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INTRODUCCION 

Durante los últimos anos la situación mundial de Ja alimentación humana ha 

pasado por una de las peores épocas. Al aumento desmesurado de Ja población 

ha correspondido una notoria escasez de alimentos tradicionales, siendo Jos 

grupos de población de escasos recursos económicos los más afectados; ya 

que no tienen acceso a Jos alimentos de alto valor nutritivo. 

Como una solución para aminorar el problema de Ja escasez de alimentos con 

alto contenido de proteína, se ha recurrido al estudio y utilización de fuentes no 

convencionales de alimentos, tal es el caso de las proteínas de orígen vegetal, 

las cuales son de amplia distribución en paises en vías de desarrollo. Su costo 

es relativamente bajo y además se pueden obtener materiales alimenticios con 

características nutricionales tales que sean utillzables como sustituyentes de Ja 

proteína animal. 

Una de las familias que podría utlizarse para esta fin es Ja de las leguminosas 

ya qua es muy amplia comprendiendo unos 600 géneros, 13,000 especies, de 

las cuales en México se han registrado casi 1,500 y de éstas solo se consumen 

unas 20, ocupa el segundo Jugar en orden de importancia entre las familias de 

las plantas provistas de semillas.111. 

Las semillas de las leguminosas contienen generalmente de 20 a 30 % de 

proteína (en base seca), que es el doble del que contienen Jos cereales. 



Un problema presente en dichas semillas es que contienen factores 

antlnutricionales que si no son inactivados (la mayoría de estos pueden ser 

eliminados con un tratamiento térmico adecuado), ejercen efectos Indeseables 

en su valor nutriclonal. Entre estos factores se encuentran: hemaglutininas, 

inhibidores de tripsina, glucósidos (productores de cianuro y saponinas) 

alcaloides, aminoácidos no proteicos.entre otros. 

Otro factor que influye en su bajo valor nutritivo es la deficiencia de aminoácidos 

indispensables azufrados, como metlonina y cisteina, sin embargo una 

suplementación con alimentos ricos en estos aminoácidos mejoran su valor. 
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OBJETIVO. 

Determinar el valor nutritivo de dos semillas de Erythrina destoxificadas con 

posible uso en la alimentación animal. 
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GENERALIDADES 

La Erythrina es un género constituido por 1 OB especies de amplia distribución 

en las regiones tróplcales del mundo. Como resultado de los estudios realizados 

por diversos autores, éste género de árboles, arbustos y hierbas es más 

conocido en muchos aspectos , que en cuanto a distribución y abundancia. 

Los estudios más relevantes acerca de Erythrina son los referentes a la 

completa o parcial caracterización de los alcaloides constituyentes de las 

semillas y de algunas otras partes de las plantas. 

liD!!lldD.B americana. 

Se cultiva en las regiones tropicales y subtropicales de ambos hemisférios. En 

México se cultiva en terrenos tropicales y medianamente fértiles, su desarrollo 

es menor en tierras relativamente pobres. Se propagan con facilidad por medio 

de semillas o estacas. 

Esta especie alcanza de 4 a 5 metros de attura,su tallo es amarillento e irregular 

y sus ramas espinosas; las hOjas son trifoliadas, con hojuelas de 1 Ocm. de 

largo, casi cordiformes o deltoides y en la mayoria de los casos glabras, 

provistas de estrpulas. 

Su follaje es frondoso y caduco, verde claro; en ocasiones se ven ejemplares 

unicamente con flores, las cuales son de color rojo vivo, y se producen en 

conjuntos terminales cónicos, y constan de un estambre largo de unos 6cm, y la 

quilla es pequena (1cm.), de color blanquecino. El androceo consta de 10 

estambres repartidos en dos grupos, uno de nueve y otro aislado. El gineceo 

está rodeado en su base por un nectario y consta de un ovario alargado, 

comprimido, con un estilo simple que termina en un estigma pequet'lo. 
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El frulo es una legumbre de aproximadamente 20cm de largo y 2cm de ancho, 

con estrangulamiento que limita los lóculos donde se alojan las semillas, que 

son de color rojo vivo, escarlata o naranja como las flores, su testa es lisa y 

brillante. 

Se le conoce con los nombres comunes de colorín, chocolín en Hidalgo; 

chllicote en Baja California, Sonora y otros lugares del Sur. 

Las semillas de varías especies son reportadas como muy tóxicas. Se han 

usado como veneno para pequellos animales en algunas regiones. ( 2, 3) 

.§olll!d.ll! ~ 

Se encuentra ampliamente distribuida en México; la hay principalmente en 

Morales, Oaxaca, Guerrero, Michoacán, Jalisco y Edo. de México. 

Tiene flores durante la época de lluvias y es frondosa, en contraste con la 

floración de muchas otras especies Mexicanas de Erythrina 

Presenta grandes semejanzas con Erythrina americana, y las características 

que la diferencian son el tamallo de las hojas las cuales llegan a medir de 14 a 

16 an. individualmente. 

El fruto es color canela, con florecimiento largo y puntiagudo con las puntas 

alargadas en uno de los extremos, con estrangulamientos que limitan los 16culos 

donde se alojan las semillas, por cada vaina aecen 1 ó 2. e 2, 3 ) 
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FACTORES QUIMICOS A CONSIDERAR PARA LA EVALUACION 

DE UNA LEGUMINOSA COMO ALIMENTO 

ANALISIS PROXIMAL. 

El análisis proximal o bromatológico se desarrolló en Alemania hace más de 

cien años por Weende. Este tipo de análisis es de gran importancia, ya que éste 

es el paso inicial para cualquier estudio análilico realizado en alimentos y en 

éste caso para las semillas a estudiar en el presente trabajo. Mediante éste se 

determinan los componenetes principales de los alimentos: proteína, grasa, 

carbohiratos, fibra, cenizas y humedad, los cuales nos dan la pauta para saber 

hacia donde dirigir un estudio posterior. Las ventajas que proporciona dicho 

análisis es el empleo de poca cantidad de muestra y las determinaciones son 

relativamente rápidas. Las técnicas generalmente empleadas en el análisis 

proximal son las descritas y aprobadas en el AOAC. ( 41. 

Humedad. 

El contenido de agua en alimentos naturales se encuentra entre 60-95%. Tanto 

en tejidos vegetales como animales se distinguen dos formas generales el 

"agua libre", que es la forma predominante y se pierde con gran facilidad, por lo 

que es ésta la que se estima en la mayoría de los métodos para determinación 

de humedad, y el "agua ligada" que se encuentra como agua de cristalización o 

ligada a las proteínas y a las moléculas de disacáridos, tambien se encuentra 

adsorbida en la superficie de las partículas coloidales. 

Los diferentes métodos empleados para la determinación de humedad, se 

basan en la pérdida de peso por calentamiento, aunque las condiciones de 

secado varían de acuerdo a la naturaleza de la muestra, esto debido a que 

algunos componenetes de los alimentos y tejidos vegetales se descomponen a 
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elevadas temperaturas (azúcares y grasas). 

La determinación de humedad en una muestra es de gran importancia, porque 

asi se puede dar un valor real a los demás componentes.t 5 ) 

Cenizas. 

Las cenizas son el residuo inorgánico que queda al incinerar una muestra. La 

incineración de una muestra destruye la materia orgánica cambiando su 

naturaleza, las sales metálicas de los ácidos orgánicos se convierten en óxidos 

o carbonatos o bien raccionan durante la incineración para formar fosfatos, 

sulfatos o haluros. En las cenizas vegetales predominan los derivados del 

potasio y en fas animales las de sodio. ( & ) 

Proteina. 

Las proteinas son macromoléculas constituidas por cadenas de aminoácidos 

unidos por enlaces peptidicos. Estas proporcionan los aminoácidos 

indispensables requeridos por el organismo, para la sintesis de proteinas 

estructurales, asi como de fas biológicamente activas (hormonas, enzimas y 

anticuerpos). 

Son de gran importancia ya que tienen diversas funciones como la de regular el 

paso de fluidos a través de la membrana celular, mantienen el balance ácido­

base del organismo, intervienen en el transporte de nutrientes y son fuente de 

energia. 

Al hablar del aprovechamiento nutritivo de las proteinas se deben distinguir tres 

aspectos muy importantes: cantidad, calidad y digestibilidad, ya que el hecho 

de consumir grandes cantidades de proteina no implica necesariamente que se 

satisfagan las necesidades de aminoácidos del individuo. Por otra parte, la 

calidad de una proteína se define de acuerdo al contenido de aminoácidos 
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indispensables, que son utilizados para el crecimiento y mantenimiento del 

organismo. La digestibilidad se considera como una medida de la capacidad 

con la que el organismo metaboliza y aprovecha dichos nutrimentos. 

De acuerdo a la composición en aminoácidos de las proteinas da la dieta, las 

fuentes proteicas se clasifican en buenas adecuadas o pobres; las buenas son 

huevo, carne, pescado, productos lácteos, y legumbres; adecuadas son arroz, 

maiz y trigo, mientras que las pobres son mandioca, patatas y muchas frutas, 

aunque estas últimas se consumen como fuente de Vitaminas. ( 5, 1 ). 

Desde el punto de vista nutricional, la cantidad y calidad de las proteinas de las 

leguminosas, hacen de éste grupo de vegetales una valiosa fuente de 

alimentos, pero debido a su deficiencia en aminoácidos azufrados, su valor 

biológico, no se compara con las proteinas de origen animal, sin embargo se ha 

observado un incremento cuando estas se suplementan con proteinas 

provenientes de cereales 

Grasa. 

Los lipidos son fundamentalmente energéticos, producen 9 Kcal/g y por tanto 

son la fuente de energia que proporciona más calorias. Sus principales 

funciones son, las de aportar los ácidos grasos indispensables (linoléico y 

linolénico) que son precursores del ácido araquidónico, además son 

precursores del colesterol y el ergocalciferol (vitamina D). El colesterol es 

necesario para la digestión, absorción y transporte de lipidos en la dieta. Se han 

asociado algunas enfermedades a las grasas y aceites , ya que un consumo 

excesivo provoca problemas de salud como obesidad y enfermedades 

cardiovasculares. 1 a 1 
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El contenido de grasa en la mayorla de tas leguminosas es bajo, y se halla entre 

et 1-2 %. Sin embargo el cacahuate y la soya son los casos excepcionales en el 

contenido de éste macronutriente.( B ) 

Fibra. 

