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INTRODUCCION

En el continente Americano existen alrededor de 40 especies de frijoles
silvestres del género Phaseolus, de las cuales sélo cuatro fueron domesticadas:
Phaseolus vulgaris (frijo! negro, bayo, flor de mayo, etc.); Ph. coccineus
(ayocote, acalete, gordo, frijoién, botil, etc.); Ph. acutifolius {tepari, escumite,
ete.) y Ph. lunatus (frijol de lima, comba, il;, etc.), ademds de mililtiples
variedades de cada una de ellas. La distribucién del género Phaseolus se
concentra principalmente en México y América Central, pero su centro de
distribucidn y seguramente su centro de origen se halla en México donde se
localizan mds del 90% de sus especies. Sembradas y consumidas de diferente
forma las distintas variedades de frijol constituyen una de las mas importantes
fuentes de proteina en la dieta de los pueblos americanos, quienes han tenido
refacién con esta especie desde hace por lo menos 7000 a 8000 afios. Cabe
mencionar que de las restantes especies silvestres se reconocen varias que se
utilizan alin como alimento, o para otros menesteres como sucede con plantas
del grupo Phaseolus maculatus (antes Ph. metcalfef), cuya raiz conocida como
cocolmeca es utilizada como planta medicinal y como agente "fortificador” en la
fermentacidn del tejuino y cuyo exudado, producto de hervirla varias horas, es
utilizado como pegamento. El follaje de esta especie ha sido usado coma forraje
y sus vainas tiernas y semillas, como alimento humano (1,2).

Existe una variabilidad morfolégica entre las especies cultivadas o
domesticadas y las especies silvestres; se han observado diferencias en cuanto
a tamano de la semilla, velocidad de germinacién, impermebilidad al agua,
capacidad de adaptacién, habitos de crecimiento y reproductivos, resistencia a
plagas, habitats, etc., pero ademds de la informacién sobre variabilidad
fenotipica, existen reportes experimentales que documentan una equiparable, y

en ocasiones correlacionada, variacién quimica (2,3).



Las semillas del frijol comin presentan una imporante variabilidad
quimica que hace promisorio cualquier estudio que se haga en esta direccién.
Considerando, por ejemplo, que tanto en proteinas totales como en la fraccion
proteinica principal de reserva (Globulina 1), se ha encontrado variabilidad
genética sustancial entre poblaciones cultivadas. Comparaciones hechas entre
semillas de poblaciones cultivadas y silvestres demostraron nuevamente gue
existe diferencia en cuanto al contenido de protefna pero también demaostraron
que existe diferencia significativa en el contenido de aminodcidos dando con
esto la pauta en la bisqueda del mejoramiento de la composicién de amiodcidos
de las especies cultivadas (3,4).

Igualmente indicativo de una importante varibilidad quimica resulta la
notable resistencia de las especies silvestres al ataque de plagas, ta cual
probablemente es debida a la presencia de factores tdxicos ya que es
caracteristico encontrarlos en leguminosas seguramente actuando como

mecanismo de defensa contra depredacion (3,5).



OBJETIVO: Determinar si existen cambios importantes en el
contenido de nutrimentos y téxicos naturales en frijoles del género
Phaseolus vulgaris, silvestres y cultivados.



GENERALIDADES

El frijol comin es un regalo de America Latina para el mundo.
Historicamente constituye una de las especies alimenticias mas importantes
para los americanos después del maiz, ya que proporciona calorias y protelnas.
Los ancestros silvestres de las especies de frijol han sido encontradas desde
Mséxico hasta Argentina y sus especies domesticadas (cultivadas) se consumen
en el desayuno, comida y cena ya sea solos o acompariados de cereales y otros
alimentos y cocinados de diferente forma, sus vainas y hojas se usan como
torraje para animales (6). Acerca de como ocurrié la domesticacion del frijol, se
ha propuesto que el uso de Inflorescencias no téxicas pudo ser el inicio y que la
vinculacién entre el frijol y el hombre se reforzaria con el descrubrimiento de que
el tostado o coccidén de las semillas elimina muchas de sus toxinas. Al iniciarse
su cultivo, su hébito de crecimiento voluble sugiere su asociacién con otra planta
1itil como el maiz, para posteriormente seleccionar las especies que presentaron
mejores caracteristicas de cultive (7). De este modo se inicié el cultivo y llegé a
convertirse en la leguminosa de consumo humanc mds comun de América
Latina pues representa mds del 85% de la produccidn total de leguminosas para
consumo humano, aunque es posible encontrar algunas especies silvestres.
Con el mejoramiento y el cultivo selectivo se han modificado las caracteristicas
estructurales de los frijoles silvestres para adaptarlas al gusto de los
consumidores, las vainas se han hecho grandes y blandas, con granos mayores
y mds jugosos. Estas vainas no se rompen al madurar como ocutre con las
formas silvestres ademas de presentar diferencias en cuanto a composicién de
nutrimentos y téxicos naturales.(8).



ANALISIS PROXIMAL,

El andlisis proximal o bromatoldgico es la estimacién porcentual de un
cierto componente del alimento en una forma general. Este analisis, también
conocido como Sistema Weende desarrollado en Alemania hace mds de 100
afos, es de gran importancla ya que es el primer paso en el estudio analitico de
cualquier alimento ya sea de origen animal o vegetal y mediante &l se
determinan los principales componentes de un alimento. Los datos arrojados
por este andlisis son de gran utilidad para saber hacia donde dirigir el estudio
del alimento, que utitidad podria tener en un momento dado, predecir el posible
aprovechamiento de alguno de los componentes del mismo, estandarizar
materias primas y productos terminados, etc. El andlisis proximal presenta la
ventaja de proprocionar bastante infarmacién empleando una cantidad de
muestra reducida ademds de ser sencillo y relativamente rdpido. Generaimente
el andlisis se realiza de acuerdo a las técnicas descritas y aprobadas en el
AOAC e incluye las determinaciones de humedad, cenizas, proteina cruda,

grasa cruda, fibra cruda y carbohidratos asimilables calculados por diferencia.(9)

HUMEDAD

Debido a que no tiene un valor energético ni sufre cambios quimicos
durante su utilizacién bioclégica, en muchas ocasiones el agua no se considera
como nutrimento. Sin embargo, sin este liquido no podrian llevarse a cabo las
reacciones bioquimicas que sustentan la vida. Las funciones bioldgicas
lepIpales del agua se basan en su capacidad para djsolver y transportar
sustancias, ademas sirve como lubricante para unir y transportar al alimento a
través del tracto gastrointestinal, regula la temperatura de! cuerpo y es
componente estructural de las células.

Todos los alimentos, incluyendo los deshidratados, contienen una cierta

5



cantidad de humedad, la cual varia entre el 60 y el 95% en los alimentos
naturales. El agua existe en dos formas generales: el agua "libre*, que es la
forma predominante y se libera con gran facilidad por lo que es la que se
determina en 1a mayoria de los métodos de determinacién de humedad, y el
agua "ligada", que es el agua que permanece “inmdvil" unida a carbohidratos y
proteinas, el agua de cristalizacion y aquella absorbida en las particulas
coloidales (10).

' La temperatura de secado es la variable mas importante en la
determinacién del contenido de humedad de una muestra, debido a que algunos
de los componentes de los alimentos se descomponen a temperaturas
elevadas, como por ejemplo las grasas, los azucares y los compuestos voldtiles
distintos del agua tipicos de las especias que pueden eliminarse en secados a
altas temperaturas (100-110 0C), Existen diferentes métodos para llevar a cabo
esta determinacidn y el método a emplear depende en gran parte del material a
analizar (11).

CENIZAS

Las cenizas estan constituidas por los elementos minerales que forman
parte de los compuestos organicos e inorgdnicos presentes en los alimentos.
Durante la incineracién las sales metdlicas de los dcidos orgdnicos se
convierten en 6xidos o carbonatos o bien reaccionan para formar fosfatos,
sulfatos o haluros. Algunos elementos como el azuire y los halégenos pueden
no ser retenidos, esto es que pueden volatilizarse. En las muestras vegetales
predominan los derivados de potasio, mientras que en las animales los de sodio.
Los minerales tienen actividad metabdlica importante ya que intervienen
principalmente en la actividad bioldgica de enzimas, en el transporte de

electrones y unidos a proteinas como fa hemoglobina y hemocianina.



Las cenizas de una muestra pueden proporcionar diferente informacién
como: grado de refinacidn, presencia de adulterantes, cantidad de materia
organica presente, presencia de elementos minerales téxicos como plomo,
selenio y mercurio y a partir de ellas puede llevarse a cabo el andlisis de

minerales y conocer el total de nutrimentos digeribles (11,12).

PROTEINA

Las proteinas estdn constituidas por cadenas de aminodcidos unidos
entre sf mediante enlaces peptidicos. Son indispensables para el organismc
pues se encuentran en todas las células, pueden ser funcionales o
estructurales. En el organismo desempefian diferentes funciones como la
formacién y regeneracidn de tejidos, la sintesis de anticuerpos, enzimas y
hormonas y como constituyentes de la sangre, ademds también forman parte de
diferentes tejidos estructurales.

Debido a su importancia como nutrimento, se han convertido en uno de
los principales focos de atencién de los tecndlogos de alimentos. En los
alimentos influyen en la textura y en las propiedades reoldgicas, y contribuyen a
las propiedades organolépticas de los mismos. A medida que pasa el tiempo se
aumentan las investigaciones encaminadas al aprovechamiento de proteinas de
fuéntes no_convencionales, debido a la escasés de alimentos ricos en proteina
sobre todo en los paises en vias de desarrollo, de tal manera que se puedan
satisfacer las necesidades de este nutrimento en poblaciones de escasos
recursos.

En los alimentos el contenido de proteina cruda se calcula en base al
nitrégeno total, el cual es determinacdio generalmente por el método de Kjeldahl,
ide este modo la determinacidn incluye no solo el nitrégeno proveniente de las

proteinas de la muestra, sino también aigunos otros compuestos nitrogenados
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no proteicos como aminodcidos libres, aminas, amidas, bases nitrogenadas,
etc., por esto es importante llevar a cabo una determinacion de proteina

verdadera para saber el contenido real de proteina de una muestra (10,11,13).

GRASA

Los lipidos son un grupo de compuestos de estructura heterogénea muy
abundantes en la naturaleza, del que las grasas y los aceites son los
representantes mds importantes.

La grasa cruda estd constitulda por los materiales solubles en éter e
incluye gran variedad de compuestos org4nicos tales como grasas verdaderas,
dcidos grasos, vitaminas liposolubles o provitaminas tales como carotenoides,
esteroles y ceras.

En el organismo los lipidos desempefian funciones importantes ya que
forman parte de las membranas celulares y de las terminaciones nerviosas,
ademds son precursores del colesterol y del ergocalciferol (vitamina D), sirven
también como amortiguador fisico en el organismo pues se encuentran en
abundancia alrededor de los intestinos, e! higado y otros 6rganos vitales y estdn
relacionados con la fisiologfa cardiovascular.

La grasa es importante en los alimentos ya que da caractaristicas de
palatabilidad, tiene capacidad para absorber aromas y sabores, influye en la
estabilidad y representa la forma mas concentrada de calorlas en los alimentos.

A pesar de que las grasas y los aceites son necesarios para el
organismo, su consumo excesivo produce problemas serios de salud como son

la obesidad y las enfermedades cardiovasculares (10).

FIBRA

En la mayoria de los alimentos vegsetales existe una fraccion de
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polisacdridos no digerible denominada fibra cruda. Esta fraccién estd formada
por celulosa, pentosanas, pectinas, hemicelulosa y en menor proporcion lignina,
que al no ser metabolizadas por el organismc humano son eliminadas en las
heces. La fibra cruda proviene de las paredes celulares de los vegetales. La
celulosa es un homopolisacdrido de D-glucosa con uniones fi(1-4), helicoldal. La
hemicelulosa es un heteropolisacdrido compuesto por polimeros que contienen
D-xilosa, L-arabinosa, D-glucosa, D-manosa unidos por enlaces (1-4) a dcido
D-galacturénico. La lignina es un polimero tridimensional formado por ta unién
de compuestos fendlicos, unidos por una cadena alifdtica de tres carbonos,
insoluble en agua.

La fibra es importante en la dieta porque ayuda a la formacién y
transporte del bolo alimenticio a través del tracto intestinal pues tiene gran
capacidad de retencién de agua. El consumo exagerado de fibra puede reducir
la densidad de nutrimento de! alimento y puede llegar a causar irritacidn

gastrointestinal en nifos de corta edad (10,14).

CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos son de gran importancia en plantas y animales pues
son precursoras de la mayoria de los compuestos orgdnicos sintetizados en los
organismos. Los azucares simples generalmente se encuentran formando
polimeros cuyas propigdades funcionales varian: pueden encontrarse como
material de reserva energética o pueden formar parte de la estructura rigida de
tas plantas.

Los carbohidratos son los nutrimentos mds abundantes y mds baratos
que se encuentran en la naturaleza por lo que constituyen una de las principales
fuentes de energia consumidas en la dieta de muchos paises; las principales

formas de consumo son los almidones y el azicar de mesa o sacarosa. Los
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carbohidratos ademds de ser buena {uente de energfa, son necesarios para
llevar a cabo una gran variedad de funcionss bioldgicas, como es la mejor
utilizacién de grasas y protefnas en el cuerpo humano.

La estructura quimica de los carbohidratos determina su funcionalidad y
sus propiedades en los atimentos, esto es importante porque gracias a ellos se
pueden lograr caracteristicas de sabor, color, estructura y viscosidad. De este
modo, las caracteristicas de los alimentos, naturales y procesados, estan

influenciadas por el tipo de carbohidratos que contengan (10).

AMINOACIDOS

Los aminodcidos son los mondmeros y principales componentes de las
proteinas, por lo tanto su naturaleza y distribucién determinan las propiedades
de cada proteina. Existen en dos formas dpticamente activas: D y L isémeros,
los aminodcidos L son los que se encuentran en la naturaleza y tienen actividad
bioldgica. La mayoria de las proteinas estan estructuradas solamente por 20 o
21 aminodcidos pero ademas existen alrededor de 100 aminodcidos que existen
en forma libre o combinada en diferentes tejidos, pero nunca en las proteinas,
sino que pueden encontrarse como precursores de otras moléculas o como
intermediarios metabdlicos.

Los.aminodcidos pueden clasificarse en base a la naturaleza de SU grupo
R o también como dispensables e indispensables en base a !a capacidad que
tiene el organismo para sintstizarlos. Los indispensables son aquellos que
forzosamente deben ser obtenidos de la dieta, mientras que los dispensables
son sintetizados en el organismo en concentraciones suficlentes por lo que no
es tan necesaria su presencia en las proteinas de los alimentos. Los
aminodcidos indispensables para el hombre son 8: Treonina, Valina, Metionina,

Lisina, Isoleucina, Leucina, Fenilalanina, y Triptofano.
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Dentro de las principales funciones de los aminodcidos tenemos la
formacién de proteinas y péptidos, produccién de energia y participacidn directa
o indirecta en los mecanismos de eliminacién o neutralizacién de compuestos
téxicos, ademds pueden acumularse y cuando se sobrepasan los
requerimientos parte de los aminodcidos se degradan liberando energfa o pasan
a formar parte de Iaé reservas energéticas en forma de grasas o carbohidratos
(10).

FACTORES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS

El conocimiento de la actividad téxica crénica o de la actividad
cancerigena de muchos alimentos ha adquirido especial lnleyés en los dltimos
anos. Se ha encontrado que es posible liberar a un alimento de una sustancia
téxica sometiéndolo antes del consumo a una preparacién o un tratamiento
adecuados (15).

