 1a cascara de pataste no o encontraron azicares esto debido &

aue 1a pulp pars totalsente de 1a cascara.

La cantidsd do azecares reductores directos es muy similar

cacao y en 1a pulpa de pataste.




CUADRO Mo,

DETERMINACION DE AZUCARES.
(/1000 de euestra) e

nuesTRa REDUCTORES
‘DIRECTOS

cascara de

cacio 1502

cascara de

puloa de
Pataste 5.5

cascara ae
Castarrica 38

ReDuCTORES
TOTALES

Mo RepuCTORES

.40

s2.65



Tambien sa realizs el analisis de alounos factores towicos
camo son inhibidores e tripsina (Cusdro No. 10) y hemaglutininas
(cuaaro No. 1), se considoraron estos anglisis debido a que son
plantss silvestres y se desconoce la presencia de  estas

substancias en este tipo de plantas.

Los analisis fuaron realizagos en las sealllas y holas de las
4 theobroass.

En o1 cussro No. 10 se presentan los resultados de la

deterainacion do innibidores de tripsina y se encontrs que la
mayor cantidad de UTi/ag esta presente en 1a senilla de cacao (on

sus 2 varisdades ).

En 1as semillas de las 2 theobrosss silvestres se encontrarcn
2016 pequenas cantidades de innibidores. En la hofa de cacao se
oncuentra una pequen cantidad cosparada con la de las hojas de

Las 2 theobronas silvestres.

€6 ouy inportante mencionar que estos valores de inhibidores
e tripsina coparados con las de la msyveria de legusinosa:
(genero en sl qus %a nan encontrado en msyor cantidad) son muy
basas, por esesplo la semilla ge soya contiene normalsente de 97

2 110 UTt/ag de muestra.

¥ sabiendo que el principal uso aue se lo da al cacas

requisre de un tratasisnto ternico (tostado) esta cantidad do

UTi/mg no presenta asyor probias



cunoRo Ko 10

DETERMINACION DE_INMIBIDORES DE TRIPSINA
WTi7ng de evestrar s

nuesTRa UTi/mg DE mEsTRA

Sentila de cacao s

11a o c
Variesas Costarrica 39.06
799

Senilla do pataste

Semilla de castarrica

Hosa de cacao 785

Hosa de cacao

Variedad Costarrica 573

Hosa da pataste 25.65
1527

Hoia de castarrica

“En base seca.



Con rescecto s la determinacion semicusntitstiva  de
hemsglutininas. € el cusdro No. 11 se puede observar ue esta
prussa resulto necativa

ra todas las seaillas y las holas.

Cona en el caso de los inhiviores de tripsina,

hemaglutininas son termslabiies.



CUADRO Ne. 11

SETERNINACION SERICUMTITATIVA
e

HEMAGLUTIN

(arusba con sanar

HuESTRA

Semilla de cacao

Sentlla do cacao
Variedsd Costarrica

Senilla de pataste
Senilla de castarrica
Hosa de cacas

tois ge cacro
riodad costarrica

Hosa de pataste

Hoja de castarrica

=) No presents aglutinacion.

de hamster)

I
(ndrina ailutn en 1a cus
presenta aglutinacion)

o
I
e
[
-
e



& conctusiones

Lo resultaos obtenidos indican aue las 2 semtllas

aue podria

Silvestres oresentan un concenido g gra

ser tilizasa en la industria de alisentos y de procuctos

fareacedticos ya sea como substituts o aditivo de la orass del

Debido al alto contenido de prateinas y grasa las semillas

Silvestres posria rasultar adecuadas para alisentacion anim

La distribucion del principal alcalode de el cacas, la
teobromina, es muy diferente on las 2 thecbromas silvestres,
budiendose utilizar la tecbromina de la cascarilla, flores y

hojas de Theosrosa bicolor (ataste).

La bulpa del pataste s rica en azecares por 1o Gue tasbien

bodria ser utilizada para alimentacion animal.
En ninguna de las I theosromss se encontro una cantidad
considerable de innibidores de tripsina.
No se encontraron hemaglutininas en las thecbromas.

tarrica) o la cue menos se

La thecbroms angustifolium (c:

barece. (de acuerds a su comosicion), al cacas exceots en aue i




¥ 1a castarrica pueden sustituir al cocas en la fabricacion del
chacolate, principalaante por su diferencia en el contenido de
tacoramina

€8 muy mportanta un estudio a fondo sabre el posible cultive
¥ o1 rendimiento do estas thecoromss silvestres, pars los usos

bropusstos, asi coso continuar 1a busqueda de otras  variedade:

silvestres que postslensnte no han sido localiza:
estado de Chiapas coms Tebasca que son los lugares dende s
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