Dentro del interés analltico de un alimento los carbohidratos de origen vegetal 

pueden dividirse en funcionales como son los almidones, azúcares y 

fructosanas; y por otra parte los estructurales tales como la celulosa, 

hemlcelulosa, lignina y pentosanas, que corresponden a lo que se denomina 

fibra cruda. La fibra es un elemento importante en la dieta ya que ayuda a 

formar y transportar el bolo alimenticio a través del tracto digestivo, esto se 

debe a que tiene una alta capacidad de retención de agua. Algunas 

enfermedades causadas por dietas bajas en fibra son: 

apendicitis, hemorroides, obesidad y diabetes mellitus. ( 9) 

Carbohidrato•. 

constipación, 

Son elementos dispensables, ya que estos pueden ser sintetizados por el 

organismo, sin embargo se requiere que sean ingeridos en la dieta. Son 

compuestos fundamentalmente del reino vegetal. La maltosa y el glucógeno son 

los únicos de origen animal. En los paises de escasos recursos una de las 

principales fuentes de anergia son los carbohidratos, esto debido a que son 

abundantes y su costo es bajo. 

Los almidones y la sacarosa son tos carbohidrato• más consumidos por el 

hambre. Se recomienda que un 60-70% de las calorlas totales ingeridas 

provenga de los carbohldratos. 
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Las leguminosas contienen alrededor de 60 % de carbohidratos que, en 

general, se absorban y utilizan bien. ( a ) 

Amlnoicldoa. 

Los aminoácidos son compuestos que se caracterizan por tener en su molécula 

un grupo amino y un grupo carboxilo, de los cuales se conocen más de 140, y 

de estos sólo 20 funcionan como conjunto bésico de las protafnas. Los 

amoinoácldos que intervienen en la sfntesis de protefnas son de configuración 

L, mientras que los de configuración O sólo sirven como fuente energética. 

Cada sistema biológico contiene un grupo determinado y especifico de estos 

polfmeros con una secuencia de aminoácidos establecida genéticamente 

Las diversas maneras de clasificar a los aminoácidos se basan en su naturaleza 

química y las propledadse del grupo R, como puede ser, la solubilidad, la 

raactividad, la ionización, la polaridad, etc. Desde el punto de vista nutricional 

se divida a los aminoácidos en dispensables a indispensables.( 9) 

La composición da los aminoácidos de las proteínas de la dieta as 

extremadamente importante; existen ocho aminoácidos estrictamente esenciales 

para la nutrición adecuada del Ofg8nismo (Treonina, Valina, Mationina, 

tsolaucina, Laucina, Fanllaíanina, Lisina y Tríptofano). Aunque algunos de ellos, 

por ejemplo al Triptofano, se necesitan directamente para la biosíntasis da 

honnonas y otros compuestos matabóllcamanta activos. La existencia de 

distintos tipos de aminoácidos con carga, polaridad y forma diferentes determina 

también la importancia de la estructura terciaria de los enzimas y de las 

proteínas estructurales. 

10 
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La FAO recomienda un consumo minimo por día de aminoácidos esenciales y 

además ha establecido la composición de aminoácidos de una proleina palrón 

con la cual se pueden comparar otras prolefnas.( 7, 10, 111 

Aminoácidos Necesidades requeridas 
lma a.a.lo de orolefnal 

Laclanlas Preescolares Edad escolar Adullos 
(2-5 años\ (10 -12 años) 

Hislidina 26 19 19 16 
lsoreucina 46 28 28 13 
Leucina 93 66 44 19 
Lisina 66 58 44 16 
Mel. +Cis. 42 25 22 17 
Fen + Tir 72 63 22 19 
Triolofano 43 34 28 9 
Vallna 17 11 9 5 
Total 55 35 25 13 
Incluyendo 460 339 241 127 
Histidina 
Sin incluir Hislidina 434 320 222 111 

CARACTERIZACION QUIMICA Y BIOLOGICA DE LA CALIDAD 

PROTEICA DE UN ALIMENTO. 

INDICES QUIMICOS. 

En la actualidad se han desarrollado una gran canlidad de métodos o 

procedimientos malemálicos en base a ta composición de aminoácidos de una 

proteína. Además se establece que una diela proteínica debe producir el 

mantenimiento y crecimiento del animal de prueba y que lo anterior está 

estrechamente relacionado con las cantidades relativas de ros aminoácidos 
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esenciales, que son disponibles para el animal. Algunas da estas pruebas se 

mencionan a continuación. 

SCORE QUtMICO ( S.Q.) 

Denominado también "calificación química", es un método químico, que nos 

permite evaluar la calidad de una proteina, es el que más se ha usado y del cual 

se tiene mayor Información, ya que este índice se estableció en 1946 por Block 

yMitchell. 

El S.Q., se basa en sellalar la cantidad de aminoácido esencial que está en 

mayor deficiencia en la proteína de estudio al compararla con el nivel presente 

en una proteína de referencia.(Caseína) 

El S.Q. puede considerarse como una primera aproximación de la probable 

eficiencia de la utilización de una proteína, o mezclas para nillos, además de 

que penmite hacer gruesas correciones de los requerimientos proteicos en una 

dieta. Sin embargo, el S.Q. puede subestimar la calidad de las proteínas cuando 

van a ser destinadas a adultos, cuyas necesidades esenciales son menores. 1111 

SCORE QUIMICO SIMPLIFICADO. (S.Q.S) 

Esta prueba química al igual que el S. Q., nos permite evaluar la calidad 

proteica, pero en ésta solo se analizan algunos aminoácidos en especial. Es 

importante aclarar que para realizar éste cálculo, se debe contar con 

información previa respecto a la proteína en estudio. Por ejemplo si se trata de 

leguminosas, que se sabe son deficientes en azufrados, para el cálculo solo se 

usarían la cislina y la melionina. 111 ) 
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INDICE DE AMINOACIDOS ESENCIALES (1 A.A.E.). 

Es definido como la media geométrica de la relación de cada uno de los 

aminoácidos esenciales de la protelna en estudio y la proteina de referencia. En 

el caso de feniialanina y melionina se reportan como aromáticos y azufrados 

respectivamente. 

Según varios autores han encontrado que el IAAE, correlaciona en forma 

adecuada (r = O. 946) con la prueba biológica denominada Valor Biológico; así 

diferentes investigadores han podido deducir ecuaciones muy simplificadas, 

para poder correlacionar éste índica quimico con el Valor Biológico (VB). ( 11 ) 

Valor Biológico (VB) = 1.09 (Indica AAE) -11.73 

Se debe hacer la aclaración, qua todo lo anterior es justificable cuando se 

trabaja con alimentos convencionales, los cuales se sabe son inocuos para el 

animal en estudio. 

INDICES BIOLOGICOS 

Aunque se ha hecho énfasis en la investigación biológica para el desarrollo de 

métodos quimicos y fisicos que permitan al investigador trabajar con pocas 

células individuales, estos métodos no resultan satisfadorios para ser aplicados 

al hombre o incluso a la especie de la cual fueron inicialmente removidas. 

Para poder entender con más claridad los fadores involucrados en el 

funcionamiento de organismos tan complejos, se requiere de estudios en el 

animal intado; esto último es aplicable a la investigación nutricional. 

Hegsted y Mitcheli, reportaron independientemente que el hombre se 

comportaba de manera semejante a la rata, en su utilización metabólica de 
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alimentos proteínicos en lo que respecta a su crecimiento, Indicando que los 

resultados de pruebas de crecimiento en ratas, podían ser aplicables para la 

evaluación de dietas en humanos. Otras razones por las cuales la rata es 

ampliamente utilizada son: 

a) Es un animal omnívoro y puede ser alimentado con la misma dieta a lo 

largo de su vida, si dicha dieta es adecuada nutricionalmente. 

b) Son fáciles de manejar y cuidar. 

c) Un gran número de animales puede ser colocado en un área pequeña. 

d) Presentan un periodo largo después del destete, durante el cual 

conlinuan creciendo e incrementando su peso corporal; esto es de bastante 

interés en estudios nutricionales donde se requiere el uso de animales que 

conlinuen ganando peso durante periodos extensos. 

Las primeras pruebas de evaluación de la calidad nutricional de una proteína, 

se hicieron comparando las tasas de crecimiento de ratas alimentadas con las 

dietas por evaluar, con las ratas alimentadas con fuentes proteicas que se sabia 

eran de buena caliad (leche, huevo). 

RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA (PER). 

En 1919 Osbome, Mendel y Ferry introdujeron el concepto de "PER"(Protein 

Efficiency Ratio), el cual modificado de varias fonnes es quiza el método más 

usado para la evaluación de una fuente de proteína, y corresponde al peso 

ganado por el animal debido a la proteína consumida, bajo ciertas condiciones 

bien establecidas, que a continuación se describen.tu, 12, u, '4, 15) 

Dieta. 

En la elaboración de la dieta, primeramente se debe contar con el análisis 

proximal de la fuente proteinica, para poder ajustarla, y asi compararla con la 

dieta de referencia (Caseina). Por ro que se sugieren niveles de grasa, cenizas, 
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humedad y fibra cruda que sean Iguales entre las diferentes dietas, hasta donde 

el análisis proximal lo permita. 

Animales de experimentación. 

Para esta prueba se recomiendan ralas macho de la misma colonia, recien 

destetadas (la edad del destete se considera entre los 21-26 días); el rango de 

peso individual entre las ratas debe ser menor o igual a 10 g. 

Los animales se mantendrán bajo dieta y condiciones adecuadas que permitan 

un desarrollo normal. 

Período de ensaye. 

Durante el estudio las ratas son mantenidas en jaulas individualmente y se les 

suministra dieta y agua "ad libilum". Se registra el peso corporal de cada rata al 

inicio del ensaye y después tanto el peso corporal así como alimento ingerido a 

intervalos regulares. 

Cálculos 

Se calcula el promedio del peso ganado y proteína (N x 6.25) ingerida, de cada 

rata de los diferentes lotes. A continuación se calcula el PER de cada grupo y 

se determina la relación x 100 de cada uno con respecto al PER de Caseína; 

finalmente sa reporta la calidad proteínica como relación porcentual del PER de 

la muestra con respecto al de la Caseína. 