Dentro de las caracteristicas de las leguminosas, familia a la que
pertenece el frijol, encontramos que tienen un alto contenido de proteina, son
buena fuente de energia, contienen minerales y vitaminas, se adaptan a
diferentes climas, enriquecen el suelo de cultivo (las bacterias que se alojan en
los nédulos de sus raices, fijan el nitrégeno atmosférico), entre otras, -pero
ademds también son portadores de factores antinutricionales y téxicos que
limitan su aprovechamiento; dentro de este grupo de compuestos se encuentran
los inhibidores de Tripsina, las lectinas o fitohemaglutininas, los glucdsidos
cianogénicos, las saponinas, los factores bociogénicos, los factores productores
de latirismo, alcaloides, aminodcidos raros, factores anticoagulantes y otros
inhibidores de enzimas (16). Los factores antinutricionales y téxicos que se
presentan con mayor frecuencia en frijol comtn son los inhibidores de Tripsina,

las hemagiutininas (lectinas), las saponinas y los glucdsidos cianogénicos.
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Debido a que algunos de los téxicos presentan naturaleza proteica pueden ser
destruidos mediante un tratamiento térmico prolongado y solo pocos casos
presentan termorresistencia como por ejemplo los inhibidores de Tripsina, las

saponinas y los promotores de flatulencia (16,17,21).

INHIBIDORES DE TRIPSINA

Un inhibidor puede ser definido como una sustancia que reduce la
actividad de una enzima.

Los inhibidores de proteasas han sido encontrados en altas cantidades
en leguminosas sobre todo en las del género Phaseolus, en la soya y en Vicia
faba. Los mas comunes son los inhibidores de Tripsina los cuales coexisten con
los inhibidores de Quimiotripsina. Las estructuras y propiedades de los
inhibidores varfan enormemente, algunas de sus caracteristicas son: inhiben
Tripsina, resisten la actividad proteolitica de otras enzimas como la papaina y la
pepsina, presentan resistencia relativa hacia factores ambientales como el calor
y el pH (15,18,19).

De las innumerables especies de Phaseolus vulgaris se han aislado y
caracterizado distintos inhibidores cuyos pesos maleculares varfan entre 20,000
y 8,000; mostrando en cada especie diferencias y semejanzas con los
inhibidores de Bowman-Birk y de Kunitz que se encuentran en la soya y que son
los mds estudiados. Las grandes diferencias entre las variedades de Phaseolus
vulgaris hacen que las comparaciones entre ellos sean dificiles de establecer
(19,20).

Se encuentran distribuidos por toda la planta pero se encuentran
prlncipaln{ente en las semillas. En algunos frijoles se encuentran
abundantemente en semillas y hojas; los inhibidores de cada parte de la planta

son diferentes entre si. Se cree que en las plantas desaparecen durante la
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germinacion y favorecen e catabolismo de protelnas durante la misma o
previenen la degradacién de proteinas almacenadas durante la maduracién de
la semilla. Ademds actian como mecanismo de defensa contra microbios e
insectos. En algunas plantas, después de un dafio mecénico o desprendimiento
o posterior a un ataque por insectos, se lleva a cabo una acumulacion de
inhibidores de proteasas no solo en el sitio del dafio sino también en los tejidos
adyacentes (19}.

El calentamiento apropiado puede destruir el efecto de los principales
inhibidores o al menos disminuirlo. La termoestabilidad de inhibidores de
Tripsina en frijoles cultivados es elevada, pues se ha reportado una retencién de
actividad original entre el 50 y el 80%. La termoestabilidad es atribuida al
slevado contenido de aminodcidos azufrados en los inhibidores; mientras que
en el resto de las proteinas existe deficiencia de aminodcidos azufrados, en los
inhibidores existe un alto contenido de cistelna y un alto nimero de enlaces
disulfuro los cuales contribuyen a la termoestabilidad de estas proteinas (20).

Algunos de sus efectos antinutricionales y téxicos son la inhibicién dsl
crecimiento por propiciar indisponibilidad de aminodcidos, producen incremento
de la secrecién pancredtica (amilasas), en ratas producen hiperplasia de las
células pancredticas e incremento de la concentracién de tripsindgeno y
quimiotripsinégeno en el pancreas, tienen efecto sobre el valor nutritivo de las
proteinas (18,19,21).

HEMAGLUTININAS (LECTINAS)

Las hemaglutininas, también conocidas como lectinas, son proteinas que
presentan la interesante habilidad de aglutinar los eritrocitos. Su deteccién y
caracterizacién se ha basado en este hecho. Algunas se encuentran unidas a

azdcares por lo que se les ha clasificado como glucoproteinas. Se encuentran
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ampliamente distribuidas siendo encontradas en algunas familias de plantas y
en algunos animales como esponjas, crustdceos, moluscos y peces. El grupo
mds estudiado han sido las leguminosas en donds generalmente van
acompafiadas de otros factores téxicos.

Un gran nimero de lectinas han sido encontradas en plantas y
distribuidas en diferentes partes de las mismas (semillas frutos y tubérculos). Su
funcién en las plantas no es del todo conocida, se cree que actian como
anticuerpos, protegen a la planta contra el ataque de hongos y otras plagas y
también almacenan y transportan azicares (21,22).

Tienen clerta afinidad por carbohidratos complejos como los que forman
parte de la membrana celular; esto ha explicado su mecanismo de accidn el cual
ha sido descrito del tipo antigeno-anticuerpo. Més alin como los anticuerpos,
presentan una marcada especificidad ya que pueden aglutinar fuertemente
eritrocitos de una especie y tener un efecto débil o nulo sobre eritrocitos de otra.
Para que se lleve a cabo la interaccidn lectina-eritrocito deben existir como
minimo dos grupos activos. Basdndose en la especificidad presentada, se ha
correlacionado la toxicidad de ias lectinas de frijoles con su capacidad para
aglutinar eritrocitos de vaca, de tal manera que aquellas lectinas capaces de
aglutinar dichos eritrocitos son mds toxicas que aquellas que no pueden hacerlo
(15,17,22).

Dado que son proteinas presentan termosensiblidad por lo que su efecto
puede ser eliminado mediante un tratamiento térmico en himedo
preferentemente (prosesos convencionales de cocimiento) (21,22).

Entre los efectos tdxicos se ha observado que retardan el crecimiento,
producen hemorragia gastrointestinal e incluso pueden provocar la muerte. Se
ha observado que Ia toxicidad es mayor por administracion intravenosa que por

ingestion oral en ratas. Las lectinas de frijo! Phaseolus vulgaris incorporadas a la
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dieta de ratas producen retraso en el crecimiento, mala absorcion de
nutrimentos y crecimiento desmedido de flora bacterianta en el intestino
delgado, lo que contribuye a la absorcién deficiente de nutrimentos en el
intestino (22,23).

SAPONINAS

Las saponinas son glicdsidos anfifilicos que se han encontrado en una
gran variedad de plantas, distribuldas en hojas, tallo, flores y raices.
Estructuraimente estdn formados por una parte potar consituida por los
aziicares (hexosas, pentosas o acidos urénicos) que se encuentran enlazados a
un grupo no polar llamado sapogenina que puede ser un esterol o un triterpeno,
pero la mayoria de las sapogeninas identificadas son del tipo triterpenoide.
Presentan 3 caracteristicas principales: presentan sabor amargo, forman
espuma en solucién acuosa y pueden causar hemdlisis de eritrocitos. Ademds
son de dificil cristalizacion, en general inodaras, reducen fueriemente la tensién
superficial por lo que pueden estabilizar emulsiones de grasas y aceites, son
termorresistentes y son capaces de formar complejos con proteinas y con el
colesterol y otros hidroxiesteroles (21,24,25).

Han sido aisladas de espinaca, betabel, esparrago, alfalfa, soya, chicharo
y algunas otras leguminosas; ademds también han sido encontradas en el
veneno de algunas serpientes y estrellas marinas. Su funcién en las plantas no
es del todo conocida pero se les ha asociado con la resistencia de las plantas
hacia el ataque de plagas (microorganismos e insectos).

Son altamente téxicos para animales de sangre fria (peces y anfibios) por
su propiedad de disminuir la tensién superficial. Algunas inhiben crecimiento
microbiano por precipitacion de esterloles de la membrana celular, se ha

reportado” toxicidad selectiva en hongos. Normalmente crean . lesiones
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gastrointesinales y si pasan al torrente sanguineo causan hemdlisis de los
eritrocitos, pueden causar falla respiratoria, convulsiones y coma.

Su poder hemolitico es atribuldo a un cambio drdstico en la
permeabilidad de la membrana celular como resultade de una combinacién de
interacciones no especificas de las sapoinas con componentes de la membrana
como son proteinas, fosfolipidos y principalmente con el colesterol, provocando
la ruptura y una pérdida inmediata del contenido celular. Se ha observado qus la
velocidad de reaccién es diferente dependiendo del eritrocito a probar. La
actividad hemolitica es contrarrestada por el plasma sanguineo o bien por el
colestero! dejando en duda sin son toxicos in vivo.

Algunas saponinas son usadas en la industria como aditivos en bebidas
carbonatadas, cerveza, helados, caramelos, jarabes, etc., aprovechando que

son potentes surfactantes (21,25).

GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

En la naturaleza se han encontrado mds de 100 especies vegetales que
contienen glucésidos clanogéncos, entre ellas las leguminosas y las rosdceas.
Los glucdsidos cianogénicos son compuestos que desprenden HCN por
tratamiento con &cido o por accién de las enzimas hidroliticas apropiadas. (f-
glucosidasa). Se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas, pero
también se han encontrado en helechos, musgos e insectos. En plantas el HCN
es desprendido solo cuando los tejidos de la planta son dafados 0 macerados.
La descomposicion del glucdsido cianogénico da lugar a un aztcar, HCN y un
aldehido o cetona con el cual el HCN estaba combinado como una cianohidrina.
La descomposicion de los glucdsidos cianogénicos en las plantas, se lleva a
cabo en dos pasos. En el primero actua la enzima $-glucosidasa dando iugar al

azUcar y la cianchidrina. En el segundo paso actda la enzima hidroxinitriliasa
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que da lugar al HCN libre y al aldehido o cetona correspondiente. £l azicar
puede estar constitufdo por un monosacdrido (generalmente glucosa) o por
disacdridos como la gentobiosa o la vicianosa (26,27).

El glucésido no es téxico por sl mismo pero si el cianuro generado por
accién enzimdtica, el cual actua a nive! de citrocromo oxidasa, por ende inhibe
fa cadena respiratoria. La DLgg del HCN administrado oraimente es de 0.5 a 3.5
mg/kg de peso, causando anoxia histotéxica. En el organismo el cianuro es
absorbido rapidamente por el tracto gastrointestinal, 1a piel o en forma de gas
por los pulmones. Durante la biotransformacién el cianuro reacciona con
productos de la degradacion de la cisteina por lo que se alcanzan niveles altos
de tiocianato. Sin embargo, ambos son eliminados en la orina como
cianometahemoglobina (21,26).

Se han encontrado en semillas de frutas como manzana, cirusla,
durazno, cereza y almendras amargas (amigdalina), en frijoles (inamarina y
lotaustralina), sorgo (durrina), yuca, chicharo, linaza, etc. (26).

Dado que los glucdsidos clanogénicos son termoldbilies se ha observado
que es posible eliminar el HCN de los alimentos que lo contienen por cocimiento
en reciplentes destapados para permitir su volatilizacién y eliminando el agua de
coccién (15).

ALCALOIDES

Los alcaloides, de los cuales se conocen alrededor de 5,500, estdn
comprendidos dentro del grupo de substancias secundarias de las plantas. Los
alcaloides constituyen un grupo muy heterogénec de bases vegetales
nitrogenadas, algunas de las cuales son tdéxicas para el hombre, y que
presentan accidn fisioldgica mas o menos intensa en animales de ahi su amptio

uso en medicina. No existe una definicién para el término alcaloide pero dentro
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de este grupo se incluyen a aquellas sustancias que contienen uno o mas
dtomos de nitrégeno comunmente como pane de un sistema ciclico. Muchos
alcaloides son de naturaleza terpenocide y ofros son considerados como
terpenoides modificados desde el punto de vista biosintético; otros son
compuestos aromaticos.

La mayoria de los alcaloides se encuentran en las plantas en forma de
sales y ésteres de dcidos orgénicos, algunos otros se ecuentran en forma de
glicésidos de la ramnosa, galactosa y glucosa. Se clasifican en 254 tipos
aunque tambén se pueden clasificar de acuerdo a su procedencia botdnica.

La funcidn de los alcaloides en las plantas no es del todo conocida, se les
ha considerado como productos terminales del metabolismo del nitr6geno y se
considera que sus precursores son los amino4cidos, se asocian como medio de
proteccién del vegetal contra el ataque de insectos y animales herbivoros, y
como reguladores de! crecimiento del vegetal. Pueden encontrarse en érganos
aspecificos de la planta o bien distribufdos por todo el vegetal.

Los alcaloides son poco frecuentes 0 no se encuentran en
gimnospermas, helechos y plantas inferiores. En leguminosas se han
encontrado alcaloides de tipo de las quinolizidinas.

Debido a que son un grupo quimicamente heterogéneo y muy variado, no
es posible identificarlos en extractos vegetales usando un simple criterio
cromatogréfico. En general, es dificil identificar un alcaloide de una nueva fuente

: vegétal sin saber aproximadamente que tipo de alcaloides es posible encontrar
en dicho material (27,28).
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PARTE EXPERIMENTAL

Se estudiaron 10 muestras de frijoles del género Phaseolus vulgaris de
las cuales cinco son cultivadas y las cinco restantes son silvestres. Los frijoles
silvestres, denominados frijol del monte, pertenecen a la variedad mexicanus,
fueron recolectados en 1991 y su hdbito de crecimiento es trepador. Los frijoles
cultivados seleccionados fueron el frijol Garrapata, frijol Pinto, frijol Encerado,
frijol Flor de Mayo y frijol Flor de Mayo “bola”; dentro de este grupo, los frijoles
Garrapata, Pinto y Encerado fueron recolectados en 1986 y los frijoles Flor de
Mayo y Flor de Mayo “bola® fueron recolectades en 1991. Todos los frijoles
cultivados presentan habito de crecimiento trepador a excepcién del frijol Flor de
Mayo "Bola" el cual crece en mata. En los cuadros | y If se presentan las
muestras de frijoles de este estudio divididas en silvestres y cultivadas.

La recoleccién y la clasificacién botdnica fué realizada por el M. en C.
Marcelo Sdnchez del Laboratorio de Ecologfa Fisioldgica del Centro de Ecologia

de la Universidad Nacional Auténoma de México.



Frijoles silvestres y cultivados (Phaseolus vulgaris) seleccionados para el

estudio.

FRIJOLES SILVESTRES

NOMBRE COMUN | VARIEDAD PROCEDENCIA
Frijol del monte (1) mexicanus Santiago Tepetlapa,
Morelos
Frijol del monte (II) mexicanus Amatlan de
Quetzalcoati, Morelos
Frijol del monte (lil) | mexicanus Amatldn de
Quetzalcoatl, Morelos
Frijol del monte (IV) | mexicanus Amatlan de
Qustzalcoatl, Morelos
Frijol del monte (V} mexicanus Amatldn de
Quetzalcoat!, Morelos
Cuadro |.
FRIJOLES CULTIVADOS
NOMBRE COMUN VARIEDAD PROCEDENCIA
Frijol garrapata vulgaris El Tunal, San Felipe del
Progreso, Estado de
México
Frijol pinto vulgaris Zacatldn, Puebla
Frijol encerado vulgaris La candelaria, Valle de
Bravo, Estado de
México
Frijol Flor de Mayo vulgaris Ixmiquilpan, Hidalgo
Ftijol Flor de Mayo vulgaris Santiago Tepetlapa,
"bola® Morelos
Cuadro/l.
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METODOLOGIA
La metodologia empleada para el andlisis de los frijoles silvestres y
cultivados fué la siguiente:
Preparacion de la muestra
Anélisis proximal (9):
Humedad
Cenizas
Proteina cruda
Grasa cruda
Fibra cruda
Carbohidratos asimilables calculados por diferencia
Determinacion de proteina verdadera (29)
Determinacién de aminodcidos (30,31)
Andlisis de componentes antinutricionales y téxicos.
Inhibidores de tripsina (32)
Hemaglutininas (lectinas) (33,34)
Saponinas (25)
Glucésidos cianogénicos (35)
Alcaloides (36)
Andlisis estadistico de los resultados (37). Consistié en una prueba de T simple
para determinar diferencia significativa entre las muestras silvestres  y

‘cultivadas.
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PREPARACION DE LA MUESTRA

Los frijoles fueron sometidos a una molienda en un molino Thomas-Wiley
Mod. 4, con malla de 1 mm. de didmetro. Las muestras molidas se guardaron en
frascos de vidrio y se utilizaron para los andlisis mencionados anteriormente y

que se explicardn a continuacion.