Lo anteriormente descrito se refiere a las condiciones establecidas en el método 

oficial propuesto por la Association of Oflicial Analytical Chemista (AOAC); sin 

embargo, otros investigadores proponen reportar el valor de PER del alimento 

de prueba, como un PER corregido, asumiendo que el PER de Caseína será 

constante (2.5). 

15 



RELACION NETA DE PROTEINA (NPRI 

Bender y Doell propusieron el uso del NPR (Net Protein Ratio), como una 

prueba biológica en la cual se toma en cuenta la pérdida de peso de un grupo 

control negativo, dicho decremento de peso se suma al peso ganado del grupo 

de prueba y se divide por la proteína consumida.( 11, 11) 

En ésta prueba se asume que la protelna requerida para prevenir la pérdida de 

peso de las ratas alimentadas con una dieta libre de nitrógeno (OLN), es 

equivalente a la proteína necesaria para el mantenimiento de los animales. Sin 

embargo, una falla de ésta determinación es que frecuentemente sobrestima el 

valor de las protelnas de baja calidad. 

Se ha observado que el valor de NPR correlaciona estrechamente con la 

determinación de NPU (Net Protein Utilization), incluso Bender y Ooell han 

encontrado un factor experimental de 16 para correlacionar ambas 

determinaciones en una ampUa serie de alimentos. ( 11, 11) 

INDICE DE CRECIMIENTO NITROGENADO (NGI) 

Una modificación adicional a los métodos basados en el crecimiento del animal 

de e><perimentaci6n, lo constituye el índice de crecimiento nitrogenado (NGI), el 

cual es obtenido como la pendiente en la región lineal de la relación entre el 

peso ganado y el nitrógeno ingerido. 

En este método se usan altos niveles de proteína, por lo que estas dietas 

pueden mostrar un indicadOr de ciertos efectos tóxicos; sin embargo, éste tiene 

la desventaja de no podarse aplicar como un método rutinario, ya que se deben 

suministrar varios niveles de cada una de las protelnas en estudio. 1111 
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DIGESTIBILIDAD (D). 

Esta se considera como la disponibilidad de los aminoácidos constituyentes de 

las proteínas, para ser absorbidos por el organismo de prueba. Debido a que la 

digestiblidad esta innuenclada por la solubilidad y suceptibilidad de la proteína 

al ataque enzimático, a continuación se mencionan algunos puntos que la 

afectan. ( 11 l 
a) La fracción proteínica puede estar protegida de la actividad enzimática 

por materiales celulares estructurales (celulosa, hemicelulosa por ejemplo). 
b) Algunas plantas contienen algunos factores antinutricionales 

(inhibidores de enzimas proteolfticas). 

c) Da~o durante el procesamiento de ciertos alimentos o preparación de 

concentrados o aislados proteínicos. 

En general se sabe que los alimentos de origen animal son más digeribles que 

los de origen vegetal. ( 17-1 

VALOR BIOLOGICO (VB aparente). 

Es la proporción de nitrógeno que es retenido en el organismo, esto es que se 

puede considerar como un coeficiente de utilización de la proteina; a la vez se 

puede decir que el valor biológico bajo condiciones muy bien controladas es 

función unicamente del perfil de aminoácidos y en especial de los aminoácidos 

esenciales de la proteina del alimento. 

Este indice a diferencia de la digestibilidad, tiene una mayor capacidad para 

poder discriminar, entre proteínas de diferente origen (animal o vegetal), ya que 

evalua la cantidad de aminoácidos que van a ser utilizados en el anabolismo del 

organismo.( 11) 
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UTILIZACION NETA DE UNA PROTEINA (NPU). 

De acuerdo a la metodologla propuesta por Thomas y Mitchell. basada en un 

esquema de balance de nitrógeno, el NPU, se puede definir como la proporción 

de nitrógeno consumido que queda retenido en el organismo, y está 

influenciado tanto por la digestibilidad, asl como por la calidad de la protelna. 

Por lo tanto el NPU es el producto de valor biológico por la digestibilidad. 

Sin embargo, en 1953 Bender y Millar describieron una fómula más sencilla y 

rápida para poder estimar el NPU, la cual se basa en determinar directamente el 

nitrógeno retenido en el canal, a diferencia del método anterior que se podrla 

considerar como una determinación indirecta del NPU. 

Como el NPU es afectado por digestibilidad y la calidad de la protelna, se 

puede considerar como un indicador de mayor utilidad práctica. ( 11 ) 

Todas las determinaciones biológicas antes mencionadas (PER, NPU, VB, etc.) 

tienen la desventaja de que solo se pueden aplicar a simples fuentes de 

proteína o mezclas bien definidas, además de que los niveles de protelna están 

abajo de los necesarios para obtener la óptima respuesta nutricional; en la 

actualidad se han descrito algunos métodos para aplicarlos en dietas 

oonsumidas normalmente como tales y donde entran en juego otros parámetros 

como son: 

- La complejidad de las mezclas consumidas. 

- La naturaleza e inteNalo de alimentación. 

- El efecto del procesamiento y cocinado del alimento o dieta. 

- Nivel de protelna y otros nutrientes (concentración). 

- Balance de la protelna con los demás nutrientes (relación protelna I 

calorias). 
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NPU OPERATIVO (NPU op) 

Platt y Miller propusieron alimentar a ratas con las dietas o raciones, sin 

ninguna modificación, exclusivamente liofilizándolas; a la vez Miller y Bander 

propusieron realizar la determinación del NPU sobre la dieta sin ninguna 

modificación y así denominaron a este índice como NPU operativo; 

adicionalmente definieron como VALOR NETO PROTEINICO DE LA DIETA 

(NDpV), al producto del NPU op por la concentración proteínica de la diela 

expresada en termines arbitrarios como fracción décimal. ( 11 ) 

PORCENTAJE NETO DE CALORIAS PROTEINICAS EN LA DIETA. 

(NDpCal%). 

Debido a que la interrelación Proteína-Energía metabolizable es de suma 

importancia y el índice (NDpV) no considera el contenido calórico de la dieta, 

fue necesario definir un término que relacionara estos dos factores, 

estableciendose así el valor neto de calorías proteínicas en la dieta. 

INDICES CALORICOS 

Metaboll•mo energ6tlco 

El proceso que experimentan los elementos nutritivos del alimento para liberar 

la energía que emplean las células, se denomina metabolismo energético. 

Los constituyentes orgánicos de la dieta principalmente grasas, carbohidratos y 

proteínas, representan el potencial químico de energía el cual es transformado 

a energía química para la síntesis de elementos nutritivos, -rgía mecánica 

para la contracción muscular, energía eléctrica para la conducción de los 
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Impulsos nerviosos, energía osmótica para el transporte de sustancias a través 

de las membranas. 

En el siguiente diagrama se muestran dichas transformaciones. ( 11) 

TRANSFORMACIONES BIOLOGICAS DE ENERGIA 

Un conocimiento de la utilización o distribución bajo condiciones ordinarias 

proporciona las bases necesarias para una perspectiva de los estudios que 
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afectan el metabolismo energético, para ello es necesario entender el 

significado de los siguientes términos. 

Energla gruesa (GE) 

Es la cantidad de calor resultante de la oxidación de un alimento, dieta o 

cualquier otra sustancia. La determinación de ésta se hace en una bomba 

calorimetrica. Los valores de GE de los diferentes alimentos o nutrientes varian 

pero los Upicos son: carbohidratos: 4.10, proteinas: 5.65 y grasas: 9.45. ( 191 

Energla digerible (DE) 

La GE del alimento consumido menos la energia fecal es llamada Energia 

digerible aparente. ( 11) 

Energle Metabollzable (ME) 

Es definida como la GE de la dieta consumida, menos el contenido energético 

de heces y orina. La ME es comunmente usada para evaluar alimentos y dietas 

estandarizadas, esto es que se conozca su contenido energético. ( 111 

Energla Neta (NE) 

La NE de un alimento es la proporción disponible de éste, para el 

mantenimiento del animal (trabajo muscular, reparación de tejidos, regulación 

de la temperatura corporal.) o varios procesos productivos, como recobrar y 

retener la energla en los tejidos. Se calcula restando a la ME el incremento de 

calor (HI), llamado también efecto dinámico específico, y pueda ser definido 

como el calor producido durante la digestión de los nutrientes. ( 19 ) 
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ESQUEMA CONVENCIONAL DE UTILIZACION DE ENERGIA 

ENERGIA GRUESA (GE) 

1-Energia fecal 

ENERGIA DIGERIBLE APARENTE (DE) 

rEnergia l.rineria 

ENERGIA METABOLIZABLE APARENTE (ME) 

l mamerto de calor (H~ .J'Calor dol metabolismo 
l...de nutriertes 

/NREGIA NETA (N\ 

ENERGIA PARA MANTENMENTO 
MetaboNsmo basal 
Actiloidad lnvol<J'llaria 
Calor 

ENERGIA PARA PRODUCCION 

Crecimierto 
Trabajo 
Almacenamler4o de energia para 
la reprodw:ión. 

Fuente : Church,D.C. and Pond,W.G: Basic Animal Nulrilion and Feeding. 

O & B Books. Oregon.1976. p 84 - 88 

22 



PARTE EXPERIMENTAL 
En el presente estudio se emplearon harinas de las semillas de ~ 

americana (colorín) y Ervthrina breviflora (patol), destoxificadas. 

DESTOXIFICACION Y OBTENCION DE LAS HARINAS. 

Las semillas de colorín y patol se sometieron a un tratamiento térmico (121ºC -

5 y 15 min respectivamente), se secaron y molieron (a través de malla de 2mm 

de diámetro) y se hizo la determinación de inhibidores de tripsina, enseguida se 

desengraso y se dió un tratamiento con metanol para la eliminación de 

alcaloides. Posteriormente se les hizo la prueba de metanol residual (método 

colorimétrico). Finalmente se molieron a través de malla de 1mm de diámetro, y 

las harinas obtenidas se utilizaron para los análisis antes mencionados. A 

continuación se muestra el diágrama del proceso. 

SEMLLA 
INTEGRA 

TRATAMENTO 
TERMICO 

SECADO Y 
MOLENOA 
GRUESA 

EXTRACTO 
METANOLICO 

HARNA 
DESTOXFtcAOA 

PRUEBA DE 
METANOLRESDUAL 
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ANALISIS PROXIMAL 

El análisis proximal se realizó siguiendo las técnicas descritas en el AOAC ( 4 ). 