ANALISIS PROXIMAL
El andlisis bromatolégico o proximal se llevé a cabo siguiendo las
técnicas descritas en el AOAC. Las determinaciones fueron humedad, cenizas,
protelna cruda, grasa cruda, fibra cruda y carbohidratos asimilables calculados

por diferencia, Todas las determinaciones se hicteron por duplicado.

HUMEDAD.
Fundamento: La pérdida de material que se volatiliza bajo ciertas condiciones
de temperatura y presion, se denomina humedad.

Material:

*Estufa de vacio LAB-LINE Mod. 3620
*Desecador

*Balanza analitica

*Charolas de aluminio

Procedimiento:

1. Poner a peso constante las charolas de aluminio en una estufa de vacfo a
una temperatura de 60-65 °C y una presién de 15 a 20 inHg durante 2 a 4
horas.

2. Pesar de 2 a § g de muestra en cada charola y colocarlas en [a estufa para su
secado.

3. Se saca la charola y se coloca en el desecador, se deja enfriar hasta

temperatura ambiente y se pesa. La determinacién concluye hasta que las
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charolas quedan a peso constante o hasta que dos pesadas sucesivas no
registren una diferencia de més de 0.001 g.

Célculos:
% Humedad = Bi=PL__ 4149
m

Donde:
Pi= peso de la charola con muestra hiimeda en gramos
Pi= peso de la charola con muestra seca en gramos

m= peso de la muestra en gramos

CENIZAS.
Fundamento: Las cenizas san el residuo inorgdnico que se obtiene después de
la incineracién de una muestra.

Material:

* Mufla THERMOLYNE Mod. 1500
* Balanza analitica

* Desecador

* Crisoles de porcelana

Procedimiento: i

1. Poner los crisoles a peso constante en Ia mufla a una temperatura entre 500
y 550 °C.

2. Pesar en el crisol de 2 a 5 g de muestra y carbonizar con ayuda de un
mechero hasta que deje de salir humo.

3. Colocar el crisol en la mufia (500-550 ©C) durante el tiempo necesario para
obtener cenizas blancas o grises homogéneas, sin puntos negros. En caso de
presentar puntos negros, pueden agregarse unas gotas de agua destilada a las
cenizas frias y meterlas nuevamente a la mufla hasta que queden homogéneas.

4. Dejar enfriar un poco los crisoles y colocarlos en un desecador, dejar enfriar
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hasta temperatura ambiente y pesar. Los crisoles con las cenizas deben quedar
a peso constante.

Célculos:
% Cenizas =-E‘:Ef—x 100

Donde:
Pf= peso del crisol con las cenizas en gramos
Pi= peso del crisol vacio (peso constante) en gramos

m= peso de la muestra en gramos

PROTEINA.

Fundamento: La determinacion se realiza en base al método de Kjetdahl, e!
cual consta de una oxidacion de la materia orgdnica mediante ta accién de
H2804, HaPOy4 y Hp0p, en presencia de un catalizador (CuSO4 5Hp0), como
resultado de esta oxidacién se produce COg, HoO y N3 el cual se transforma en
NH4HSO4. Para la liberacion del NH4 de la sal formada, se realiza una
destilacién en presencia de NaOH al 60% y el amoniaco liberado es recibido en
dcido bdrico forméndose borato de amonio el cual es titulado con una solucién
de HCi 0.01 N. De este modo se sabe [a cantidad de Nitrégeno que se liberd de
la musestra el cual se multiplica por un factor que nos da el porciento de proteina
de la misma.

Material y Reactivos:

* Digestor TECATOR Mod. AB-20/40

* Microdestilador LABCONCO

* Tubos para digestién de 75 m| TECATOR
* Mezcla digestiva (a)

* Hidréxido de sodio al 60% R.A.

* Sulfato de potasio R.A.

* Perdxido de hidrégeno al 30% R.A.
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* Acido bérico con indicadores (b)
* Acido clorhidrico valorado 0.01N

Preparacion:

a. Mezcla digestiva: disolver 3 g de sulfato de cobre (CUSO4 5H20) en
20 ml de agua destilada, agregar 50 ml de Acido fosforico (HzPO4) conc. y 430
mi de dcido sulfirico (HaSO4) conc. resbalandolo por 1a pared. Agitar la mezcla
durante 30 minutos. -

b. Acido bérico con indicadores: disolver 10 g de 4&cido bdrico y
disolverlos en agua destilada, adicionar 70 mi de indicador A (100 mg de
fenolftaleina disueltos y aforados a 100 con etanol) y 20 mi de indicador B (33
mg de verde de bromocresol y 66 mg de rojo de metilo disueltos y aforados a
100 con etanol) llevar a un volumen final de 2000 ml con agua destilada. Se
ajusta el dcido bdrico a un color café-rojizo.

Procedimiento:
DIGESTION.
1. Pesar de 20 a 60 mg de muestra finamente molida en un tubo de digestién;
agregar 0.5 g de KpSO4 y 3 mi de mezcla digestiva.

2. Colocar el tubo en el digestor previamente calentado a una temperatura
inferior a 370 ©C, durante 15 min. (predigestion).
3. Transcurrido el tiempo de predigestién, sacar el tubo del digestor y dejarlo
enfriar, adicionar 1.5 ml de H205 y colocar el tubo nuevamente en el digestor a
370 OC hasta que el contenido del tubo sea translicido, sin restos de materia
orgdnica ni coloraciones fuertes. Dejar enfriar el tubo antes de efectuar la
destilacion.
DESTILACION.
1. Pasar la muestra digerida a 1a copa de adicidn del microdestilador el cual

debe haberse calentado previamente, colocar un vaso de precipitados que
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contenga 50 mi de dcido bdrico al final de! refrigerante.

2. Vaciar el contenido de la copa de adicion al bulbo de reaccién lentamente,
favar el tubo y fa copa de adicién con un poco de agua destilada y agregar esto
al bulbo de reaccion.

3. Agregar 15 m! de NaOH al 60% y vaciarlos muy lentamente al bulbo de
reaccion, lavar la copa con un poco de agua y vaciarla al bulbo de reaccién.

4. Destilar hasta un volumen de 100 o 125 ml, retirar el vaso y lavar el aparato.
Al recibirse el nitrégeno amoniacal sobre el dcido bérico el indicador que éste
contiene vira del café-rojizo al verde esmeralda.

TITULACION.

1. Titular el contenido de! vaso con HCI 0.01 N hasta el vire del color verde
esmeralda a rojo fresa, debe agitarse durante la adicién de 4cido.

NOTA: Debe realizarse un blanco sustituyendo la muestra por glucosa o
sacarosa y tratdndola de la misma forma.

Ciélculos:
o N={P-BYxNxmeqx100
m

% Proteina = % Nitrégeno x F
Donde:
P= mi de HCI1 0.01 N usados para titular la muestra
B= ml de HCI 0.01 N usados para titular el blanco
N= Normalidad de la solucién de HCI
megqg= miliequivalentes de nitrégeno (0.014)

F= Factor de conversién {6.25)

GRASA CRUDA.

Fundamento: La determinacion se basa en la solubilidad de las grasas en éter;
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la cantidad de material extraido de una muestra mediante el reflujo con éter se
denomina extracto etéreo o grasa cruda e incluye grasa verdadera, &cidos
grasos, aceites esenclales, ésteres, vitaminas liposolubles y carotenoides
principalmente.

Materlal y Reactivos:

* Equipo de extraccién Goldfish LABCONCO
* Balanza analitica

* Cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm

* Vasos de borde esmerilado KIMAX

* Estufa de vaclo LAB-LINE Mod. 3620

* Eter de petréleo R.A.

Procedimiento:

1. Pesar de 2 a 5§ g de muestra en un cartucho de celulosa. Es conveniente
emplear la muestra seca o la que se empled en la determinacién de humedad,
pues asi se evitard el arrastre de los componentes hidrosolubles debido a la
humedad de ia muestra, como son los carbohidratos.

2. Colocar el cartucho en el portadedal do vidrio y éste se coloca en el
compartimiento del extractor.

3. En e! vaso de borde esmerilado (previamente puesto a peso constante) se
colocan S0 ml de éter de petréleo (nota 1), y con ayuda de un anillo metdlico
con rasca se asegura al extractor donde se ha colocado el cartucho. Se sube la
parrilla del extractor hasta que esté en contacto con el vaso; el control de la
temperatura debe estar en el minimo (fow). No olvidar abrir el agua de los
refrigerantes. (nota 2).

4. Mantener el reflujo constante durante 8 horas. Al término de éste se baja la
parrilla de calentamiento, se quita el vaso y se sustituye el portadedal con el
cartucho por un colector de vidrio.

5. Asegurar nuevamente sl vaso al extractor, se sube la parrilla de
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calentamiento y se coloca el control de calentamiento al maximo para recuperar
el éter, se calienta hasta que en el vaso queda un pequefio residuo.

6. Quitar el vaso del extractor y meterlo a la estufa de vacio a secar a una
temperatura entre 60 y 65 0C. Sacar el vaso y colocarlo en el desecador para
que se enfrie, al llegar a la temperatura ambiente se pesa. La determinacion

concluye cuando el vaso estéd a peso constante.

Célculos:
% Grasa = PL=PL x 100
m

Donde:

Pi= peso del vaso con el extracto etéreo en gramos

Pi= peso del vaso a peso constante en gramos

m= peso de la muestra en gramos

NOTA 1. Se utilizé éter de petrdleo como disolvente de la fraccién lipidica
porque es mds barato que el éter etilico, no absorbe humedad durante Ia
extraccién y con él se evitan problemas de explosiones puss no forma perdxidos
como el éter etllico.

NOTA 2: Debido a que el punto de ebullicién del éter de petrélec es bajo (34-45

0C), se recomienda enfriar los refrigerantes con agua-hielo.

FIBRA CRUDA.

Fundamento: La determinacion estd basada en la obtencion de un residuo
orgdnico insoluble y combustible después que otros carbohidratos y proteinas
han sido removidos mediante tratamientos sucesivas con Acidos y alcalis

hirvientes.
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Material y Reactivos:

* Aparato de digestion para fibra LABCONCO
* Estufa de vacio LAB-LINE Mod. 3620
* Desecador

* Muila THERMOLYNE Mod. 1500

* Vasos Berzalius KIMAX de 600 ml

* Crisoles de porcelana

* Asbesto caicinado

* Solucién de HaSO4 al 1.25%

* Solucién de NaOH al 1.25%

* Antiespumante (Emulsién Sigma B)

* Alcohol etilico R.A.

Procedimiento: ]

1. Pesar de 2 a 5 g de muestra desengrasada y colocarla en el vaso Berzelius,
agregar 0.5 g de asbesto calcinado y unas perlas de vidrio.

2. Adicionar 200 ml de HpSO4 al 1.25% que esté hirviendo y unas gotas de
antiespumante; inmediatamente colocar el vaso en el digestor, el cual debe
estar previamente caliente, subir la parrilla y digerir durante 30 min exactos.

3. Retirar el vaso de! digestor y filtrar sobre el filtro de lino con ayuda de vacio,
lavar el residuo con agua destilada caliente hasta eliminar el &cido
(aproximadamente con 500 mi).

4.Transferir el residuo lavado y las perlas de vidrio al vaso Berzelius, agregar
200 ml de NaOH al 1.25% que esté hirviendo y unas gotas de antiespumante;
colocar el vaso en el digester, subir fa parrilla y digerir durante 30 min exactos.
5.Retirar el vaso del digestor y filtrar sobre el mismo filtro de lino con ayuda de
vacio, lavar el residuo con agua destilada caliente hasta eliminar el dlcali
(aproximadamente 500 ml).

6. Agregar al residuo 25 mi de alcohol etilico para facilitar su secado.

7. El residuo se pasa a un crisol de porcelana previamente puesto a peso
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constante y se coloca en la estufa de vacio (60-65 OC) para secarlo, dejar
enfriar en el desecador y pesar. (Secar hasta peso constante)

8. Carbonizar el residuo con ayuda de un mechero y luego pasarlo a la mufla
(500-550 OC), dejar enfriar en el desecador y pesar. (Continuar hasta que el
criso! esté a peso constants).

Ciélculos:
% Fibra cruda = Pinﬁgc x100

Donde:
Ps= peso del crisol con el residuo seco en gramos
Pc= peso del crisol con el residuo calcinado en gramos

m= peso de la muestra en gramos (referido al peso original de muestra)

CARBOHIDRATOS ASIMILABLES
Calculados por diferencia.

Se refiere a los carbohidratos digeribles y asimilables por e! hombre como
son los azicares y los almidones; también se conocen como anrémO libre de
nitrégeno.

Es un dato obtenido de manera tedrica restando al 100% el resultado de
la suma de los porcentajes de humedad, cenizas, proteina cruda, grasa cruda y
fibra cruda.

% Carbohidratos= 100 - (% cenizas + % proteina + % grasa + % fibra cruda)
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DETERMINACION DE PROTEINA VERDADERA.

Fundamento: La técnica se basa en la solubilizacién del nitrégeno no proteinico
asi como de la proteina soluble y la posterior precipitacién de dicha proteina con
tungstato de sodio, con el fin de eliminar el nitrégeno no proteinico que puede
interferir en ta determinacion por el método de Kijeldahl. Con este método, la
proteina no soluble también es tomada en cuenta ya que en la etapa de
filtracién esta es incluida junto con la proteina soluble precipitada.

Material y Reactivos.

* Digestor TECATOR Mod AB-20/40

* Microdestilador LABCONCO

* Tubos para digestién TECATOR de 75 mi
* Agitador magnético CORNING, con agitadores
* Papel WHATMAN # 542

* Mezcla digestival

* Solucién de Hz0o al 30%

* Solucién precipitante 2

* Acido bérico con indicadores?

* Acido Clorhidrico 0.01N valorado

* Solucién de NaOH al 60%

* Sulfato de potasio RA

Preparacion:

1. Se preparan igual que para [a determinacién de proteina cruda.

2. Solucién precipitante: Disolver 5 g de tungstato de sodio y 1.51 g de
NasHPO4 12H20 en 20 ml de HpO, afiadir 22 ml de HCI 2 N y mezclar; aforar a
50 ml con agua destilada.

Procedimiento:

PRECIPITACION:

1. Pesar 50 a 100 mg de muestra molida y colocarla en un vaso de precipitado
de 50 ml.

2. Agregar 5 mi de H2O caliente, agitar mecanicamente 15 min; agregar 2 ml de
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solucién precipitante y dejar reposar 10 min.

3. Filtrar a traves de papel Whatman # 542 utilizando 25 ml de agua caliente y
vacfo ligero.

DIGESTION:

1. El papet filtro con el precipitado se coloca en un tubo de digestién, se agregan
0.5 g de KpSO4, 5 ml de mezcla digestiva y se coloca en e! digestor que ya
debe estar caliente (T<370 °C), durante 15 min.

2. Retirar el tubo del digestor y anadir 3 ml de HpOp al 30%, se coloca
nuevamente en el digestor a una temperatura de 370 OC hasta digestién
completa.