Las determinaciones realizadas fueron humedad, cenizas, proteina cruda, grasa 

cruda, fibra cruda, tos carbohidratos asimilables fueron determinados por 

diferencia. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado. 

HUMEDAD. 

Fundamento: La determinación se basa en el material perdido (por 

evaporación de agua ) por la muestra durante et calentamiento a una 

temperatura no mayor e la de ebullición del agua, o al ponerlo en contacto con 

un agente deshidratante. 

Material. 

-Estufa de vacio MARCA LAB-LINE MOD.3620. 
-Desecador. 
-Balanza analltica. 
-Charolas de aluminio. 

Procedimiento. 

Se ponen a peso constante tas charolas de aluminio, en una estufa de vacio a 

una temperatura de 60-65oC, de 2 a 4 hrs. A continuación se pesan de 2-5 g de 

muestra en cada charola, se colocan en ta estufa de vacio, para su secado, se 

considera que la determinación ha terminado cuando tas charolas con ta 

muestra están a peso constante, esto es cuando haya una variación no mayor 

de 0.001g / g de muestra, entra una pesada y otra. 

Ctlcutos. 

%Humedad= Pf-Pi X 100 
m 
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Donde: 

Pi = peso de la charola con muestra antes de secar 
PI = peso de la charola con muestra después de secar 
m = peso de muestra 

CENIZAS. 

Fundamento: La determinación se basa en la incineración de la materia 

orgánica a una temperatura de 500-550ºC, obteniéndose asi las cenizas que 

comprenden el material inorgánico (minerales) 

Material. 

-Mufla THERMOL YNE MOD. 1500 
-Balanza analitica. 
-Desecador. 
-Crisoles de porcelana. 

Procedimiento. 

Se ponen a peso constante los crisoles, para lo cual se colocan en la mufla a 

una temperatura de 500-5500C, marcándolos con lápiz o cualquier sustancia 

que no se elimine durante el proceso de incineración. 

En el crisol tarado se ponen de 2-5 g de muestra, antes de meterlo a la mufla se 

coloca en la campana y con la ayuda de un mechero se cartioniza. El tiempo de 

permanencia en la mufla es variable, (en éste caso el tiempo fue de 4 a 6 hrs.) 

ya que éste depende del material que se esté trabajando. Se considera que la 

determinación ha terminado cuando se observen unas cenizas de color 

homogéneo (grises o blancas) sin puntos negros, además de estar a peso 

constante. SI se observan puntos negros es recomendable agregar unas gotas 

de agua a las cenizas frias y nuevamente meterlas a la mufla hasta 00-Var 

hOmogeneidad en el color. 
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C61culoa. 

Donde: 

% Cenizas = ___fl_:_EL X 1 oo 
m 

Pf = peso del crisol con las cenizas 
Po = peso del crisol vaclo 

m = peso de la muestra en gramos 

PROTEINA CRUDA 

Fundamento: La determinación se basa en. el Método Kjeldahl y consiste en 

una oxidación de la materia orgánica por la acción del HzS04, H3P04 y Hz02 y 

como resultado de ésta se forma COz, HzO y Nz el cual se transforma en 

NH4HS04. La reacción es catalizada por el Cu (CuS04.SH20). Para liberar el .. 
NH4 se usa álcali fuerte (NaOH al 60%), el NH4 es recibido en ácido bórico y 

mediante una titulación con HCI 0.01 N sa determina la cantidad que reaccionó 

con el ácido bórico formando el borato de amonio. 

Material/ Reactivos. 

-Digestor TECATOR MOD. AB-20/40 
-Dispositivo para microdestilación LABCONCO 

-Tubos para digestión de 75 mi MARCA TECATOR 

-Mezcla digestiva (a) 
-Sulfato de potasio R.A. 
-Peróxido de hidrógeno al 30% R.A. 
-Hidróxido de sodio al 60% R.A. 
-Acido bórico con indicadores (b) 

-Acido clorhidrico valorado 0.01 

(a) Mezcla digestiva: pesar 3 g de CuS04 .. s H20 y disolver en 20 mi de agua 

destilada, adicionar 50 mi de H3P04 conc. y 430 mi de H2S04 resbalándolo por 

la pared. Agitar durante 30 min. 
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(b) Acldo bórico con Indicadores: pesar 1 O g de ácido bórico y disolverlos en 

agua destllada, enseguida adicionar 70 mi de indicador A (100 mg de 

fenolftaleina disueltos y aforados a 100 mi con etanol) y 20 mi de indicador B( 

33 mg de verde de bromocresol y 66 mg de rojo de metilo aforados a 100 mi con 

etanol ), llevar a un volumen final de 2000 mi con agua destilada. Ajustar el 

ácido bórico a un color café-rojizo. 

Procedimiento. 

Digestión: Pesar de 20-60 mg de muestra y colocarlos en el tubo de digestión, 

agregar 0.5 g de K2S04 y 3 mi de mezcla de digestión, colocar el tubo en el 

digestor (precalentado a una temparatura inferior a 370ºC), para una 

predigestión de 15 minutos. Después de éste tiempo sacar el tubo, dejarlo 

enfriar y adicionar 1.5 mi de H202 y colocarlo nuevamente en el digestor, 

durante 30 min. a 370ºC. 

Se considera que la digestión ha concluido cuando el contenido del tubo sea 

translúcido, sin restos de material orgánico. Si se observan restos de material 

orgánico es recomendable poner nuevamente el tubo en el digestor por unos 

minutos más. Simultáneamente se deben correr blancos (sustituyendo la 

muestra por sacarosa o glucosa comercial ). 

Destilación: La muestra ya digerida y fria se pasa a la copa de adición del 

aparato de microdestilaclón, que previamente debe estar en proceso de 

destilación. Colocar un vaso de precipitados con 50 mi de ácido bórico al final 

del refrigerante. Vaciar el contenido de la copa al bulbo de reacción lentamente, 

lavar el tubo y la copa de adición con la minima cantidad de agua destilada, 

adicionando esto al bulbo de reac:ción. En seguida se adicionan 15 mi de NaOH 
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al 60% a la copa de adición y se agregan muy lentamente al bulbo de reacción, 

lavar nuevamente con agua destilada. Destilar hasta un volumen de 100-125 mi, 

retirar el vaso y lavar el aparato. 

Titulación: El contenido del vaso de precipitado se titula con HCI 0.01 N hasta 

un vire a rojo fresa, agitando durante la adición dal ácido. 

Cálculos. 

Donde: 

%N~rógeno= (P-B)xNxmeq X 100 
m 

% Protelna = % de Nitrógeno x F 

P = mi de HCI gastados en la titulación de la muestra 
B = mi de HCI gastados en la tilulación del blanco 
N = Normalidad del HCI 
meq = Miliequivalentes de nilrógeno (0.014) 
m = Peso de la muestra en gramos 
F = Factor de conversión (6.25) 

GRASA CRUDA. 

Fundamento: La determinación se basa en la solubilidad de la grasa cruda en 

éter; la cantidad de material extraído de una muestra medianle reflujo con éter 

se denomina extracto etéreo o grasa cruda. 

Existe una gran cantidad de compuestos orgánicos que se encuentran en el 

extracto etéreo y solo algunos tienen intllfés nutricional, como los ácidos grasos 

y sus ésteres, vitaminas liposolubles y provitaminas tales como los 

carotenoides. 
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Material / Reactivos. 

-Equipo para desengrasar Goldfisch MARCA LABCONCO 
-Balanza analltica 
-Estufa de vacío LAB-LINE MOD. 3620 
-Cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm 
-Vasos de borde esmerilado 
-Eter de petróleo R.A. 

Procedimiento. 

Pesar de 2-5 g de muestra (Nota 1) en un cartucho de celulosa. se pone el 

cartucho en el portadedal de vidrio y se coloca en el compartimiento del 

extractor. En el vaso de borde esmerilado (previamente puesto a peso 

constante) se agregan 50 mi de éter de petróleo (Nota 2) y con ayuda de un 

anlllo metálico con rosca se asegura al aparato de extracción donde se ha 

colocado el cartucho. Se sube la parrilla hasta que esté en contacto con el vaso 

y se calienta poniendo el control de temperatura de la parrilla en grado bajo, se 

abre la llave de agua para enfriar los refrigerantes (Nota 3). Es importante 

mantener un reflujo constante durante B hrs.aproximadamente. Despues de éste 

tiempo se baja la parrilla de calentamiento , se deja enfriar se quita el vaso y se 

sustituye el portadedal por un colector de vidrio, y nuevamente se aseguara el 

vaso al aparato de extracción, se sube la parrilla de calentamiento y coloca el 

control en grado alto , para que así se recupere el éter y en el vaso solo quede 

el extracto etéreo, se suspende el calentamiento , se quita el vaso y se coloca 

en la estufa de vacío (60-65ºC), para eliminar el éter, cuando el vaso esté a 

peso constante la determinación habrá concluido. 
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Célculos. 

o/o Grasa= Pf;;tº X 100 

Donde: 

Pf = Peso del vaso con el estracto etéreo 
P0 = Peso del vaso a peso constante 
m = Peso de la muestra en gramos 

•Nota1 Se utiliza la muestra empleada en la determinación de humedad 

refiriendo el peso a la muestra inicial, con esto se evitará el arrastre de 

componentes solubles en agua debido a la humedad de la muestra. 

•Nota2 Se utilizo el éter de petróleo, porque es más barato que el éter etflico, no 

absorbe humedad durante la extracción y la razón más importante es que se 

evitan posibles explosiones por la formación de peróxidos en el éter etflico. 

•Nota3 Debido a que el éter de petróleo tiene un rango de punto de ebullición 

de 30-SOºC, se recomienda emplear hielo-agua, para enfriar los refrigerantes. 

FIBRA CRUDA. 

Fundamento: La determinación se basa en la Obtención del residuo no 

digerible por ácido y base fuertes, de una muestra que ha sido desengrasada y 

digerida sucesivamente con H2S04 y NaOH al 1.25 %. 

MaterlallReacll-. 
-Aparato de digestión para fibra MARCA LABCONCO 
-Estufa de vacío LAB-LINE MOD. 3620 
-Mufla THERMOL YNE MOD. 1500 
-Vasos de Berzellius de 600 mi Kimax 
-Crisoles de porcelana 

-H2S04 al 1.25" (PN) 
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-NaOH al 1.25 % (PN) 
-Anliespumante (Emulsión Sigma-B) 

-Alcohol elilico 

Procedimiento. 

Se coloca la muestra desengrasada en el vaso Berzelius, se agregan 0.5 g de 

asbesto (lavado y calcinado) y unas perlas de vidrio. A continuación se 

adicionan 200 mi de H2S04 al 1.25 % en ebullición y unas gotas de 

antiespumante, se coloca el vaso en el digestor y se sube la parrilla 

(previamente calentada), y se deja en ebullición durante 30 min. Transcurrido 

éste tiempo, se retira el vaso del digestor y se filtra con ayuda de vacío sobre un 

filtro de lino, el residuo se lava con agua destilada (caliente) hasta eliminar eí 

ácido (aproximadamente con 500 mi). El residuo lavado se transfiere al vaso 

Berzelius y se adicionan 200 mi de NaOH al 1.25 % en ebullición y unas gotas 

de anliespumante, (no olvidar las perlas de vidrio) se coloca el vaso en el 

digestor, se sube la parrilla y se deja en ebullición 30 min. Al término de éste 

tiempo se retira el vaso del digestor y se procede a fillrar sobre el mismo filtro 

de lino, se lava con agua destilada (caliente) hasta eliminar el álcali 

(aproximadamente 500 mí.). Finalmente se adicionan 25 mi de alcohol etílico 

(ayuda a eliminar humedad). El residuo lavado se pasa a un crisol de porcelana 

(previamente puesto a peso constante) y se coloca en la estufa de vacío (60-

SSºC) para secarlo hasta que esté a peso constante. Una vez que está seco el 

crisol con el residuo, se carboniza con ayuda de un mechero antes de meterlo a 

la mulla, la detenninación concluye cuando el aisol esté a peso constante. 
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Cilculo•. 

% Fibra cruda= Ps,;; Pe X 100 

Donde: 

P 5 = Peso del crisol con el residuo seco 
Pe= Peso del crisol con el residuo calcinado 
m = Peso de la muestra (referido al peso de la muestra original) 

CARBOHIDRATO& ASIMILABLES. 

Se calculan por diferencia, restando al 100% la suma de los porcentajes de 

humedad, cenizas, protelna cruda, grasa cruda y fibra cruda. 

% Carbihidratos = 100 - ( % humedad + % cenizas + % protelna + % 

grasa + % fibra cruda ) 

DETERMINACION DE TOXICOS RESIDUALES 

INHIBIDORES DE TRIPSINA 

Fundamento: La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso de 

una muestra con una solución estándar de tripsina (40mg/10 mi), posteriormente 

se determina si hay actividad proteolltica remanente usando un sustrato 

sintético (Benzoil-arginina-p-nitroanilida [BAPNA]), el cual producirá una 

coloración. Dicha coloración será inversamente proporcional al contenido de 

inhibidores. ( zo ) 
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La reacción que se lleva a cabo es la siguiente: 

H2N, ._NH 
e 
1 

<y Hila 
TRPSINA 
pH 8.2/37"C 

HiN, ._NH 
e 

<4Hila 
~H-CH-~-OH + 

~gH-~~ 
N02 

Benzoil-arginina-p-fltroanilida 
(BAPNA) 

6º o 
p...Utroanilida 

(pigmento amarillo) 
Benzoil-arginina 

Material y Reactlvoe: 
Potenciómetro CORNING Mod. 10 
Parrilla con agitación magnética THERMOL YNE Mod. sp-13025 

Bal\o maria GRANT Mod. SE10 

Espectrofotómetro SEQUOIA TURNER Mod.340 
Mezclador de tubos LAB-LINE Mod. Super-mixer 

Na0H0.01N 
Solución amortiguadora de TRIS pH 8.2 y 0.05M (a) 
Solución BAPNA (b) 
Acido acético al 30% 
Solución estandar de tripsina (e) 

HCI0.001N 
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Preparación: 

(a)Solución amortiguadora Tris (hidroximetil-amino-melano): pesar 6.05 g de tris 

y 2.94 g CaCl2 2H20, disolverlos en 900 mi de agua destilada. Ajustar el pH a 

8.2 y aforar a 1 litro. 

(blSolución de benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA): disolver 100 mg de 

BAPNA en 2.5 mi de dimetil-sulfóxido, la disolución es más rápida si se calienta 

en baño de agua a 37 oc, se afora a 250 mi con amortiguador Tris previamente 

calentado a 37 oc. Esta solución se prepara el mismo dla de su uso y se 

mantiene a 37 oc. 

(c)Solución estandar de Tripsina: pesar con mucha exactitud 4 mg de tripsina 

bovina (SIGMA T-8253) y se disuelven en 200 mi da HCI 0.001 N. Esta solución 

contiene 20 mg de tripsina/ml y debe ser almacenada en refrigeración donde 

puede durar de 2 a 3 semanas sin pérdida apreciable de actividad. 

Procedimiento: 

PREPARACION DEL EXTRACTO: 

Pesar 1 gramo da muestra (finamente molida y desengrasada cuando el 

contenido de grasa sea superior al 5%) en un vaso de precipitado; adicionar 45 

mi de NaOH 0.01 N, ajustar el pH de la suspensión a 9.6±0.2 y aforar a 50 mi 

con NaOH 0.01 N. Transferir a un vaso de precipitados y agitar mecánicamente 

en la parrilla de agitación por espacio da 2 horas y media a 300 r.p.m. Después 

se retira el magneto y se deja reposar el extracto durante media hora. Se 

decanta el sobrenadante y se elimina el residuo insoluble. El sobrenadante 

debe ser diluldo de tal manera que 1 mi del extracto produzca una inhibición 

entre 40 y 60%, esto ayuda a reducir la desviación estandar. 
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD: 

Preparar 10 tubos de ensayo como se muestra en el cuadro 1 y agregar· la 

cantidad especificada del extracto diluido o directo por duplicado y ajustar el 

volumen final da. cada tubo a 2.0 mi con agua destilada. Adicionar a todos los 

tubos 2 mi da tripsina a 37 oc agitando cada tubo con el vortex. 

A los blancos se les adiciona además 1 mi de ácido acético para detener la 

reacción. Colocar todos los tubos en el bal'lo de agua a 37 oc y dejar incubar 

durante 1 O min para que entren en contacto inhibidor y enzima. 

A continuación se adicionan a cada tubo 5 mi de solución de BAPNA a 37 oc y 

volver a colocar los tubos en el baño de agua para incubarlos durante ,1 O min. 

Es Importante tener un control estricto del tiempo sobre todo después de 

adicionar el BAPNA para lo cual debe emplearse un cronómetro. 

Posteriormente se detiene la reacción enzimática añadiendo 1 mi da ácido 

acético a cada tubo a excepción de los blancos a los cuales ya se les habla 

adicionado. 

Es frecuente la formación de precipitado o el enturbiamiento de la mezcla de 

reacción por lo que se deja reposar durante 15 min y después se filtra primero el 

sobrenadante y posteriormente la porción residual a través de papel Whatman # 

1. El filtrado deberá estar translúcido. 

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

esquemática la serie de tubos para la determinación de actividad inhibitoria. 

35 



Tubo 

81 

82 

2 

83 

3 

84 

4 

8R 

R 

CUADRO 1 

mi mlH20 mi Std. Tripsina 5min > mi 19..mi!:!..> ácido acético 

Ext. 8APNA 30% (Aac) 

37ºC 

1.8 0.2 2.0+1.0 mi Aac• 5.0 o.o 
1.8 0.2 2.0 5.0 1.0 

1.4 0.6 2.0+1.0 mi Aac• 5.0 o.o 
1.4 0.6 2.0 5.0 1.0 

1.0 1.0 2.0+1.0 mi Aac• 5.0 o.o 
1.0 1.0 2.0 5.0 1.0 

0.6 1.4 2.0+1.0 mi Aac" 5.0 o.o 
0.6 1.4 2.0 5.0 1.0 

o.o 2.0 2.0+1.0 mi Aac" 5.0 o.o 
o.o 2.0 2.0 5.0 1.0 

• A los blancos les adiciona enseguida 1 mi de ácido acético 30%. 

La lectura de cada tubo se realiza en el espectrofotometro a 410 nm en el 

espectro visible. Previamente se debe ir ajustando a 100% de transmitancia con 

el respectivo blanco de cada dilución. Es importante remarcar qua el tubo que 

contiene O.O mi de extracto (40 mg tripsina/10 mi) es la referencia y sobre este 

tubo se basarán los cálculos. 

NOTA: Es importante trabajar cada tubo con su blanco porque en ocasiones se 

arrastran coloraciones del extracto directo provocando interferencias en el 

momento de leer en el espectrofotómetro, de este modo mediante el blanco se 

hace una corrección. 
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Clllculoa 

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un incremento de 

0.01 unidades de absorbencia a 410 nm por 10 mi de mezcla de reacción 

descritas por Kekade y colaboradores. La actividad de los inhibidores de 

Tripsina se expresa en términos de Unidades de Tripsina Inhibida (U.T.I.). La 

lectura de absorbencia (A), puede ser transformada directamente en unidades 

de tripslna: 

U.T. =Ax100 

Ya que se tiene una serie de aUcuotas, se tendrán a su vez una serie de valores 

de U.T., es conveniente determinar el% de inhibición para lo cual se toma como 

referencia el tubo 3 que es el que contiene 1 mi de extracto. Si el % de 

inhibición no cae dentro del rango de 40 al 60% de inhibición es necesario 

hacer un ajuste del extracto para que cumpla este requisito. 

Donde: 
R = U.T. de la referencia 
A3 = U.T. del tubo 3 

% lilibición= R-A3 X 100 
m 

m = peso de la muestra en gramos 

Para obtener los valores correspondientes de U.T.I. 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 de las alicuotas. 

U.T.I. = R - U.T. 

Donde: 

R = Valor de unidades de tripsina de la referencia 

Cuando se grafica la actividad enzimética inhibitoria (U.T.1.hnl) vs. mi de 

extracto de prueba, se observa LOl8 correlación lineal negativa de donde se 
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puede obtener el valor extrapolado que corresponde al valor cero de la solución 

inhibitoria. 

Gráfica U.T.I /mi vs. mi de extracto 

Tripsina 
irtiblda 
(UTVml) 

B (valor extrapolado) 

Volumen extracto 

Este valor extrapolado, es el valor más cercano a la actividad inhibitoria real o 

verdadera (si se refiere uno al inhibidor de soya del tipo Kunitz). 