3. Dejar enfriar ol tubo y proceder a realizar la destilacion.

DESTILACION:

1. Pasar la muestra digerida a fa copa de adicién del microdestilador el cual
debe haberse calentado previamente, colocar un vaso de precipitados que
contenga SO mi de 4cido bérico al final del refrigerante.

2. Vaciar el contenido de la copa de adicién al bulbo de reaccién lentamente,
lavar el tubo y la copa de adicién con un poco de agua destilada y agregar esto
al bulbo de reaccidn.

3. Agregar 15 ml de NaOH al 60% y vaciarlos muy lentamente al bulbo de
reaccidn, lavar la copa con un poco de agua y vaciarla al bulbo de reaccién.

4. Destilar hasta un volumen de 100 o 125 ml, retirar el vaso y lavar el aparato.
Al recibirse el nitrégeno amoniacal sobre el 4cido bérico el indicador que éste
contiene vira del café-rojizo al verde esmeralda.

TITULACION.

1. Titular el contenido del vaso con HCI 0.01 N hasta el vire del color verde
’gsmeralda a rojo fresa, debe agitarse durante la adicién de acido.

NOTA: Debe realizarse un blanco que incluya el papet filtro, sustituyendo la
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muestra por glucosa o sacarosa y tratdndolo de la misma forma.

Célculos:
={P-B)xNxmeax100
%N

% Proteina verdadera = % Nitrégeno x F
Donde:
P=ml de HCI 0.01 N usados para titular la muestra
B=ml de HCI 0.01 N usados para titular el blanco
N= Normalidad de la solucién de HCI
meq= miliequivalentes de nitrégeno (0.014)

F= Factor de conversién (6.25)
AMINOACIDOS

DETERMINACION DE AMINOACIDOS

Fundamento: Se basa en la realizacién de una hidrélisis &cida (HCl 6N a

1459C) de la muestra para romper los enlaces peptidicos logrando asf la

liberacién de los aminodcidos, después

e un  autc

dor de

aminodcidos se logra la separacién y cuantificacién de los mismos. El

autoanalizador basa su funcionamiento en una cromatografia de intercambio

iénico en donde se separan los aminodcidos, posterior a la separacién ocurre

una reaccién con ninhidrina formando un compuesto colorido que permite la

cuantificacién colorimétrica de cada aminodcido en la muestra.

Material y Reactivos:

* Autoanatizador de aminodcidos TECHNICON Mod. NC-2P
* Rotavapor BUCHI Mod. R

* Potenciémetro CORNING Mod. 10

* Digestor TECATOR Mod AB-20/40
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* Vortex LABLINE Mod. Super-mixer No. 1290

* Adaptador para filtracién en jeringa MILLIPORE XX30-012-00

* Membrana MILLIPORE tipo HATF 025 00 (tamano de poro 0.45uM)
* Tubos de cultivo de pared grussa con tapén de rosca y cubierta de teflén
PYREX No.9826

* Acido clorhidrico 6 N

* Metil celosolve al 50%

* Amortiguador de acetato de sodio 0.4N (a)

* Sulfato de hidrazina (b}

* Ninhidrina (c)

* Solucién lavadora (d)

* Amortiguador de dilucién (e)

* Amortiguadores de acetatos para regeneracién y elucién (f)

* Hidréxido de sodio 0.1 N (f)

* Microjeringa HAMILTON Mod. 1001-LTN

Preparacién:
a. Amortiguador de acetato de sodio 0.4N: Colocar aproximadamente 3

litros de agua destilada en un dispositivo de agitacién, agregar lentamente 1,312

g de acetato de sodio anhidro para prevenir Ia cristalizacién, de ser nec io

puede calentarse para la completa solubllizacién de la sal. Una vez fria la
solucién se le agregan 400 ml de dcido acético glacial lentamente y se deja
enfriar. Aforar a 4 litros.

NOTA: E! pH de este amortiguador debe ser de 5.51+0.02; si se requlere ajustar
se debe usar élcali o dcido concentrado.

b. Sulfato de hidrazina: Disolver 1.049 g de sulfato de hidracina en agua
destilada desionizada, a continuacién adicionar 0.4 ml de dcido suifurico
concentrado (R.A.) y 30 ml de solucién BRIJ-35 al 20%, se lleva esta solucién a
un volumen de 4 litros, Para su conservacién se requiere adicionar 0.8 mi de
dcido caprilico.

c. Nlnhldrina: Disolver 40 g de ninhidrina en 2 litros de metil-celosclive, a
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continuacién adicionar lentamente 1 litro del amortiguador de acetato de sodio
0.4 N. Por altimo se lleva a un volumen de 4 litros.

d. Solucién lavadora: Agua-etano! (3:1 vfv) con hidroquinona al 0.01%
como agente antioxidante.

e. Amirtuguador de dilucién: Se prepara una solucién de dcido clorhidrico
0.2N (A) y una solucidn de cloruro de sodio 0.2 M (11.69g/1)(B). Se toman S0 ml
de Ay 33.3 ml de B, selleva a 200 ml con agua destilada y adicionando
hidroquinona al 0.01%. El pH de este amortiguador debe ser de 1.50+0.05.

{. Amortiguadores de acetatos para regeneracién y elucién: La
preparacion se presenta a continuacion y en la tabla 1 se muestran los reactivos
y las cantidades de los mismos. ’

Forma de preparar las soluciones amortiguadoras:

1. En un recipiente con agitacién se pone la mitad del volumen de agua y se
disuelven todos los sdlidos.

2. Adicionar los reactivos liquidos o las soluciones correspondientes a
excepcién del dcido caprilico, el cual se adiciona hasta depués de ajustar el pH.
3. Agregar agua hasta un volumen aproximado de 900 ml, de tal manera que se
tanga un margen para poder ajustar el pH.

4. Ajustar el pH con ayuda de un potenciémetro de escala expandida el cual se
calibré previamente con buffer de referencia pH=4.5. Aforar en matraz
volumétrico de 1 | con ayuda de écido caprilico para romper la espuma.

6. Filtrar con papel filtro y vaclo para eliminar cuaiquier particula extrafia, ya que
estas soluciones pasaran por la resina de intercambio idnico.

7. El amortiguador ajustado y aforado se vacia en un recipiente que contenga la

cantidad especificada de dcido caprilico en la tabla 1.
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TABLA 1
Preparacién de amortiguadores

REACTIVO BUFFER 1 BUFFER 2 BUFFER 3 NaOH 0.2N
Acetato de sodio 4.1g 5.0g 87.0g
anhidro
Acido acético glacial 20.0m! 15.0mi 20.0m!
Solucién de acetato de 0.6ml 2.0mi
zinc 0.5M
Alcohol etflico absoluto 78.0mi 78.0mi
Alcohol benzflico 11.0ml
Hidroquinona 0.11g 0.11g
{antioxidante)
Solucién BRIJ-35 al 8.0ml 8.0ml 8.0ml
20% (MERCK # 1962
EDTA(Sal disédica) 0.1g 1.09
Hidréxido de sodio 8.09
{lentejas)
Acido caprilico 0.2mi 0.2m! 0.2mi
{conservador)
Agua dasionizada 1.01 1.0! 1.01 1.01
{<tppm Na%)
Ajuste de pH (escala 3.9+0.02 4,110.02 5.320.02
expandida)
{Nat] 0.05M 0.06M 1.06M 0.2M
{Zntt) 0.0M X109 M 1x10-3 M 0.0M

BUFFER 1  Regeneracién de la resina

BUFFER 2 Elucién de aminodcidos &cidos y neutros
BUFFER 3 Elucién de aminodcidos bésicos

NaOH 0.2N Lavado de la resina
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Procedimiento:

HIDROLISIS Y PREPARACION DEL HIDROLIZADO:

1. Pesar dentro del tubo de hidrélisis la cantidad de muestra (A) finaments
molida y desengrasada (cuando el contenido de grasa sea mayor a 5%).
Adicionar con cuidado la cantidad de acido clorhidrico 6N (B), resbaldndolo por
las paredes tratando de que toda la muestra se humedezca con el reactivo; de
ser necesario para lo anterior se puede ayudar con un agitador mecdnico
(Vortex).

_ 0.05x100
A=p
00
e

Donde:

A = cantidad de muestra en gramos

B =ml de Acido (HCI 6 N)

%P = porcentaje de proteina en la muestra

2. Una vez pesada la muestra y agregado el dcido, se le insufla nitrégeno
durante 30 segundos aproximadamente, cerrar bien el tubo con el tapdn de
rosca.

3. Colocar el tubo en el digestor a una temperatura de 145 ©C durante 4 horas.
El digestor se calienta previamente.

4. Dejar enfriar el tubo y agregar 5 m! dei estandar interno de norleucina 5 mM,
homogenizar y transferir cuantitativamente a un matraz bola de 100 ml, enjuagar
el tubo con agua destilada desionizada caliente y solucién lavadora, incorporar
este volumen al hidrolizado

[TH

§. Con ayuda dsl rotavapor, el de 4cido hasta sequedad.

Enjuagar nuevamente el tubo de hidrélisis y resuspender el residuo con este
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volumen, lievar a sequedad por segunda ocasi6n.

6. Lavar nuevamente el tubo de hidrdlisis, pero en esta ocasién con solucién
lavadora, resuspender el residuo y evaporar el solvente en el rotavapor hasta
tener un volumen menor a 25 ml.

7. Filtrar el hidrolizado concentrado con ayuda de vacio a través de pape! filtro
doble (Whatman # 52), lavar con solucién lavadora, es importante que el
volumen no scbrepase los 20 ml.

8. Ajustar el pH del filtrado a 6.8+0.2 con un potenciémetro de escata
expandida. Si se forma precipitado, filtrar a través de papel filtro doble
(Whatman # 52) con ayuda de vacio. Lavar el residuo con un poco de agua
destilada desionizada y aforar a 25 ml con agua destilada desionizada En caso

de que la muestra no vaya a ser empleada en ese momento debe congelarse
hasta su uso.

INYECCION DEL HIDROLIZADO:

1. Diluir el hidrolizado tomando 1 mi del mismo y 1 ml del amortiguador de
dilucién (pH=1.5), con esto los aminodcidos pasan la forma catiénica.

2, Tomar el hidrolizado diluido con una jeringa de 5 mi y filtrar a través del
dispositivo Millipore descartando las primeras cinco gotas.

3. Con una microjeringa se inysctan de 100 a 200 ul del hidrolizado en la
columna de intercambio iénico del autoanalizador de aminodcidos.
SEPARACION Y CUANTIFICACION:

Una vez que el hidrolizado ha sido inyectado en la columna catiénica la
separacién de los aminodcidos ocurre en forma automética pues el aparato
bombea los amortiguadores de diferentes pH a través de la columna llevandose
a cabo la elucién de los aminodcidos. Los aminodcidos ya separados
reaccionan con ninhidrina, pasan por un baifio de aceite a 89 °C y desarrollan

color; el cual es detectado en el colorimetro que estd conectado a un registrador
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que grafica el drea correspondiente a cada aminodcido.

Antes de llevar a cabo el andlisls de aminodcidos de las muestras debe
correrse un estandar de aminodcidos de concentracién conocida ya que sobre
éste se basaran los cdlculos. A continuacién se muestran las condiciones fisicas

y el programa utilizado para el andlisis realizado.

Condiciones fisicas:

Tamanio de columna 470 x 4 mm
Altura de empaque de la columna 420 mmz5
Temperatura de la columna 800C
Velocidad de flujo de amortiguadores 0.6 mUmin
Velocidad de flujo de ninhidrina 0.8 mt/min

Velocidad de fiujo de sulfato de hidracina 0.6ml/min
Velocidad de flujo de nitrégeno 0.32 ml/min

Velocidad de flujo sobre el calorimetro 0.6 ml/min

Temperatura dsl bafio de reaccion 89 9C10.5
Sensibilidad del registrador 2.5U
Velocidad de la carta ' 3.0 mm/min
Programa:
PASO  TIEMPO CARACTERIZACION

1 2 Amortiguador # 1; metil-celosolve.

2 6 Amortiguador # 2; metil-celosolve.

3 110 Amortiguador # 2; ninhidrina; registrador.

4 120 Amortiguador # 3; ninhidrina; registrador.

5 16 NaOH 0.2N; ninhidrina; registrador.

6 NaOH 0.2N; metil-celosolve; registrador

7

Amortiguador #1; metil-celosolve; registrador
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8 10 Amortiguador # 1; metil-celosolve; apaga registrador.
9 16 NaOH 0.2N; metil-celosolve,
10 46 Amortiguador # 1; metil-celosolve.

NOTA: En todos los pasos hay flujo de sulfato de hidrazina.

Célculos:”

Previamente hay que correr una solucién estandar de aminodcidos que
contenga 0.025 uM de cada uno, para de cada aminograma obtener el drea de
cada uno de los aminodcidos.

Tanto en el estandar como en las muestras se debe incluir una cantidad
constante del aminodcido sintético norleucina (estandar interno), para poder
hacer los célculos en base a los llamados equivalentes de norleucina de cada
uno de los aminodcidos.

ENaa= ANsd / AAstd
Donde:
ENgja = equivalente de norleucina del aminodcido correspondiente
ANgtd = drea de norleucina en el estandar
AAgiq = drea del animoécido correspondiente en el estandar

De nuestro aminograma de! hidrolizado de la muestra, calculamos el drea
bajo la curva de cada uno de los aminodcidos, asf como el drea de norleucina
en el correspondiente aminograma; para lo anterior es canveniente trabajar con
la mitad superior de cada uno de los picos, para evitar trabajar con la iinea base
que en ocasiones es demaslado irregular, asi a continuacidn tenemos los
célculos que se deben desarrollar para cada uno de los aminodcidos, en donde
se expresa su contenido en mg del aminodcido por gramo de nitrégeno de la

muestra.
Aaa =Baa XHaa
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Aaa x ENaa x pMstd x PMaa x A

mgaaig N = ANm xa xmgNm

Donde:
Aggp = drea del aminodcido en el aminograma de la muestra
Baga = base a la mitad de! pico
Hag = altura del pico desde la linea base
ENaa = equivalentes de norleucina del aminodcido correspondiente
uMstd = micromoles del aminodcido en el estandar
PMaa = peso molecular det aminoécido
A = aforo al que se llevé e! hidrolizado en ml
ANm = drea de norleucina en el aminograma de la muestra
a = alicuota inyectada en mi

mgNm = miligramos de nitrégeno de la muestra hidrolizada

DETERMINACION DE TRIPOTOFANO.

Fundamento: Debido a que la hidrélisis dcida usada en la determinacion de
aminodcidos destruye completamente al triptofano, se realiza una hidrélisis
alcalina empleando hidréxido de litio 4N. Los aminodcidos libres en el
hidrolizado de la muestra son separados y cuantificados mediante un
autoanalizador de aminodcldos.