Si la correlación lineal no es satisfactoria (r<0.9), se puede trabajar con un valor 

promedio de la serie de alicuotas y reportar en U.T.l./ml. 

U.T.l./ml = UTI I mi de extracto 

Es conveniente reportar en unidades de tripsina inhibida con respecto a 1 mg de 

muestra: 

Donde: 

50 
U.T.L/mg muestra = B X F X ~ 

B =valor extrapolado o promedio en U.T.I./ mi 
F = Factor de dilución, el cual depende de la(s) dilucion(es) realizada(s). 
Cuando se tiene el extracto directo F=1. 
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ALCALOIDES 

DETERMINACION CUALITATIVA. 

Fundamento: La detenninación está basada en la extracción de los alcaloides 

con metanol y la posterior acidificación del extracto para después someterlo a 

un ensayo con 7 reactivos para alcaloides. El precipitado fonnado con tos 

reactivos varia en cantidad con los diferentes alcaloides por to que puede 

hacerse una estimación aproximada de la concentración de alcaloides. ( zt ) 

Material y reactivos 
Rotavapor BÜCHI Mod R 
Matraces bola de 100 mi PYREX 
Papel filtro Whatman No 4 
Parrilla de agitación CORNING Mod PC-351 
Estufa de vaclo LAB-LINE 
Acido nilrico 30% o d=1.180 
Acido sulfúrico 1 % 
Acido sillcotungsténico (4H20-S02-12W02-22H20) 
Metano! R.A. 
Sulfato de sodio anhidro 
Reactivo de Mayar (a) 
Reactivo de Wagener (b) 
Reactivo de Dragendorff (e) 

Reactivo de Sonnenschein (d) 
Reactivo de Hager (e) 
Reactivo de Scheibter (f) 
Reactivo de Acido Silicotungsténlco (g) 

Preparación 

(a). Reactivo de Mayar: disolver 1.36 g de HgCt2 en 60 mi de agua y aparte 

disolver 5.0 g de KI en 10 mi de agua. Reunir las dos soluciones y aforar a 100 

mi con agua destilada 

(b). Reactivo de Wagner: disolver 1.27 g de yodo (resubtimado) y 2 g de KI en 

20 mi de agua; aforar a 100 mi con agua destilada. 
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(e). Reactivo de Dragendorff: disolver 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado 

en 20 mi de HN03 al 30% (d=1.1 B) y 27 .2 g de KI en 50 mi de agua. Se mezcan 

las 2 soluciones y se deja reposar 24 horas. Decantar y aforar a 100 mi con 

agua destilada. 

(d). Reactivo de Sonnenschein: a 100 mi de solución caliente de molibdato de 

amonio (43g en 100 mi de agua), adicionar 100 mi de una solución caliente de 

fosfato dibásico de sodio anhidro (10 g en 100 mi de agua); a esta solución 

clara adicionar 1 O mi de ácido nltrico 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 está caliente, se 

le agregan 100 mi de solución caliente de carbonato de sodio anhidro (28 g en 

100 mi de agua), se forma una solución clara que se trasvasa a una cápsula de 

porcelana y se evapora a sequedad; fiamear 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 mi de agua destilada caliente, 

calentar y adicionar 50 mi de ácido nllrico concentrado. Aforar a 300 mi con 

agua destilada. Se obtiene una solución clara amarilla de ácido fosfomolibdico. 

(e). Reactivo de Hager. preparar una solución saturada de ácido plcrico, esto 

es: 2.0 gen 100 mi de agua. 

(f). Reactivo de Scheibler. disolver 1 O g de tungstato de sodio y 7 g de fosfato 

disódico en 50 mi de agua. Acidular la solución con ácido nltrico. 

(g). Reactivo de Acido Silicotungsténico: disolver 5.0 g de ácido 

silicotungsténico en la cantidad necesaria de ácido sulfúrico 6N para preparar 

100 mi de solución. 
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Procedimiento 

Se colocan de 200-250 g de muestra seca y molida, y se adicionan 1000 mi de 

metanol, agitar y deja toda la noche en reposo. Al dla siguiente calentar durante 

2 horas a 65 ºC en una parrilla con agitación. Posteriormente se deja enfriar, se 

filtra y se toman allcuotas del filtrado (1 Ogotas), se evaporan y se resuspenda 

en HCI al 1 %, se agregan los reactivos. Se observa si se forman los 

precipitados caracterlstlcos de cada reactivo que a continuación se presentan. 

REACTIVO PRECIPITADO 

Maver no blanco 
Wagner oo floculento color marrón. 
Draoendorff oo anaraniado-marrón. 
Sonnencheln ooamarillo 
Haaer ooamarillo. 
Scheibler oo blanco..grisáseo 
Acido Silicotunasténico • oo blanco-arisáseo 

Se considera que una muestra contiene alcaloides cuando su extracto da 

prueba positiva (forman precipitado) con los 7 reactivos da alcaloides. Deba 

mencionarse que en el reactivo de Hager (ácido pícrico) es de baja sensibilidad, 

por lo tanto cuando da prueba negativa mientras todas las demás son positivas, 

puede dasacartarse y deba considerarse positiva la presencia de alcaloides en 

la muestra. 

DETERMINACION DE METANOL 

Debido a que se empleó metano! en la eliminación de Alcaloides, se realizó ásta 

determinación con la finalidad de verificar si las harinas de colorln y pato! 

estaban libres de éste, ya que el catabolismo Intermediario del metano! produce 
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la formación da formaldehido hasta ácido fórmico el cual es el principal 

responsable de las accionas tóxicas del metano!. 

Fundamento: Consiste en separar el metano! de los constituyentes no volátiles 

por destilación simple, para después oxidar el metano! a aldehido fórmico, el 

cual se hace reaccionar con ácido cromotróplco, para desarrollar una coloración 

la cual se lee especlrofotométricamente, y se determina en forma indirecta el 

contenido de este alcohol. t 22, u, 241 

Material/ Reactivo• 
Equipo dé destilación simple con capacidad de 500 mi 
Probeta 
Mechero bunsan con manguera y tela de asbesto 
Soporte universal 
Pinzas para refrigerante 
Perlas de ebullición 
Termómetro de O -100ºC 
Recipiente para bello de hielo 
Matraces aforados de 25 y 100 mi 
Pipetas volumétricas de 1 mi 
Pipeta volumétrica de 5 mi 
Pipeta volumétrica de 10 mi 
Bureta de 25 mi 
Recipiente de ballo - maria 
Espedrofotómetro 
Celdas de vidrio de 1 cm de paso de luz 
Acido cromotróplco al 5% 
Acido fosf6rlco 
Acido oxálico 
Acido sulfúrico 
Etanol al 5% en volumen (v/v) 
Metano! (R.A.) 
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Praparació_n.de soluciones 

Solución patrón de metano!. 

Medir 1.3 mi de metano! y colocarlos en un matraz aforado de 1 lt. Aforar con 

agua destilada. 

Solución de Permanganato de potasio/ ácido fosfórico 

Disolver 3 g de 1<Mn04 en una mezcla de 15 mi de H3P04 y 70 mi de agua y 

llevar a un volumen de 100 mi con agua destilada. 

Solución de Acido oxálico al 5 % en una mezcla de H2S04/H20, (1:1) 

La mezcla de H2S04fH20 debe prepararse con mucho cuidado y trabajarse en 

frio (bello de hielo), adicionando el ácido al agua lentamente y con mucha 

precaución. 

Procedimiento. 

Se pesan 100 g de muestra y se colocan en un matraz bola, adicionar 200 mi de 

agua, y se procede a destilar. Se colectan los primeros 15-20 mi {recibir el 

destilado en bano de hielo) y éste destilado se afora a 100ml con agua 

destilada. 

Del destilado se toma una allcuota de 5 mi y se deposita en un matraz de 25 mi, 

a continuación se adiciona con bureta 2 mi de la solución de KMn04 (11) se 

tapa, se agita y se deja en reposo por 15 min. a temperatura ambiente. 

Posteriormente se adicionan 2 mi de la mezcla ácido oxálico-ácido sulfúrico (111), 

tapar y agitar, teniendo cuidado de aflojar el tapón para permitir la salida del 

C02 liberado , se deja en reposo durante 15 min. A continuación adicionar 1 mi 

de ácido cromotrópico {IV) y con bureta adicionar 5 mi de H2S04 concentrado 

(el ácido debe estar lo más frie posible y se resbala por la pared dol matraz). 

Luego se pone en un ballo maria que este entra 65 - 68 oc durante 20 mln. 

Pasado éste tiempo, se enfría el matraz al chorro de agua y se afora con agua 
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destilada. Se tome une fracción y se lee en el espectrofotómetro e une longitud 

de onde de 570 nm. 

Una alícuota de 5ml del destilado se trebejará en la misma forme que la 

muestra, pero en lugar de adicionar el ácido cromotróplco, se adicionará egue 

destilada (BLANCO DE LA MUESTRA). 

También se corre un curva estándar, preparada de Ja siguiente manera. 

B 1 2 3 

Solución Patrón o.o 0.3 0.5 1.0 

Etanol al 5% Cvlvl 5.0 4.7 4.5 4.0 

Soluciónllll 2.0 2.0 2.0 2.0 

15 minutos I tem......mura ambiente 

Solución 11111 2.0 1 2.0 2.0 2.0 

15 minutos / tem ....... tura ambiente 

Solución 11\/l 1.0 1 1.0 1.0 1.0 

H,,so ... Cconc.l trio ·5.0 1 5.o 5.0 5.0 

20 minutos /~C 

Enfriar al chorro de egua y aforar a 25 mi con 
aoua destilada leer absort>ancia a 570 nm. 

C61culos 

Considetando que la solución patrón tiene una concentración de meleno! de 

1 mg/ml, interpolar la lectura da la muestra en la curva estándar y reportar el 

contenido de metano! en la muestra en ppm(mg/L) 

AMINOACIDOS. 

HIDROUSIS ACIDA 

Fund-'o: Le técnica se basa en una hidrólisis ácida de la muestra ( HCI 

6N e 145 oc¡, con Jo que se logra la ruptura de los enlaces peplldicos de las 
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proteínas y la liberaraclón los aminoácidos que las componen. La separación de 

estos ocurre al pasarlos por una columna de intercambio lónlco y su reacción 

con ninhldrina, para formar un complejo colorido, que permita cuantificar 

colorimétricamente la cantidad de cada aminoácido en la muestra.( 25). 