Material y Reactivos:

* Digesor TECATOR Mod. AB 20/40

* Vortex LAB-LINE Mod Supermixer # 1280

* Rotavapor BUCHI Mod. R

* Potenciémetro CORNING Mod 10

* Autoanalizador de aminodcidos TECHNICON Mod. NC-2P

* Micro-jeringa HAMILTON Mod. 1001-LTN

* Tubos de cultivo de pared gruesa con tapdn de rosca y cubierta de teflon
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PYREX No. 9826

* Hidréxido de litio 4N

* Acido ortofosférico concentrado (85%)

* Amortiguador de acetato de sodio 0.4N (a)
* Amortiguadores de acetatos para regeneracion y elucién (b)
* Hidréxido de sodio 0.1N (b)

* Metil-celosolve al 50%

* Sulfato de Hidrazina (c)

* Ninhidrina (d)

* Solucién BR1J-35 al 20%

* Solucién lavadora (e)

Preparacidn:

a.Amortiguador de acetato de sodio 0.4N: Colocar aproximadamente 3
litros de agua destilada en un dispositivo de agitacién, agregar lentamente 1,312
g de acetato de sodio anhidro para prevenir la cristalizacién, de ser necesario se
pueds calentar moderadamente para la completa solubilizacién de la sal. Una
vez frfa la solucién, anadir_ 400 m| de 4cido acético glacial lentamente, se deja
enfriar y se afora a 4 litros.

b. Sulfato de hidrazina: Disolver en agua destilada desionizada 1.049 g
de sulfato de hidrazina, adicionar 0.4 ml de 4cido sulfirico concentrado R.A. ¥
30 m! de solucién BRIJ-35 al 20%, se lleva a un volumen de 4 litros, Para
conservarla se requiere adicionar 0.8 ml de dcido caprilico como conservador.

c¢. Ninhidrina: Disolver 40 g de ninhidrina en 2 litros de metil-celosolve,
agregar lentamente 1 litro del amortiguador de acetato de sodio 0.4N. Aforar a
un volumen de 4 litros,

d. Solucién lavadora: Agua-Etanol 3:1 v/v, con hidroquinona al 0.01%
como agente antioxidante.

e.. Amortiguadores para elucién y regeneracidén e Hidrxido de sodio

0.2N: Los amortiguadores y la solucién de hidréxido de sodio se preparan de la
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misma forma que en la determinacién de aminodcidos. En la tabla 1 se

musstran los reactivos y las cantidades necesarias para preparar cada solucién.

TABLA 1

Preparaci6n de amortiguadores.

REACTIVO BUFFER 1 BUFFER 2 NaOH 0.2N

Acetato de sodio 4:1g 85.0g
anhidro .

Acido acético glacial 11.8mi 15.0mi
Solucién de acetato 2.0ml
de zinc 0.5M (110g/H)
Alcohol etilico - 78.0mt
absoluto
Alcohol benzilico 11.0m)

Hidroquinona 0.11g
{antioxidante)
Solucién BRIJ-35 al 8.0m| 8.0ml

20% (Merck # 1962)
EDTA Sal disédica 0.1g 1.09

Hidréxido de sodio 8.0g
(lentejas)
Acido caprilico 0.2mi 0.2ml
{conservador)
Agua destilada 1.01 101 1.0t
desionizada (<1ppm
como Nat)
ajuste de pH (escala 3.910.02 - 5510.02
expandida)
{Na¥) 0.05M 1.036M 0.2M

Znt 0.0M 1.0x10-3M 0.0M

BUFFER 1  Regeneracién de la resina
BUFFER2  Elucién de aminodcidos de hidrolizado alcalino.
NaOH 0.2N . Lavado de la resina
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Procedimlento:

HIDROLISIS Y PREI;ARACION DEL HIDROLIZADO:

1. Dentro del tubo de hidrélisis se pesa la cantidad de muestra (A) finamente
molida y desengrasada cuando el contenido de grasa sea mayor del 3%.
Agregar con mucho cuidado la cantidad de élcali requerida (B) resbalando por la
pared del tubo y tratando que toda la muestra se humedezca con el reactivo, de

ser necesario se puede ayudar de un agitador mecénico (Vortex).

A= 01X100
%P
g=-4X100

%P
Donde: ‘
A = cantidad de muestra en gramos
B =ml de dlcali (LIOH 4N)
% P = porcentaje de proteina en la muestra
2. Se inyecta nitrégeno durante 30 segundos aproximadamente y se cierra
perfectamente e! tubo con el tapén de rosca y cublerta de tefion.
3. _Colocar eltubo enel digesl‘&r a 145 OC; el tiempo de hidrélisis se fija en base
al contenido de protelna de la muestra:

CONTENIDO DE PROTEINA TIEMPO DE HIDROLISIS
9-35% 8 horas
35-64% 6 horas
64-91% 4 horas

4, Una vez transcurrido el tismpo de hidrélisis dejar enfriar el tubo y trasvasar
cuantitativamente su contenido a un vaso de precipitado, dandole algunas

lavadas con agua destilada desionizada cafiente y solucién lavadora. De ser
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posible el volumen del hidrolizado no debe scbrepasar los 40 ml.
5. Ajustar el pH del hidrolizado cerca de la neutralidad (6.8+0.2) con dcido orto-
fosférico concentrado y con ayuda del potenciémetro. Se forma un precipitado
blanco.
6. Filtrar con ayuda de vacfo sobre papel Whatman doble del # 2 y dar algunas
lavadas al vaso con agua caliente y solucién lavadora para que a su vez se lave
el residuo del pape! filtro. Procurar que el filtrado no sobrepase fos 50 ml.
7. En caso de que el filtrado sobrepase §0 mi, transferir cuantitativamente el
hidrolizado a un matraz de bola de 100 m! y eliminar ef exceso de disclvente con
ayuda del rotavapor. Volver a filtrar,
8. Llevar el volumen del hidrolizado a 50 ml en un matraz aforado. Cuando no
se va a inyectar Inmediatamente el hidrolizado se dsbe volver a checar al pH
con el potencidmetro y ajustar a 7.0£0.1, etiquetar y guardar en el congelador
hasta su uso. ’
INYECCION DEL HIDROLIZADO:
1.Filtrar el hidrolizado empleando el dispositivo para filtracién Millipore y una
jeringa de 5 mi, descartando las primeras cinco gotas del filtrado.
2. Con la microjeringa inyectar de 100 a 200 ul del hidrolizado en el
autoanalizador de aminodcidos.

A continuacidn se muestran las condiciones fisicas y el progama
empleado en el presente andlisis.

Condiciones fisicas:

Tamafio de la columna 286 X 5 mm
Altura y empacado de la resina C-3 2505 mm
Temperatura de la columna §5+0.5 0C
Velocidad de flujo de los buffers 0.62 mt/min
Velocidad de flujo ninhidrina 0.80 mUmin
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Velocidad de flujo sulfato de hidrazina 0.60 mi/min

Velocidad de flujo sobre el colorimetro 0.60 ml/min

Velocldad de fiujo de nitrégeno 0.32 mi/min
Temperatura del bafio de reaccién 89+0.5 °C
Sensibilidad del registrador 2.5U
Velocidad de la carta 3.0 mm/min
Programa:
PASO TIEMPO CARACTERIZACION

1 2min  Buffer 1; metil-celosolve

2 6min  Buffer 2; metil-celosolve

3 30min  Buffer 2; ninhidrina; enciende colorimetro

4 30min  Buffer 2; ninhidrina

5 14min  NaOH; ninhidrina

6 2min  NaOH; metil-celosolve

7 6min  Buffer 1; metil-celosolve

8 2min  Buffer 1; metil-celosolve; apaga colorimetro

9 6min  NaOH; metil-celosolve

10 16min  Buffer 1; metil-celosolve

Con las condiciones anteriores el triptofano eluye aproximadamente a los
45 min después de la inyeccién, saliendo entre los picos de amaoniaco (NH4) y
arginina.

Céiculos:

Previamente se debe correr una solucién estandar de aminodcidos que
contenga 0.025 uM de triptofano, para de esta poder calcular la correspondiente
drea que nos servird como referencia.

Del aminograma de la muestra calculamos el drea bajo la curva del pico

de triptofano; para esto es conveniente trabajar con la mitad superior del pico
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para asi eliminar la linea base que en ocasiones es muy irregular.

Am=Bxh

_Am xuMstd x P.M. x A
Mgty N= Astd xa xgN x103
Donde:
Am = drea de triptofano de la muestra
B = base a la mitad del pico
h = altura del pico desde la linea base
Astdyq = drea de triptofano del estandar
uMstd = micromoles de tiptofano del estandar
P.M. = peso molecular del triptofano
A = aforo del hidrolizado
a = alfcuota que se inyecta en m!

gN = gramos de nitrégeno de la muestra hidrolizada
COMPONENTES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS HE

INHIBIDORES DE TRIPSINA.

Fundamento: La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso
directo o diluido de una muestra con una solucién estandar de Tripsina (40
ug/10 ml) posteriormente se determina la actividad proteolitica remanente
usando un sustrato sintético (Benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA)), el cual
producirda coloracion que es inversamente proporcional al contenido de
inhibidores de Tripsina y que se lee en el espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 410 nm.
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La reaccién que se lleva a cabo es Ia siguiente:
HN_ _NH H,N.  NH
¥ ¢
(CHa); (CHa)3
1 1
H-CH-C—NH —TRESINA NH-CH-G—OH 4

pH 8.2/37°C I
=0 C=0 O
NO,
p-nitroanilida

(pigmento amarillo)

O—Z

Benzoil-arginina-p-nltroanmda Berzoit-arginina

(BAPNA)

Materlal y Reactivos:

*Potenciémetro CORNING Mod. 10

* Parrilla con agitacidn magnética THERMOLYNE Mod. sp-13025
* Bafio maria GRANT Mod. SE10

* Espectrofotometro SEQUOIA TURNER Mod.340

* Mezclador de tubos LAB-LINE Mod. Super-mixer

* NaOH 0.01N

* Solucién amortiguadora de TRIS pH 8.2 y 0.05M (a)
* Solucién BAPNA (b)

* Acldo acético al 30%

* Solucidn estandar de tripsina {c)

* HCI1 0.001N

Preparacion:

a. Solucion amortiguadora Tris {hidroximetil-amino-metano): pesar 6.05 g
de tris y 2.94 g CaClp 2H»0, disolverlos en 900 ml de agua destilada. Ajustar el
pH a 8.2 y aforar a 1 litro.

b. Solucién de benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA): disolver 100 mg
de BAPNA en 2.5 ml de dimetil-sulféxido, la disolucién es mds rdpida si se
calienta en bafio de agua a 37 OC, se afora a 250 ml con amortiguador Tris

praviamente calentado a 37 ©C. Esta solucién se prepara el mismo dia de su
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uso y se mantiene a 37 °C,

¢. Solucién estandar de Tripsina: pesar con mucha exaclitud 4 mg de
tripsina bovina (SIGMA T-8253) y se disuelven en 200 ml-de HCI 0.001N. Esta
solucién contiene 20 ug de tripsina/ml y debe ser almacenada en refrigeracién
donde puede durar de 2 a 3 semanas sin pérdida apreciable de actividad.
Procedimiento:
PREPARACION DEL EXTRACTO:
1. Pesar 1 gramo de muestra (finamente molida y desengrasada cuando el
contenido de grasa sea superior al §%) en un vaso de precipitado; adicionar 45
mi de NaOH 0.01N, ajustar ef pH de la suspensién a 9.6+0.2 y aforar a 50 m|
con NaOH 0.01N.
2. Transferir a un vaso de precipitados y agitar mecanicamente en la parrilla de
agitacién 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.
3. Decantar e sobrenadante y eliminar el residuc insoluble. El sobrenadante
debe ser diluido de tal manera que 1 ml del extracto produzca una inhibicidn
entre 40 y 60%, esto ayuda a reducir la desviacién estandar.
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD:
1. Preparar 10 tubos de ensayo como se muestra en el cuadro 1. Agregar la
cantidad especificada del extracto diluldo o directo por duplicado y ajustar el
volumen final de cada tubo a 2.0 ml con agua destilada.
2. Adicionar a todos los tubos 2 mi de tripsina a 37 9C agitando cada tubo con el
vortex. A los blancos se les adiciona ademds 1 ml de 4cido acético para detensr
la reaccidn.
3. Colocar todos los tubos en el bafio de agua a 37 °C y dejar incubar durante
10 min para que entren en contacto inhibidor y enzima.

4. Adicionar a cada tubo 5 ml de solucién de BAPNA a 37 ©C y volver a colocar
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los tubos en el baiio de agua para incubarlos durante 10 min. Debe controlarse
estrictamente el tlempo sobre todo después de adicionar el BAPNA para lo cual
puede emplearse un cronémetro.

5. Detener la reaccién enzimdtica afadiendo 1 ml de dcido acético a cada tubo a

excepcidn de los blancos a los cuales ya se lgs habia adicionado.

6. Es frecuente la formacién de precipitado o el enturb 1to de la mezcla de
reaccidn por lo que se deja reposar durante 15 min y daspués se filtra primero el
sobrenadante y posteriormente ia porcidn residual a través de papel Whatman #
1. El filtrado deberd estar translicido.

A continuacién se muestra el cuadro 1 que permite observar en forma

esquemdtica la serie de tubos para la determinacidn de actividad inhibitoria.

CUADRO 1
Tubo ml miH0 miStd. Tripsina  Smin 5 ml 1Qmin, dcido acético
Ext. BAPNA 30% (Aac)
379¢C
B1 1.8 0.2 2.0+1.0 m! Aac* 5.0 0.0
1 18 0.2 2.0 5.0 1.0
B2 1.4 0.6 2.0+1.0 mi Aac* 5.0 00
2 14 0.6 20 5.0 1.0
B3 1.0 1.0 2.0+1.0 ml Aac* 5.0 0.0
3 1.0 1.0 2.0 5.0 1.0
B4 06 14 2.0+1.0 ml Aac* 5.0 0.0
4 0.6 1.4 2.0 5.0 1.0
BR 0.0 2.0 2.0+1.0 ml Aac* 5.0 0.0
A 0.0 2.0 2.0 ) 5.0 1.0

* A los blancos les adiciona enseguida 1 m! de dcido acético 30%.
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7. La lectura de cada tubo se realiza en el espectrofotpmatro a 410 nm en el
espectro visible. Previamente se debe ir ajustando a 100% de transmitancia con
el respectivo blanco de cada dilucién, Es importante remarcar que el tubo que
contiene 0.0 ml de extracto (40 ug tripsina/10 ml) es nuestra referencia y sobre
este tubo se basaran los céleulos.

NOTA! Es importante trabajar cada tubo con su blanco porque en ocaslones se
arrastran coloraciones del extracto directo provocando interferencias en el
momento de leer en el espectrofotémetro, de este modo mediante el blanco se
hace una correccion.

Célculos:

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un
incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm por 10 ml de mezcla de
reaccién descritas por Kakade y colaboradores. La actividad de los inhibidores
de Tripsina se expresa en términos de Unidades de Tripsina Irhibida (U.T.L). La
lectura de absorbancia (A), puede ser transformada directamente en unidades
de tripsina:

UT.=Ax100

Ya que se tiene una serie de allcuotas, se tendrén a su vez una serie de
valores de U.T., es conveniente determinar el % de inhibicién para lo cual se
toma como referencia el tubo 3 que es el que contiene 1 m! de extracto. Si el %
de inhibicién no cae dentro del rango de 40‘ al 60% de inhibicién es necesario

hacer un ajuste del extracto para que cumpla este requisito.

% innibicion = -R=A2 x 100
Donde:
R = U.T. de la referencia
A3 = U.T. del tubo 3 m = peso de la muestra en gramos

51



Parz obtenec 103 VIomMs OXTesiOtdantes te LT so radtan K \nkues
de U.T. al dato de referencia y postosiomante s poade cakukar & valy oe
U.T.Lfml de cada una da las alicuotas.

UTL=R-UT.
Donde:
R = Valor de unidades de tripsina de la referencia

Cuando se grafica la actividad enzimdtica inhibitoda (UT.LAnY ve. mi de
extracto de prueba, se observa una correlacidn lineal nogaliva de donda &e
puede cbtener el valor extrapolado que corraspondo al valor cero da la solyoldn

inhibitoria.

Grafica U.T.1/ ml va, ml do oxiracto

B (Valor extrapolado)
Tripsina
Inhibida
(UTi/mi)

S~

Volumen extracto (mf)
Este valor e:drapola;:to. es el valor mas carcano a In setividad Inhibigria
real o verdadera (si se refiere uno al inhibidor de soya dal tipo Kunitz),
Si la correlacion fineal no es satigfactoria (1<0.9), & puUGAs IALSIAL 4N
un valor promedio de k2 serie de alicustas y repontar 6n U.T.1/mi,
U.TAfrod = UTL S sl B2 eruay
Es comenienis repanar en wnioenes e WIANE yEAE on (650800 5§



Para obtener los valores correspondientes de U.T.1. se restan los valores
de U.T. al dato de referencia y posteriormente se puede calcular el valor de
U.T.l./ml de cada una dse las alicuotas.

UTL=R-UT.
Donde:
R = Valor de unidades de tripsina de la referencia

Cuando se grafica la actividad enzimatica inhibitoria (U.T.I./ml} vs. ml de
extracto de prueba, se observa una correlacién lineal negativa de donde se
puede obtener el valor extrapoladd que corresponde al valor cero de la solucidn
inhibitoria.

Gréfica U.T.I / mi vs. m! de extracto

B (Valor extrapolado)

Tripsina
inhibida
(UTI/mi)

Volumen extracto {(ml)
Este valor extrapolado, es el valor mds cercano a ia actividad inhibitoria
real o verdadera (si se refiare uno al inhibidor de soya del tipo Kunitz).
Si la correlacién lineal no es satisfactoria (r<0.9), se puede trabajar con
un valor promedio de !a serie de alicuotas y reportar en U.T.!./mi.
U.T.L/m! = UTI/ mi de extracto
Es conveniente reportar en unidades de tripsina inhibida con respecto a 1

mg de muestra:
50

1000

U.T.l/img muestra=B xF X
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Donde:
B = valor extrapolado o promedio en U.T.l./ m|

F = Factor de dilucién, el cual depende de la(s) dilucion(es) realizada(s).
Cuando se tiene el extracto directo F=1.

HEMAGLUTININAS

DETERMINACION SEMICUANTITATIVA

Fundamento: La determinacidn se basa en el poder aglutinante que tienen
clertos componentes de naturaleza protéica hacia los eritrocitos. Se emplea la
técnica de microtitulacién basada en una serie de diluciones donde e! punto fina!
de aglutinacién se determina mediante una estimacién visual, para ello se
requiers que los eritrocitos sean sensibilizados mediante una proteasa. En el
presente estudio se llevd a cabo la determinacién semicuantitativa de
hemaglutininas con eritrocitos de hamster y con eritrocitos de vaca.

Material y Reactivos:

* Agitador magnético con tacémetro THERMOLYNE
* Centrifuga DYNAC

* Tubos de centrifuga de 15 ml graduados PYREX

* incubadora BLUE-M

* Espectrofotémetro COLEMAN Mad Junior liA

*'Adaptador para celdas de 10 x 75 mm con abertura de 1 cm2
* Filtro de vidrio de poro grueso

* Microdilutor de 50 ut MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA)
* Pipeteador de gota de 50 pl DYNATECH

* Placas para aglutinacién tipo V

* Pipeta automética de 12 canales LABSYSTEMS

* Sangre de hamster sensibilizada

* Sangre de vaca sensibilizada

* Solucién salina al 1%

* Solucidn salina al 0.9%

* Solucién anticcagulante (a)

. 53



* Solucién de proteasa al 0.1% en solucién salina (b)
* Tripsina de pancreas porcino SIGMA T-8128
* Pronasa de S. grisens SIGMA P-5005

Preparacién:

a. Cuando la sangre se use de inmediato, se puede usar como

anticoagulantes la heparina o citrato en las siguientes concentraciones:
15-20 Ul de heparina por mililitro de sangre
0.1 ml de solucién da citrato por mt de sangre

Si la sangre no se va a usar de inmediato y se desea conservar en
refrigeracién por unos dias, lo mds conveniente es emplear la solucién
ALSEVER como anticoagulante en proporcién 1:1. Esta solucién es muy
recomendable para mantener la sangre de vaca.

b. En términos generales se usa tripsina al 0.1% en solucién salina, para
el proceso de sensibilizacién; sin embargo, cuando se emplea sangre de
cualguier roedor (hamster, ratdn, rata, etc.) se recomienda sensibilizar con
pronasa al 0.2% en solucién salina.

Procedimiento:

PREPARACION DEL EXTRACTO DE LA MUESTRA:

1. Suspender 1 g de muestra finamente molida y desengrasada (cuando sea
necesario) en 10 ml da solucién salina al 1%.

2. Extraer por agitacién mecdnica durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura
ambiente.

3. Centrifiguar el extracto a 1,400 r.p.m. durante 15 minutos para eliminar el
residuo insoluble.

4. Filtrar el sobrenadante a través del filtro de vidrio de poro grueso, si es
necesario se lava el residuo con solucién salina al 1%.

5. Aforar el filtrado a 10 mi con solucién salina al 1%.
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PREPARACION DE LA SANGRE:

1. Una vez sangrado el animal, colocar la sangre en un matraz pequeio que
contenga la solucién anticoagulante, homogenizar suavemente.

2. Trasvasar la sangre con anticoagulante a tubos de centrifuga; lavar y
centrifugar a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos, 3 veces con solucién salina al
0.9%. ﬁa relacion sangre:solucion salina es 1:5 aproximadamente. Si la sangre
no estd muy hemolizada es suficiente realizar dos lavados (el sobrenadante
debe ser incoloro).

3. Después de! dltimo lavade, medir en el tubo de centrifuga la cantidad de
paquete de eritrocitos y diluirlos al 4%, para lo cual se deben agregar 24 ml de
solucién salina al 0.9% por cada 1.0 mi de globulos rojos.

SENSIBILIZACION DE LOS GLOBULOS ROJOS:

1. Por cada 10 ml de suspensién de globulos rojos al 4% agregar 1 mi de
soluclén de proteasa (para sangre de hamster se emplea pronasa al 0.2% y
para sangre de vaca se emplea tripsina al 0.1%)} y colocarlos en la incubadora a
37 OC durante 1 hora.

2. Centrifugar para eliminar la enzima sobrenadante y dar 3 lavados con
soluclén salina al 0.9% centrifugando a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos. Es
importante realizar los tres lavados para eliminar completamente Ia enzima.

3. Despusés del dltimo lavado resuspender el paquete de eritrocitos; por cada 1.0
mi de paquete de eritrocitos sensibilizados se agregan 19 ml de solucién salina
al 0.9% (la suspension queda al 5%). Cuando se observa que la sangre tiene
algunos coagulos, es necesario filtrar a través de gasa en un embudo de tallo
corto.

AJUSTE DE LA SUSPENSION DE ERITROCITOS:

1. Tomar 1 ml de la suspensidn de globulos rojos sensibilizados y agregar 4 mt

de solucidn salina al 0.9%, mezclar. Se lse en el espectrofotémetro a 620 nm;
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se ajusta a 100% de transmitancia usando solucién salina al 0.9% como blanco.
2. Diluir Ja suspension hasta que la lectura sea de 25%=1 de transmitancia. Al
final la suspensién debe quedar al 4% y dar dicha lectura de transmitancia en el
espectrofotémetro a 620 nm.
PREPARACION DE LAS PLACAS.
1. Con ayuda de la pipeta automatica de 12 canales depositar 50 pl de solucién
salina al 0.9% en cada pozo de las placas tipo V del microtiter, evitando tocar
las paredes de los pozos.
2. Con un microdilutor tomar 50 ul del extracto de la muestra, se introduce en el
pozo sin tocar las paredes y se gira, se saca del pozo y se introduce en el pozo
siguiente de tal forma que se van llevando a cabo las diluciones del extracto. Se
recomienda checar que el volumen que toma e! microdilutor sea el adecuado
para lo cual se emplea una placa de prueba.
3. Con el pipeteador de gota se adicionan 50 ul (una gota) de eritrocitos
sensibilizados en cada pozo, se rota la placa en forma circular y se incuba a
370C durante 1 hora.
LECTURA

Transcurrido el tiempo, colocar la placa en el dispositivo de lectura
teniendo cuidado de no agitar la placa. Se observa a través del espejo el fondo
de los pozos de cada hilera de prueba. Se considera positivo aquel pozo que
presente una difusién de eritrocitos en todo el pozo (aglutinacién) y negativo
aque! pozo donde se cbserve sedimentacién de eritocitos en el centro. Se

reporta la maxima dilucién donde se presenta aglutinacién (titulo).

56



SAPONINAS

DETERMINACION SEMICUANTITATIVA

Fundamento: La determinacion estd basada en al aprovechamiento de la
capacidad hemolitica de las saponinas sabre eritrocitos de hamster. Se emplea
un método de microtitulacién (como en la determinacidén de hamaglutininas) en
el cual se pone en cortacto un extracto metandlico de la muestra, resuspendido
en solucidn salina, con los eritrocitos sensibilizados.

MATERIAL Y REACTIVOS
* Equipo para extraccién de grasas Goldfisch LABCONCO
* Vasos de borde esmerilado KIMAX
* Rotavapar BOCH! Mod R
* Incubadora BLUE-M
* Centrifuga DYNATECH
* Tubos para centrifuga de 15 ml graduados PYREX
* Placas para hemdlisis tipo U
* Pipeta automadtica de 12 canales LABSYSTEMS
* Microdilutores de 50 ut MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA)
* Pipeteadores de gota de 50 pl DYNATECH
* Eter da petroleo R.A.
* Mezcla metanol-agua 85:15
* Solucién salina al 0.9%
* Eritrocitos de hamster sensibilizado.; (a)
* Pronasa al 0.2% (Pronasa de S. grisens SIGMA P-5005) en solucidn salina al
0.9%
* Solucién estandar de saponinas (saponina de quillaja BDH y digitonina
SIGMA) (b)
Preparaclon:
a. La preparacién de la sangre de hamster se lleva a cabo de la misma
forma que en la determinacién de hemaglutininas, empleando pronasa al 0.2%
para la sensibilizacién de los eritrocitos.

b. Solucién estandar de saponinas: preparar una solucién de saponinas
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al 0.5% en solucidn salina 0.9% empleando una mezcla 1:1 de sapoina de
quillaja y digitonina.
Procedimiento:
PREPARACION DE LA MUESTRA
1. Pesar 7.5 g de muestra en un cartucho de celulosa. Colocar el cartucho en el
extractor de grasas Goldfisch y desengrasar con éter de petréleo (igual que en
la determinacidn de grasa cruda).
EXTRACCION DE SAPONINAS
1. Sobre la muestra desengrasada y empleando el mismo extractor Goldfisch,
se lleva a cabo una extraccién con 50ml de mezcla metanol-agua 85:15 durante
2 horas y colocando el control de temperatura en high. Debe emplearse un vaso
de borde esmerilado limpio.
2. El extracto metandlico se transfiere del vasc a un matraz bola de 100 ml y se
concentra con el rotavapor hasta sequedad. Es imporante eliminar todo el
metanol.
3. Resuspender el residuo del matraz bola con solucién salina al 0.9%. Fiitrar a
través de papel Whatman No. 4 y aforar el filtrado a 100 mi con solucidn salina
al 0.9%.
PREPARACION DE LAS PLACAS

Las placas tipo U se preparan de la misma manera como se preparan las
placas para la determinacién de hemaglutininas. En cada placa se aplica en una
hilera del estandar de saponinas como control positivo, de la misma forma como
se aplica el extracto de las muestras; y se siguen los mismos pasos hasta la
incubacién a 37°C durante 1 hora.
LECTURA

Transcurrido el tiempo de incubacién se colocan las placas en el

dispositivo para lectura, se consideran positivos aquelios pozos que se cbserven
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transliicidos (hemdlisis) y negativos aquellos pozos en los que se presente un
punto rojo en el centro indicando la sedimentacién de los eritrocitos.

Por definicién: 1 Unidad de hemdlisis (U.H.) equivale a 0.1 pug del
estandar, que es e! limite de deteccién para la sangre empleada; de tal manera
que pueden expresarse los resuitados en base a U.H. dependiendo dal titulo

obtenido para cada muestra.

GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Fundamento: El presente método aprovecha la reaccién sensible y especifica
de Guignard, la cual es ampliamente utilizada en prusbas cualitativas para ta
deteccidn tanto de glucésidos cianogénicos como del propio HCN. Para
cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se hace uso de
una hidrélisis enzimdtica (por medio de una B-glucosidasa) del correspondiente
glucésido cianogénico, el HCN liberado reacciona con el dcido picrico formando
la isoporpurina de color café rojizo, el color es directamente proporcional al

contendio de glucdsidos cianogénicos en la muestra,

H
H
NO, NO.
? 2 NO, NHOH
+2HCN medio
H alcalino +1202
N CN
NO, c o

2

ACIDO PICRICO ISOPURPURINA

. MATERIAL Y REACTIVOS

* Bario de agua con agitacisn LAB-LINE
* Incubadora BLUE-M
* Congelador.comercial
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* Espectrofotémetro SEQUOIA-TURNER Mod 340

* Tubos de cultivo con tapdn de rosca PYREX No. 9826

* Solucién de B-glucosidasa SIGMA G-8625 con activador (a)

* Solucidn de picrato de sodio alcalinizada (b)

* Papel indicador de HCN (c)

* Solucién estandar de HCN equivalente a 100 ug de HCN/mi (24. 1mgKCN/100
ml) ’

* HCI 0.5N

* Amortiguador de fosfatos pH=7.0 (d)

* Fécula de mafz comercial.

Preparacion:

a. Solucién de p-glucosidasa con activador: pesar 0.25 g de B-
glucosidasa y disolverlos en buffer de fosfatos pH=7.0, agitando con cuidado
para evitar la formacién de espuma. Una vez disuelta la enzima se agregan 1.7
g de NaNOg que actia como activador de dicha enzima, aforar a 250 mi con
buffer pH 7.0. La concentracién final es de 1 mg de p-glucosidasa /ml y 0.08 M
de NaNO3.

b. Solucién de picrato de sodio alcalinizada: pesar 2.5 g de dcido picrico y
disolverlos en agua destilada, agregar 12.5 g de carbonato de sodio, agitar
hasta su disolucién, aforar @ 500 ml con agua destilada.

c. Papel indicador de HCN: sumergir papel Whatman No. 2 en una
solucion de picrato de sodio alcalinizada (b), escurrir y secar en estufa a una
temperatura de 55-60°C durante 30 minutos. Cuando esté saco, cortar tiras de
2x10 cm.

d. Amortiguador de fosfatos pH=7.0: se preparan dos soluciones como se
indica a continuacion:

A: Solucién de fosfato de sodio monobdsico 0.2 M (27.8gen 11}

B: Solucién de fosfato de sodio dibdsico 0.2 M (53.65 g de NagHPO4

7H20 6 71.7 g de NagHPO4 12H20 en 11) ©
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Mezclar 39 mi de Ay 61 mi de B y aforarlo a 200 ml. Finalmente se ajusta el pH
a 7.0 smpleando el potenciémetro.
Procedimiento:
LIBERACION DEL HCN DE LA MUESTRA
1. Pesar de 20 a 500 mg de muestra finamente molida en un tubo de cultivo
Pyrex. Si no se tiene informacién sobre el contenido de glucdsidos cianogénicos
en la muestra se pesan 500 mg. El ensayo se hace por duplicado.
2. Adicionar 5 ml de solucién de B-glucosidasa (frfa) procurando humedecer
toda la muestra. Homogenizar.
3. Colocar la tira de papel indicador humedecida (aproximadamente con 8 gotas
de agua) en la boca del tubo sin tocar las paredes y cerrar hermeticamente con
el tapén de rosca. (FIG.1)

Tuso

PAPEL
INDICADOR

MUESTRA

FIG.1
4. Colocar los tubos en el bafio de agua que ya debe estar a una temperatura

de 40 OC y con el control de velocidad de agitacién >a 35 pbr pacio
de 4 horas.
5. Transcurrido el tiempo, colocar los tubos en el congelador durante 30

minutos.
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6. Sacar los tubos del congelador y destapar para adicionar 1 ml de HCI 0.5N
(frio). Volver a tapar los tubos, Homogenizar teniendo la precaucién de que el
liquido no toque el papel indicador. Si se usan los tapones adecuados, la tira de
papel quedard adherida al tapén y no se presentardn problemas de
manipulacién.
7. Colocar los tubos en la incubadora por espacio de 30 minutos a 60 °C.
Transcurrido el tiempo sacarlos y en ese momento se puede realizar
visualmente la deteccién cualitativa. Aquellos tubos que presenten una
coloracién café-rojiza se consideran positivos y se procederd a realizar la
cuantificacién. Los tubos que no presenten coloracién se consideran negativos.
De manera simuitdnea se corre un blanco (todos los reactivos sin la muestra) y
una curva estandar.
PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR
1. Para simular la interaccién muestra-HCN liberado se emplea fécula de maiz;
se pesa en cada tubo 500 mg de fécula de maiz.
2. Se adiciona a cada tubo los mi correspondientes de solucién estandar de
KCN y en seguida 5 m! de amortiguador de pH 7.0, procurando humedecer la
fécula.
3. Se colocan las tiras de papel indicador como se describié anteriormente y se
trabajan en la misma forma que para la liberacién de HCN de la muestra.