M•t•rl•l/Reactlvoe. 
-Autoanalizadorde aminoácidos MARCA TECHNICON, MOD NC-2P 
-Digestor MARCA TECATOR, MOD AB 20/40 
-Potenciómetro MARCA CORNING MOD.10 
-Rotavapor MARCA BUCHI, MOD R 
-Vortex MARCA LAB-LINE INSTRUMENTS, MOD SUPER MIXER No. 1290 
-Adaptador para filtración con jeringa millipore XX30 01200 
-Mlcrojeringa MARCA HAMILTON, MOD. 1001-LTN 
-Tubos de cul!ivo de pared gruesa Pyrex No. 9826 con tapón de rosca y cubierta 
interior de teflón. 
-HCl6 N 
-Me!ilcelosolve al 50 % 

-Amortiguador de acetato de SOdio 0.4 N (•) 
-Sulfato de hidracina (b) 
-Ninhldrina (e) 

-Solución lavadora (d) 
-Amortiguador de dilución (e) 

-Amortiguador de acetatos para regeneración y elución (f) 
-NaOH0.1 N 
-Solución Brij-35 al 20 % (Merck No. 1962) 

(•) Amortiguador de acetato de sodio: se pesan 1,312 g de acetato de sodio 

anhidro (previene la cristalización) y se disuelven en 3 litros de agua 

desionizada, se puede calentar para solubilizar , si se calento se deja enfriar y 

se adicionan lentamente 400 mi de ac. acético glacial, se afora a 4 li!ros con 

agua desionizada. El pH de esta solución deberá ser de 5.51 :1: 0.02, en caso de 

no ser así, ajustarlo con un álcali o ácido. 
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(b) Sulfato de hidraclna: Se disuelven en agua destilada y deslonizada 1.049 g 

de sulfato de hldrecina, a continuación se adicionan 0.4 mi de ácido sulfúrico 

concentrado (R.A.) y 30 mi de solución BRIJ-35 al 20 %, se lleva a un volumen 

de 41ilros; para conservarla sa requiere adicionar O.B mi de ácido caprflico como 

conservador. 

(c) Ninhidrina: Disolver 40 g de ninhldrina en 2 litros de metil-celosolve, a 

continuación adicionar 1 litro de amortiguador de acetato de sodio 0.4 N y aforar 

a 4 litros. 

(d) Solución lavadora: Agua-<1tanol (3:1 v/v) con hldroquinona al 0.01 % como 
agente antioxidante. 

(e) Amortiguador de dilución: Sa prepara una sol. de ácido clorhídrico 0.2 N (AJ 

y una solución de NaCI 0.2 M (B). Se mezclan 50 mi de A y 33.3 mi de B, se 

lleva a un volumen final de 200 mi con agua desionizada, se adiciona 

hidroquinona al 0.01 %. El pH de asta amortiguador deberá ser da 1.50 :1: 0.05. 

(f) Amortiguador de acetatos para regeneración y elución: la preparación se 

realiza como se muestra en el siguiente cuadro, se coloca en un recipiente con 

agitación la mitad del volumen da agua y se disuelven todos los componentes 

sólidos, después se adicionan los reactivos líquidos, y una vez disueltos se 

agrega agua hasta un volumen aproximado de 900 mi. Se ajusta al pH de cada 

amortiguador, empleando un potenciómetro de escala expandida ( ya que el pH 

de los amortiguadores debe ser ajustado a :1: 0.02 unidades ). Una vez ajustado 

el pH, se afora en un matraz volumétrico de un litro y se agregan unas gotas de 

ácido caprllico para romper la espuma. 



Finalmente se agrega Ja cantidad especifica de ácido caprllico y se vacía el 

amortiguador a su recipiente. 

CANTIDADES UTILIZADAS PARA PREPARAR SOLUCIONES 
AMORTIGUADORAS 

REACTIVO BUFFER 1 BUFFER2 

Acetato de sodio 4.1 o 5.0a 

Ac. acético alacial 20.0ml 15.0ml 

Sol.de acetato de - 0.6ml 
Zinc 

Etanol absoluto 78.0ml 78.0ml 

Alcohol bencflico - -
HidmouJnona 0.1111 0.1111 

Sol.BRIJ-35 al 20 8.0ml 8.0ml 
% 

EDTA sal disódica 0.1 o -
NaOH lenteias - -
Ac. r.AnrlJico 0.2ml 0.2ml 

Agua deslonizada 1.01 1.01 
<12nnmNa 

loH 3.~.02 4.10±0.02 

Buffer 1 
Buffer 2 
Buffer3 
Na0H0.2N 

Regeneración de la resina 
Elución de a.a. ácidos y neutros 
Elución de a.a. básicos 
Para lavar Ja resina 

BUFFER3 NaOH0.2N 

87.0a -
20.0ml -
2.0ml. -

- -
11.0ml -

- -
8.9ml -

- 1.0a 

- 8.0 

0.2ml 0.2ml 

1.01 1.01 

5.30±1l.02 -
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Procedimiento. 

Se pesa en el tubo de hidrólisis la muestra finamente molida y desengrasada 

(cuando el contenido de grasa sea mayor a 5 %). A continuación se adicionan 

los mi de HCI requeridos, tratando de que toda la muestra sa humedezca con el 

reactivo de hidrólisis . 

Donde: 

A= ~0~.0~5~x~1~00~­
% P 

e= __ 4_x_100 __ 

%P 

A = Cantidad de muestra ( g ) 
B= mldeHC16N 

%P = Porcentaje de protelna en la muestra 

Una vez pesada la muestra sa la insufla nitrógeno al tubo durante 30 seg., sa 

cierra el tubo con el tapón de rosca y sa coloca el tubo en el digestor 

(previamente calentado a 145ºC), durante 4 hrs. Después de éste tiempo, se 

saca el tubo del digestor, se enfrla y se trasvasa cuantitativamente a un matraz 

de bola 100 mi , dando algunas lavadas al Jubo con agua caliente y solución 

lavadora . Se lleva dos veces a sequedad en el rotavapor para eliminar el 

exceso de écido clorhldrico, a continuación se vuelve a lavar y se concentra el 

hidrolizaclo a un volumen menor de 25 mi. 

El hidrollzado concatrado se filtra con ayuda de vacío a través de un papel filtro 

(Whatrnan No. 52), se lava con solución lavadora (5 mi aproximadamente) y se 

enjuaga el matraz de bola volviendo a filtrar el lavado. 
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Al hldrolizado se le ajusta el pH a 6.B ± 0.2, se filtra y se afora a 25 mi con agua 

deslonizada. SI el hldrolizado no se va a inyectar inmediatamente se debe poner 

en un recipiente y congelar hasta su uso. Para inyectar el hidrollzado en el 

autoanalizador, se diluye con el amortiguador de dilución (1 :1 ), se filtra a través 

del dispositivo Millipore, descartando las primeras cinco gotas del filtrado y 

finalmente se inyecta en el autoanalizador en una cantidad de 100 a 200 µl. 

El autoanallzador de aminoácidos cúenta con un programa para hacer los 

cambios automáticos de los amortiguadores y las soluciones para el desarrollo 

de color, con lo cual se obtiene la separación de los diferentes aminoácidos del 

hidrotizado. 

A continuación se muestran las condiciones rr sicas y el programa utilizado en el 

análisis de aminoácidos. 

CONDICIONES RSICAS 

Tamallo de la columna 

Altura del empaque de la columna 

Temperatura de la columna 

Velocidad de flujo de amortiguadores 

Velocidad de flujo de ninhidrina 

Velocidad de flujo de suffato de hidracina 

Velocidad de flujo de nitrógeno 

Velocidad de flujo sobre colorímetro 

Temperatura de bello de reacción 

Sensibilidad del registrador 

Velocidad de Ja carta 

470x4mm 

420mm±5 

soac 
0.6ml/min 

O.Bml/min 

0.6ml/mln 

0.32 ml/min 

0.6ml/min 

egoc ±0.5 

2.5U 

3.0mm/min 
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Programa. 

PASO TIEMPO CARACTERIZACION 

(minutos) 

2 Amortiguador# 1, Metil-<:elosolve 

2 6 Amortiguador# 2, Metil-<:elosolve 

3 110 Amortiguador# 2, nlnhidrina, registrador 

4 120 Amortiguador# 3, ninhidrina, registrador 

5 16 NaOH 0.2 N, ninhldrina registrador 

6 2 NaOH 0.2 N, metil-<:elosolve, registrador 

7 6 Amortiguador # 1, metil-<:elosolva, registrador 

8 10 Amortiguador # 1, metil-<:elosolve 

9 16 NaOH 0.2 N, metil-<:elosolve 

10 46 Amortiguador # 1, metil-<:elosolve 

Nota: En todos los pasos hay flujo constante de sulfato de hidracina. 

Clllculoa. 

Antes de correr la muestra, se debe correr un estándar de aminoácidos que 

contenga 0.025 micromoles de cada uno. Además tanto en el estándar como en 

cada corrida se debe de inyectar una cantidad consiente del aminoácido 

sintético norleucina (estándar Interno), para poder hacer los cálculos en base a 

los denominados equivalentes de norleucina de cada uno de los amonoácidos. 

Donde: 

ANstd 
EN =---

a.a. AAstd 

ENaa = Equivalente de norleucina del aminoácido en el eslánder 
ANstd = Area de norleucina del estándar 
AAstd = Area del aminoácido correspondienle en el estándar 
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En el aminograma del hldrollzado de la muestra así como en el del estándar se 

calcula el área bajo la curva da cada uno de los aminoácidos, así como el área 

de norleucina en el correspondiente aminograma. Es conveniente trabajar con la 

mitad superior de cada uno de los picos, ya que la línea base a veces es muy 

irregular. 

Los cálculos que se deben desarrollar para cada uno. de los aminoácidos 

expresando su contenido en mg del aminoácido por gramo de nitrógeno en la 

muestra son los siguientes. 

aaJ N_AaaxENaax11MstdxPMaaxA 
mg 9 - ANm xa xmgNm 

Donde: 
Aaa = área del aminoácido en el aminograma de la muestra 
Baa = base a la mitad del pico 
Haa = altura del pico desde la línea base 
ENaa = equivalentes de norleucina del aminoácido correspondiente 
µMstd = mlcmmoles del aminoácido en el estandar 
PMaa = peso molecular del aminoácido 
A = aforo al que se llevó el hidrolizado en mi 
ANm = área de norteucina en el amlnograma de la muestra 
a = alícuota inyectada en mi 
mgNm = miligramos de nitrógeno de la muestra hidrolizada 

TRIPTOFANO. 