En e cuadro 1 se muestra la forma de preparar los tubos. La curva
estandar va de 5 a 60 ug de HCN, ya que fué el rango 6ptimo encontrado en la
respuesta concentracién de HCN vs. D.O. (r=0.99) en donde se cumple ia ley de

Lambert-Beer.
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TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR

Cuadro 1
mi de fécula de mi buffer dhrs .,  HCI0.5N [HCN]ug
solucién maiz (mg) pH7.0 _40 ©°C. (frio}
estandar
0.0 500 5.0 1.0 o]
0.05 500 5.0 1.0 5.0
0.10 500 5.0 1.0 10.0
0.20 500 5.0 1.0 20.0
0.30 500 5.0 1.0 30.0
0.40 500 5.0 1.0 40.0
0.50 500 5.0 1.0 50.0
0.60 500 5.0 1.0 60.0

DETERMINACION CUANTITATIVA,

1. Extraer con cuidado la tira de papel indicador y colocarla en otro tubo de
cultivo con tapén de rosca, adicionar 20 ml de agua destilada (medidos con
bureta), tapar y agitar vigorosamente para extraer el pigmento del papel
(isopurpurina).

2. Filtrar el contenido del tubo para separar los residuos de papel. En caso de
que éstos presenten atin coloracién se puede hacer otra extraccién con 20 mi
de agua destilada, filtrando y reuniendo el filtrado con el de la primera
extraccion.

3. El filtrado se transfiere a una celda para su lectura en el espectrofotémetro
previamente ajustado a 100% T con el blanco a 520 nm. La curva estandar se
lee de igual forma solo que en este caso el blanco corresponde al tubo que tiene
0.0 ml de solucién estandar de KCN.
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Célculos

Transformar las lecturas de % de Transmitancia a % de Absorbancla:
=jog —1
s %T/100

Trazar la gréfica de A vs. ug de HCN con los datos de la curva estandar e
interpolar los valores de % A de las muestras para obtener los respectivos ug de
HCN o de acuerdo a la ecuacién de la regresién lineal el correspondiente
contenido de HCN puede ser caiculado.

XxDx100
m

mg HCN /100 g de muestra =
Donde:
X= pg de HCN
D=numero de veces que se adicionaron 20 ml de agua {dilucién)

m= mg de muestra

ALCALOIDES

DETERMINACION CUALITATIVA.

Fundamento: La determinacion esté basada en ia extraccién de los alcaloides
con metanol y la posterior acidificacién del extracto para después someterlo a
un ensayo con 7 reactivos para alcaloides. El precipitado formado con los
reactivos varia en cantidad con los diferentes alcaloides por Io que puede
hacerse una estimacién aproximada de la concentracion de aicaloides.

MATERIAL Y REACTIVOS

* Rotavapor BUCHI Mod R

* Matraces bola de 100 ml PYREX

* Papel fiitro Whatman No 4

* Parrilla de agitacién CORNING Mod PC-351
* Estufa de vacio LAB-LINE

* Acido nitrico 30% o 6=1.180
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* Acido sulfirico 1%

* Acido silicotungsténico (4H20-S02-12W05-22H0)
* Metanol R.A.

* Sulfato de sodio anhidro

* Reactivo de Mayer (a)

* Reactivo de Wagener (b)

* Reactivo de Dragendorff (c)

* Reactivo de Sonnenschein (d)

* Reactivo de Hager (e)

* Reactivo de Scheibler (f)

* Reactivo de Acido Silicotungsténico (g)

Preparacién

a. Reactivo de Mayer: disolver 1.36 g de HgClpy en 60 ml de agua y
aparte disolver 5.0 g de Kl en 10 ml de agua. Reunir las dos soluciones y aforar
a 100 ml con agua destilada

b. Reactivo de Wagner: disolver 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de Kl
en 20 ml de agua; aforar a 100 ml con agua destilada.

c. Reactivo de Dragendorif: disolver 8 g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 ml de HNO3 al 30% (5=1.18) y 27.2 g de Kl en 50 ml de
agua. Se mezcan las 2 soluciones y se deja reposar 24 horas. Decantar y aforar
a 100 ml con agua destilada.

d. Reactivo de Sonnenschein: a 100 m! de solucién caliente de molibdato
de amonio (43g en 100 mi de agua), adicionar 100 m! de una solucién caliente
de fosfato dibdsico de sodio anhidro (10 g en 100 ml de agua); a esta solucidp
clara adicionar 10 m! de dcido nitrico concentrado; se forma un precipitado
amarillo, dejar reposar 1 hora. Eliminar el liquido sobrenadante, resuspender el
precipitado en 50 mi de agua destilada y calentar. Cuando ya estd caliente, se le
agregan 100 mi de solucién caliente de carbonato de sodio anhidro (28 g en 100

ml de agua), se forma una solucién clara que se trasvasa a una cdpsula de
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porcelana y se evapora a sequedad; flamear con un mechero bunsen la
superficie del polvo hasta que se encienda para evaporar las sales de amonio.
El polvo se pesa en un vaso de precipitados (deben obtenerse
aproximadamente 30 g). y disolverlo en 200 ml de agua destilada caliente,
calentar y adicionar 50 ml de &cido nitrico concentrado. Aforar a 300 ml con
agua destilada. Se obtiene una solucién clara amarilla de 4cido fosfomolibdico.

e. Reactivo de Hager: preparar una solucién saturada de dcido picrico,
esto es: 2.0 g en 100 ml de agua.

f. Reavtivo de Scheibler: disolver 10 g de tungstato de sodio y 7 g de
fosfato disédico en 50 m! de agua. Acidular la solucién con 4cido nitrico.

g. Reactivo de Acido Silicotungsténico: disolver 50 g de dcido
silicotungsténico en la cantidad necesaria de dcido sulfurico 6N para preparar
100 ml de soluci6n.

Procedimiento

1. Pesar de 2 a 4 g de muestra seca y maolida, adicionar 40 ml de metanol, agitar
y dejarla toda la noche.

2. Al dia siguiente calentar durante 4 horas a 50 ©C en bafio de agua con
agitacion interrumpida.

3. Filtrar el extracto y lavar el residuo con 20 ml de metanol. Transferir el filtrado
a un matraz bola de 100 mi y con ayuda del rotavapor evaporar el metanol hasta
sequedad.

4. Resuspsender e! residuo con 2 ml de metanol y 12 mi de HCl al 1%, agitar.

5. Repartir el residuo resuspendido en 7 porciones empleando una pipeta
Pasteur y ensayar cada porcidn con cada uno de los reactivos de alcaloides, a
continuacién se presenta un cuadro de los reactivos y e! precipitado
caracteristico que forman al ponerse en contacto con soluciones aciduladas que

contienen alcaloides.
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REACTIVO PRECIPITADO
Mayer pp blanco
Wagner pp floculento color marrén.
Dragendortt pp anaranjado-marrén.,
Sonnenchein pp amarillo
Hager pp amarillo.
Scheibler pp blanco-grisdseo
Acido Silicotungsténico pp blanco-grisdseo

Se considera que una muestra contiene alcaloides cuando su extracto da
prueba positiva (forman precipitado) con los 7 reactivos de alcaloides. Debe
mencionarse que en el reactivo de Hager (dcido plcrico) es de baja sensibilidad,
por lo tanto cuando da prueba negativa mientras todas las demds son positivas,
puede desacartarse y debe considerarse positiva la presencia de alcaloides en

la muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados del andlisis proximal en base seca de los frijoles silvestres
y cultivados se muestran en la Tabla 1. Se observa que tanto los frijoles
silvestres como los cultivados presentan valores de proteina que caen dentro
del rango para leguminosas que es del 18 al 25%. Los frijoles silvestres
presentan un contenido de proteina interesante (promedio=25.5%) mostrando
marcada superioridad sobre los frijoles cultivados (promedio=21.7%)}; asi mismo
los frijoles silvestres superan a los frijoles cultivados en contenidos de fibra
cruda y cenizas, mientras que los frijoles cultivados presentan mayor contenido
de nutrimentos energéticos como son grasa y carbohidratos. En ambos grupos
de frijoles, el contenido de grasa es muy pequeiio y sélo el frijol Flor de mayo
presentd un contenido superior al 1%. El contenido promedio de humedad para
los frijoles silvestres fué de 7.6% y para los frijoles cultivados fué de 6.9%.

En todos los nutrimentos mencionados en el andlisis proximal se
encontré diferencia estadisticaments significativa entre frijoles silvestres y
cultivados como se muestra en los resultados del andlisis estadistico (Tabla 7).
En la figura 1 se muestran mds claramente las diferencias observadas en
contenido de nutrimentos entre ambos grupos de frijol.

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la determinacidn de proteina
verdadera. Los frijoles silvestres mostraron nuevamente, mayores contenidos de
proteina verdadera y al relacionar este resultado con el contenido de proteina
cruda se encontré que los frijoles silvestres presentan una variacién muy
pequena, mientras que los frijoles cultivados presentan variaciones mayores.
Dado que las determinaciones de proteina se basan en la cuantificacién de
nitrégeno en la muestra, como ya se ha mencionado, los resultados indican que
en los frijoles silvestres el contenido de nitrégeno total correlaciona

aceptablemente con el contenido de proteina, mientras que en los cultivados no
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todo el nitrégeno pertenece a las proteinas.

El andlisis esladistico (Tabla 7) demostréd que existe diferencia
significativa en los contenidos de proteina verdadera entre los frijoles silvestres
y los cultivados. En fa figura 2 se presentan graficamente las diferencias entres
ambos grupos de frijoles en cuanto al contenido de proteina verdadera.

Los resuftados del andlisis de aminodcidos se muestran en las tablas 3
(aminodcidos dispensables) y 4 (aminodcidos indispensables), Como se puede
observar en la Tabla 3, los frijoles cultivados presentan mayores contenidos de
todos los aminodcidos dispensables, notdndose mayor diferencia en los
aminodcidos de reserva (dcido aspdrtico y dcido glutdmico), protina y tirosina,
aunque el andlisis estadistico (Tabla 8) indica que solo existe diferencia
significativa entre frijoles silvestres y cultivados en el contenido de écido
aspértico, glicina y tirosina. En cuanto al dcido glutdmico, se observé una
desviacién estandar elevada lo cual explica el que no se encuentre diferencia
significativa. La figura 4 presenta en forma gréfica los contenidos de
aminodcidos dispensables en los que se observd diferencia significativa para
frijoles silvestres y cultivados.

En cuanto a los aminodcidos indispensables, los resultados se presentan
en la tabla 4 en donde ademds se hace una comparacién con el Patrén FAQ
(1973) de composicion de aminodcidos. Como se puede observar los frijoles
cultivados presentaron mayores contenidos de todos los aminoc4cidos
indispensables y solo valina y el total de azufrados no superaron al Patrén FAO.
Para los frijoles siivesires se observa que solo leucina, triptofano y los
aromdticos superan al Patrén FAO. Ambos grupos de frijoles presentan
deficiencia de aminodcidos azufrados como era de esperarse pues las
leguminosas presentan deficiencia de estos amino4cidos.

E! andlisis estadistico (Tabla 9) mostré que solo existe diferencia
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significativa, entre los frijoles siivestres y cultivados, en los contenidos de leucina
y los aminodcidos azufrados. En general la desviacién estandar es pequefia en
todos los aminodcidos pues no se observaron desviaciones mayores a 1.0.

En cuanto a triptofano, en ambos grupos de frijoles se encontrd
superando al Patréon FAQ, pero no existe diferencia estadisticamente
significativa (Tabla 9) entre ambos grupos.

En la figura 4 se comparan los contenidos de los tres aminodcidos mds
escasos (lisina, triptofano y metionina {azufrados)) en frijoles silvestres y
cultivados, con el Patrén FAO. Como se puede observar los aminodcidos
azufrados son escasos tanto en frijoles silvestres como en frijoles cultivados, sin
embargo en los frijoles cultivados se observa mayor contenido.

El contenido de aminodcidos indispensables en ambos grupos se

comparan con el patrén FAO para asf obtener la calificacién quimica de cada
uno de los frjoles del estudio. Como se observa en la Tabla 6 algunos
aminodcidos proporcionan calificaciones superiores a 100 lo cual se debe a que
dichos aminodcidos superan al Patrén FAQ, por lo cual debe darse importancia
a los tres aminodcidos mas escasos en alimentos que son lisina, triptofano y
metionina (azufrados). Para ambos grupos de frijoles los aminodcidos limitantes
son los azufrados, sin embargo, los frijoles cultivados alcanzan calificaciones
' quimicas mayores que los frijoles silvestres (48 y 43.6 respectivaments).
Ademds como se puede apraciar los frijoles cultivados presentan un mejor perfil
de aminodcidos.  Estos resultados muestran que los frijoles silvestres
presentan mayor contenido de proteina pero los frijoles cultivados presentan
mejor contenido y perfil de aminodcidos y por lo tanto una mejor calidad de la
misma. '

En la Tabla 6 se muestran los resultados del andlisis de componentes

antinutricionales y toxicos. En ambos grupos de frijoles se econtraron
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inhibidores de tripsina y hemaglutininas (lectinas).

En cuanto a los inhibidores de tripsina los contenidos en frijoles silvestres
y cultivados son significativos si se considera que a partir de 10 UTVmg de
muestra, la actividad del téxico es de importancia; presentdandose en mayor
proporcién en frijoles silvestres aunque no se alcanzan valores de UTl/mg de
muestra tan altos como en la soya cruda (64 UTl/mg de muestra). El analisis
estadistico mostré que existe diferencia significativa en el contenido de
inhibidores de tripsina entre frijoles silvestres y cultivados (tabla 10).

En cuanto al contenide de lactinas o hemaglutininas, el ensayo se llevé a
cabo con dos tipos de eritrocitos. El ensayo con eritrocitos de hamster permitié
determinar la presencia del téxico por ser estas células menos especificas y
muy sensibles. Los titulos mds altos se encontraron en frijoles silvestres o sea
que el téxico se encuentra en mayor proporcién en estos frijoles; ademds se
observé diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos de frijoles
en este ensayo.

El ensayo con eritracitos de vaca permite predecir la toxicidad de las
lectinas con cierta reserva; ambos grupos de frijoles agiutinaron eritrocitos de
vaca (tabla 8) por lo que las lectinas presentes pueden considerarse como
posiblemente téxicas para animales monogdstricos. No se encontré diferencia
estadisticamente significativa en los resultados de este ensayo (tabla 10) por lo
que solo podemos decir que las lectinas presentes en los frijoles estudiados
pertenecen al grupo A de la clasificacién que hace Jaffé (17) y que
corresponden a frijoles téxicos.

También se ilevaron a cabo las determinaciones de saponinas,
glucésldas cianogénicos y alcaloides, obteniéndose resultados negativos dentro
del limite de deteccion para las técnicas empleadas que fué de 0.1 mg para

sapbninas y 0.01 mg HCN/100 g de muestra para glucdsidos clanogénicos; para
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alcaloides el ensayo fué cualitativo. Por lo anterior se considera que estos
téxicos no estédn presentes en los frijoles silvastres y cutivados de este estudio.

En la figura § se muestran de forma mds clara los resultados del andlisis
de téxicos.

Como se puede apreciar en los resuitados anteriormente analizados,
aunado a la mejoria de calidad protéica en los frijoles cultivados se presenta una
disminucién de componentes téxicos, los cuales se encuentran en mayor
proporeidn en los silvestres, lo cual se puede adjudicar al mejoramiento genético

que lleva consigo la domesticacién.
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Tabla 1
ANALISIS PROXIMAL
g/100 g de muestra (base seca)?

FRIJOLES SILVESTRES

MUESTRA | CENIZAS | PROTEINA GRASA FIBRA CHO’SP
Frijol del 5.09 24.98 0.73 7.54 61.64
monte (1)

Frijol del 5.28 25.43 0.55 7.90 60.81
monte (1}
Frijol del 5.64 24.54 0.49 7.01 62.29

monte (1)

Frijol del . 5.10 27.26 0.49 7.24 59.93

monte (IV)

Frijo! del 4.66 25.48 0.54 5.73 63.57
monte (V)
FRIJOLES CULTIVADOS
MUESTRA | CENIZAS | PROTEINA | GRASA FIBRA | CHO’SP
Frijol 3.90 21.90 0.79 5.32 68.06
garrapata

Frijol pinto 4.19 21.60 0.79 4.88 68.53

Frijol 4.20 21.06 0.73 5.31 68,67
encerado

Frijol flor de 4.44 23.00 1.30 571 65.52

mayo

Frijol flor de 4.04 21.38 0.87 4.20 69.49

mayo "bola”

a. Humedad promedio: Silvestres= 7.6 % Cultivados=6.9%
b. CHO'S = Carbohidratos asimilables calculados por diferencia.
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Contenido de nutrimentos. & Silvestres
Frijoles silvestres y cultivados. Cultivados

Proteina Cenizas Grasa Fibra CHOS
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Tabla 2

CONTENIDO DE PROTEINA VERDADERA
¢/100 g de muestra

FRIJOLES SILVESTRES

MUESTRA PROTEINA % CON
VERDADERA RESPECTO A
PROTEINA CRUDA
Frijol del 25.01 100
monte (1)
Frijol del 25.28 99.4
monte (Il)
Frijol del 25.68 100
monte (ill)
Frijo! del 26.49 97.1
monte (IV)
Frijol del 25.54 100
monte (V)
FRIJOLES CULTIVADOS
MUESTRA PROTEINA % CON
VERDADERA RESPECTO A
PROTEINA CRUDA
Frijol 19.2 87.6
arrapata
Frijol pinto 21.22 90.3
Frijol encerado 21.64 100
Frijo! flor de 22.36 97.18
mayo
Frijol flor de 20.41 95.5
mayo "bota”
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Contenido de proteina verdadera.
Frijoles silvestres y cultivados

® Silvestres |
& Cultivados

Proteina verdadera
Fig.2
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Tabla 3

(gaa/ 16 gN)

FRIJOLES SILVESTRES

CONTENIDO DE AMINOACIDOS DISPENSABLES

Frijo! ASP [ GLU | SER | PRO | ALA | GUI | TIR | HIS | ARG
delmonte | 19.1 | 10.8 | 413 | 478 | 3.17 | 2.82 | 2.17 | 2.20 | 4.59
del r(!:)onte 1191155 [ 511 { 649 | 3.00 | 2.68 | 2.75 | 2.41 | 6.57
del g':)onte 11.8 | 8.09 | 6.76 | 3.65 { 3.68 | 3.30 | 2.57 | 3.04 | 4.70
del(rlrl:gnle 145 ( 9.92 | 463 | 063 | 3.11 | 263 | 2.71 | 246 | 5.29
del((:{\\/?mte 163 | 5.57 | 444 § 3.73 | 3.29 | 284 | 2.71 § 2.41 | 473

FRIJOLES CULTIVADQS

Frijol ASP | GLU | SER | PRO | ALA| GLI | TIR | HIS | ARG
garrapata | 23.6 | 279 | 644 | 642 | 414 [ 4.28 | 3.36 | 3.68 | 7.05

pinto 204 | 13.4 1 693 | 5.35 | 3.53 | 3.36 | 3.02 | 2,53 | 5.29
encerado | 16.9 | 145 | 637 | 5.76 | 3.25 | 3.07 | 3.10 | 2.33 | 5.00

flor de 204 | 17.7 [ 650 | 4.40 { 3.57 [ 4.01 } 3.19 | 2.62 | 6.24

mayo

flor de 155 | 10.2 | 433 | 464 | 3.25 | 2.92 | 3.02 | 229 | 4.97
mayo "bola”
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Contenido de aminodcidos dispensables.

Frijoles silvestres y cultivados W Siivestres
B3 Cultivados

Aspértico Glutémico Glicina Tirosina
Fig.3
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TadNy 4
CONTENIDO DE AMINOATANNS INENIPENRAN ER

[AER SRR

FRAMOLES SRLVESTRER
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V) N .
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Tabla 4
CONTENIDO DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES
(gaa/ 16 g N)

FRIJOLES SILVESTRES

Frijol JLE | LEU | US | TRE | TRY | VAL | TOT. JOT.
AZUF.8 | AROM.P
delmonte | 3.90 | 6.66 | 4.80 | 3.65 | 0.87 | 3.37 | 2.09 6.81
0}
delmonte | 4.01 | 7.52 | 5.01 | 4.44 | 0.99 | 2.73 | 1.85 7.75
()]

delmonte | 3.89 | 6.54 | 65,07 | 3.66 | 0.96 | 3.62 | 2.21 7.54
(i)
delmonte | 3.54 | 7.46 | 5.18 | 422 | 0.98 | 4.14 2.21 7.94

(V)
delmonte | 321 [ 725 | 511 | 3,13 | 1.23 | 2.85 1.96 7.06
(V)
patrén 4.00 | 7.04 | 544 | 400 | 0.96 | 4.96 4.72 6.08
FAO*

FRIJOLES CULTIVADOS

Frijol ILE [LEU [ LIS | TRE | TRY | VAL | TOT. JOT.
AZUF.2 | AROM.D
garrapata | 4.96 | 9.54 | 7.42 | 5.89 | 1.38 | 4.11 | 2.39 9.36

pinto 3.88 [ 8.07 | 5.00 | 3.64 § 1.12 | 3.87 | 220 8.21

encerado | 3.78 | 7.89 | 644 | 4.16 | 093 | 3.19 | 2.31 8.06
flor de 4.16 | 8.04 | 6.38 | 3.75 | 0.79 | 3.97 221 9.01
mayo

flor de 350 | 7.96 | 553|353 | 1.04 | 340 | 222 6.55
mayo "bola”
patrén 4.00 1 7.04 } 544 | 400 | 0.96 | 4.96 4.72 6.08
FAQ*

a. TOTAL AZUFRADOS = met + cis
b. TOTAL AROMATICOS = fen + tir ‘PATRON FAO 1973,
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Contenido de aminodcidos indispensables.

Frijoles silvestres y cultivados

Lisina Triptofano Azufrados
Fig.4
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Tabla 5

CALIFICACION QUIMICA*

FRIJOLES SILVESTRES
MUESTRA | ILE | LEU | US | TIR | TRY | VAL | TOT. TOT.
AZUF.2 | AROM.D
Frijo} det 975 | 946 ) 882 | 91.2 | 80.6 | 67.9 44.2 >100
monte (1)
Frijol del >100 | >100 92 >100 | >100 55 39.1 >100
monte (1)
Frijol del 97.2 92.8 | 93.1 91.5 100 72.9 46.8 >100
monte (1il)
Frijol del 88.5 | »>100; 952 { >100 { »100 | 83.4 46.8 >100
monte (1V)
Frijol del 80.2 [ >100 ({ 939 | 78.2 | »>100 | 57.4 41.5 >100
monte (V)
FRIJOLES CULTIVADOS
MUESTRA ILE LEU LIs TRE | TRY | VAL TOT. TOT.
AZUF.2 | AROM.D
Frijol >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | 82.8 50.6 >100
garrapata
Frijol pinto a7 >100 | 919 N >100 78 46.6 >100
Frijo! 945 | >100 | 100 | >100 | 96.8 | 64.3 48.9 >100
encerado
Frijol flor de | >100 | >100 | >100 | 93.7 | 82.2 80 46.8 >100
mayo
Frijol florde | 87.5 | >100 | >100 | 88.2 | >100 | 68.5 47 >100
mayo "bola”

*Calificacion quimica =

g de aminoacido en la muestra X 100

g de aminoacido en el patrén

*Peliet, P.L., and Young, V.A. Nutritonai Evaluation of Protein Foods. The United
Nations University, Tokyo. 1980. p 5-27.

a. TOTAL AZUFRADOS = met + cis
b. TOTAL AROMATICOS = fen + tir
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Tabla 6

FRIJOLES SILVESTRES

CONTENIDO DE TOXICOS NATURALES

MUESTRA INHIBIDORES LECTINAS LECTINAS:,
DE TRIPSINA eritrocitos eritrocitos vaca’
UTi/mgd hamster (Titulo)®
(Titulo)d
Frijol del 23.39 10 1
monte (1)
Frijol del 31.22 10 2
monte (11}
Frijol del 27.74 9 2
monte (it
Frijot del 25.82 10 2
monte (IV)
Frijo! del 26.69 9 3
monte (V)
FRIJOLES CULTIVADOS
MUESTRA INHIBIDORES LECTINAS LECTINAS
DE TRIPSINA eritracitos eritrocitos vaca
UTi/mg2 hamster (Titulo)b
(Tituto)®
Frijol 25.81 6 3
arrapta
Frijol pinto 23.56 7 3
Frijol 20.69 8 3
encerado
Frijol flor de 18.54 7 2
mayo
Frijol flor de 20.74 7. 3
mayo "bola”

a. UTl/mg = Unidades de tripsina inhibida por mg de muestra

b. Titulo = méaxima dilucién donde se presenta aglutinacién
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Contenido de téxicos naturales.

Frijoles silvestres y cultivados. W Silvestres

A Cultivados

Inh, tripsina Lectinas (hamster) Lectinas (vaca)
Fig.5
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ANALISIS ESTADISTICO.

TABLA 7
ANALISIS PROXIMAL
Cenizas? | Proteinad | Grasa@ Fibrad@ | *CHO'S® | Proteinad
verdadera
FRIJOLES SILVESTRES
Promedio 5.15 25.53 0.56 7.08 61.64 25.6
Dsb 0.354 1.035 0.098 0.827 1.39 0.559
FRIJOLES CULTIVADOS
Promedio 4.15 21.78 0.89 5.04 68.05 209
psb 0.201 0.743 0&:_31 0.574 1.50 1.21

a. Se encontré diferencia estadisticamente significativa
Nivet de significancia = 0.06%.

b. DS = Desviacién estandar.

*CHO'S = Carbohidratos asimilables calculados por diferencia.
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Tabla 8
CONTENIDO DE AMINOACIDOS DISPENSABLES

IASPa GLY l SEFTFPRO ' ALA l GLia I TiRa ' HIS URG

FRIJOLES SILVESTRES

Promedio ) 14.62 ) 997 | 5.01 | 385 | 325 | 285 | 2.58 | 2,50 | 4.97

psb 299 | 3.67 | 1.03 | 2.13 ] 0.262 | 0.264 | 0.240 | 0.315 | 0.429
FRIJOLES CULTIVADOS
Promedio | 19.36 [ 16.74 | 6.91 | 531 | 354 | 352 | 3.13 | 269 | 571

psb 320 | 6.78 | 1.05 | 0.823 | 0.363 | 0.592 | 0.142 | 0.570 | 0.908

a. Se encontrd diferencia estadisticamente significativa.
Nivel de significancia = 0.05%

b. DS = Desviacién estandar
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TABLA 9
CONTENIDO DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES

ILE |LEUA | LS | TRE | TRY | VAL [ TOT. ToT.
AZUF.8(c) | AROM.(d)
FRIJOLES SILVESTRES
Promedi | 3.71 | 7.08 | 503 | 382 | 1.00 | 334 | 206 7.42
o
Dsb | 0.330 0456 [0.144 {0518 0.133 )| 0576 | 0.158 0.473
FRIJOLES CULTIVADOS
Promedi | 405 | 83 | 595 | 419 | 105 { 370 | 226 8.23
o
psb lo.577)0696] 095 | 09770221 0393| 0.082 1.088

a. Se encontré diferencia estadisticamente significativa.
Nive! de significancia = 0.05%

b. DS = Desviacién estandar
c. TOTAL AZUFRADOS = met + cis
d. TOTAL AROMATICOS = fen + tir ,
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TABLA 10
CONTENIDO DE TOXICOS NATURALES

thibidores de Lectinas® (sangre | Lectinas (sangre
tripsina?@ hamster) vaca)
FRIJOLES SILVESTRES
Promedio 28.0 9.6 2
pgb 2.86 0.547 0.707
FRIJOLES CULTIVADOS
Promedio 21.86 7 28
pgb 2.83 0.707 0.447

a. Se encontrd diferencia estadisticaments significativa.
Nivel de significancia = 0.05%

b. DS = Desviacién estandar
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CONCLUSIONES

1. Existe una diferencia significativa en cuantc a la composicién proximal de
Phaseolus vulgaris silvestres y cultivados, observdndose que el contenido de
proteina, cenizas y fibra cruda en los frijoles silvestres es mayor que en los
frijoles cultivados y éstos Ultimos muestran contenidos mayores de grasa y
carbohidratos asimilables; ademds en los frijoles silvestres el contenido de
proteina verdadera es elevado y ademds es muy similar al contenido de
proteina total, mientras que en los frijoles cultivados se cbservan diferencias
significativas en este respecto. (El contenido de proteina verdadera es inferior a

la protefna total).

2. En cuanto al contenido de amino4cidos se observa que los aminodcidos
dispensables se encuentran en mayor proporcién en los frijoles cultivados,
siendo los aminodcidos acidos (glutémico y aspértico), glicina y tirosina los que
presentan mayor diferencia con respecto a los frijoles silvestres. Los
aminodcidos indispensables se encuentran en mayor proporcién en los frijoles
cultivados pero sélo se observé diferencia significativa entre frijoles silvestres y
cultivados en contenido de leucina y de aminodcidos azufrados. Los frijoles
cultivados demostraron contenidos de lisina y triptofano superiores al Patrén
FAOQ, mientras que en los frijoles silvestres se observa que solo triptofano y los
arométicos superan al Patrén FAO. Los aminodcidos azufrados fueron los mas
escasos como se esperaba, sin embargo en los frijoles cultivados se encuentran
en mayor proporcién, por lo tanto éstos alcanzan calificaciones quimicas

mayores. Los frijoles cultivados muestran una mejor calidad protéica por su
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composicién de aminodcidos indispensables lo que viene a demostrar que

mediante la domesticacién se consiguié un mejoramiento genético.

3. En cuanto al contenido de téxicos naturales, los frijoles silvestres presentan
lectinas e inhibidores de tripsina en mayor proporcién que los frijoles cultivados.
Las lectinas encontradas tanto en frijoles silvestres como en frijoles cultivados
correlacionan con toxicidad. No se encontraron saponinas, alcaloides y
glucésidos cianogénicos en los frijoles silvestres y cultivados de este estudio.

4. Los resultados encontrados en este trabajo sugieren que la domesticacidn fué
positiva en cuanto a que se logra una mejor calidad protéica y una disminucién
notable de los dos téxicos que se encuentran presentes con suma regularidad
en estas leguminosas.
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