Fundmnento: Debido a que la hidrólisis ácida usada para la determinación de 

aminoácidos de una proteína, destruye completamente al triptOfano, para la 

deterrnina<:ión de éste se emplea una hidrólisis alcalina, para liberarlo y aunque 
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la bibliografla menciona una gran diversidad de reactivos alcalinos, en esta 

metodologla se usará hidróxido de litio. ( 211 
Material /Reactivo•. 
-Autoanalizador de aminoácidos MARCA TECHNICON MOD. NC-2P 
-Digestor MARCA TECATOR MOD. AB 20 / 40 
-Potenciómetro MARCA CORNING MOD. 10 
-Rotavapor MARCA BUCHI, MOD. R 
-Vortex MARCA LAB UNE lNSTRUMENTS, MOD SUPER MIXER# 1290 
-Adaptador para filtración con jeringa millipore XX30 01200 
-Membrana millipore tipo HATF 025 00 (tamal\o de poro 0.45 uM) 
-Microjeringa MARCA HAMIL TON, MOD AB 20 / 40 
-Tubos de cultivo de pared gruesa con tapón de rosca y cubierta de teftón 
marca PYREX No. 9826 · 
-Hidróxido de litio 4 N 
-Acido orto-fosfórico concentrado (85%) 
-Hidróxido de sodio 0.1 N 
-Metil-celosolve al 50% 
-Solución de BRlJ - 35 al 20% 
-Amortiguador de acetato de sodio 0.4 N (a) 
-Sulfato de hldraclna (b) 
-Ninhidrina (e) 
-Solución lavadora (d) 
-Amortiguadores de acetatos para regeneración y elución (e) 

Nota: Los reactivos (a), (b), (e) y (d), se preparan como los empleados en la 

técnica descrita para detenninación de los otros aminoécidos. Los 

amortiguadores para regeneración y elución (e), se preparan de manera similar 

a los de la técnica de aminoácidos, pero tomando en cuenta la siguiente tabla 

para agregar los reactivos que requiere cada amortiguador. 
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CANTIDADES UTILIZADAS PARA PREPARAR SOLUCIONES 

-
REACTIVO BUFFER 1 BUFFER2 NaOH0.2N 

Acetato de sodio 4.1 a 85.0a -
Ac. acético 11lacial 11.8ml 15.0 mi -

Sol.de acetato de Zinc 2.0ml -
Etanol absoluto 78.0ml - -
Alcohol bencllico - 11.0ml -
Hidroauinona 0.11 a - -
Sol.BRIJ-35 al 20 % 8.0ml 8.0ml -
EDTA sal disódica 0.1 a - 1.0o 

NaOH !entelas - - 8.0a 

Ac. cacrllica 0.2ml 0.2ml -
Agua desionizada < 12 1.01 1.01 1.01 

1nnmNa 

lcH 3.90±0.02 5.50±0.02 -
Buffer 1 Regeneración de la resina 

Buffer 2 Elución de aminoácidos del hidrolizado alcalino 

NaOH Lavado de la resina 

Procedimiento. 

Se pesa la muestra finamente molida y desengrasada (cuando el contenido de 

grasa sea mayor al 3 % ) en el tubo de hidrolisis, a continuación se adiciona con 
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mucho cuidado la cantidad de álcali requerido, tratando de que toda la muestra 

se humedezca con el reactivo. 

Donde: 
A= cantidad de muestra 
B = mi de álcali 

A= 
0.1X100 

%P 

4x100 B= -~~~-
%P 

%P = porcentaje de protelna en la muestra 

Después se insufla nitrógeno y se cierra perfectamente con el tapón de rosca y 

cubierta de teflón. El tubo se coloca en el digestor TECATOR para que se lleve 

a cabo la hidrólisis a una temperatura de 145ºC, 'en cuanto al tiempo debe 

considerarse el contenido de proteina de la muestra y a continuación se 

muestra dicha relación para la elección del tiempo de hidrólisis. 

Contenido de protalna Tiempo de hldroll91• 

9 - 35 % ............................................. 8 horas 

35 -64 % ............................................. 6 horas 

64 - 91 % ........................................... ..4 horas 

Una vez transcurrido el tiempo de hidrólisis se deja enfriar el tubo y se 

transvasa cuantitativamente el contenido a un vaso de precipitado, y se lava el 

tubo con agua caliente y solución lavadora , se ajusta el pH cerca de la 

neutralidad con ácido orto-fosfórico concentrado, empleando el pot.enciómetro. 
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Se filtra con la ayuda de vacío usando papel Whalman del No. 2. Se 

recomienda lavar el vaso con solución lavadora y agua caliente, para que a la 

vez se lave el residuo que queda en el papel. 

El filtrado se pasa a un matraz de bola y con ayuda del rotavapor se elimina el 

exceso de solvente y se lleva a 40 mi, es recomendable volver a filtrar para 

eliminar pequenas partículas que se lleguen a formar cuando se concentra el 

hldrolizado en el rotavapor yse afora a 50 mi ( si no se va a usar enseguida , se 

vuelve a ajustar el pH y se congela). 

Para inyectar el hidrolizado en ar autoanalizador, es necesario que primero se 

diluya con et amortiguador de dilución en realción 1:1, se filtra a través del filtro 

millipore , descartando las cinco primeras gotas y el resto se utiliza para 

inyectar de 100 a 200 µl. 

CONDICIONES FISICAS 

Temperatura de la columna 

Velocidad de flujo de amortiguadores 

Temallo de le columna 

Altura del empaque de la columna 

Velocidad de flujo de ninhidrina 

Velocidad de flujo de sulfato de hidracina 

Velocidad de flujo de nitrógeno 

Velocidad de flujo sobre colorímetro 

Temperatura de ballo de reacción 

Sensibilidad del registrador 

Velocidad de la carta 

55:t0.5ºC 

0.6 mi I min 

286X 5 mm 

250 :1: 5 mm 

o.a mi I min 

0.6 mi I mln 

0.32 mi I min 

0.6 mi I min 

89:t0.5ºC 

2.5U 

3.0 mm I min 
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PROGRAMA. 

PASO TIEMPO CARACTERIZACION 

(minutos) 

2 Amortiguador# 1, Melil-celosolve, INYECCION 

2 6 Amortiguador # 2, Melil-celosolve 

3 30 Amortiguador# 2, Ninhidrina, REGISTRADOR 

4 30 Amortiguador# 2, Ninhidrina, REGISTRADOR 

5 14 NaOH 0.2 N, Ninhldrina, REGISTRADOR 

6 2 NaOH 0.2 N, Melil-<:elosolve, REGISTRADOR 

7 6 Amortiguador.# 1, Melil-celosolve, REGISTRADOR 

B 2 Amortiguador# 1, Melil-celosolve, para REGISTRADOR 

9 6 NaOH, Metil-<:elosolve, REGISTRADOR 

10 16 Amortiguador# 1, Metil-<:elosolve,REGISTRADOR 

Con las condiciones anteriores el lriptofano eluye aproximadamente a los 45 

min, después de inyectar y sale entre los picos de (NH+ 4) y Arginina. 

C61culo•. 

También debe correrse una solución estándar de aminoácidos que contenga 

0.025 µM de triptofano, que nos servirá de referencia. Los cálculos se realizan 

de Igual manera que para los otros aminoácidos. 
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INDICES QUIMICOS 

SCORE QUIMICO (S.Q.) 

Fundamento: Es un método qulmlco que permite evaluar la calidad de una 

protelna y se basa en sel\alar la relación del aminoácido indispensable que está 

en mayor deficiencia en la protelna de estudio, al compararla con la relación 

que establece la FAO. ( 11, 27) 

C61culos. 

Donde: 

s.a.= Ax Ee 

Ae Ex 

Ax = Relación de cada aminoácido esencial en la protelna de prueba 
Ae = Relación de cada aminoécido esencial en la protelna de referencia 
Ex = Relación del total de aminoácidos esenciales en la protelna de prueba 
Ee = Relación del total de aminoácidos esenciales en la protelna de referencia 

El patrón de referencia empleado es el siguiente. ( 11, 21 l 

PATRONFAO 

AMINOACIDOS INDISPENSABLES maA.A. / 11 de N 

ISOLEUCINA 250 

LEUCINA 440 

LISINA 340 

TOTAL DE AZUFRADOS 220 

TOTAL DE AROMATICOS 380 

TREONINA 250 

TRIPTOFANO 60 

VALINA 310 
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INDICE DE AMINOACIDOS ESENCIALES 

Fundamento: Es la media geométrica de la relación de cada uno de los 

aminoácidos esenciales de la proteína en estudio y la proteína de huevo entero. 

( 11,21) 

CAi cuios 

Donde: 

,ni ~x..I!EE....x ... AAnp 
\J Lys, Trp, AAnr 

p =proteína de prueba. 
r = proteína de referencla(huevo entero). 
n = número de a.a. que se toman en consideración. 

X 100 

COMPOSICION DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES 
DE LA PROTEINA DE HUEVO ENTERO 

· AMINOACIDOS INDISPENSABLES mnA.A./adeN 

ISOLEUCINA 415 
LEUCINA 550 
LISINA 400 
TOTAL DE AZUFRADOS 342 
TOTAL DE AROMATICOS 630 
TREONINA 311 
TRIPTOFANO 103 
VALINA 464 
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PRUEBAS BIOLOGICAS 

INDICES DE CRECIMIENTO CORPORAL 

RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA (PERI 

Fundamento: El incremento de peso de ratas reclen destetadas, alimentadas 

con una dieta proteica bajo condiciones bien establecidas provee una medida 

confiable del valor nutricional. ( 111 

CAicuio& 

Los datos obtenidos durante el estudio biológico se anotaron en hojas de 

registro como la siguiente, para cada una de las ratas. 

DATOS PARA PRUEBA BIOLOGtCA NUTRICIONAL 

Rata ___ Sexo ___ Peso inicial (Pi) ___ Diela __ Fecha ___ 

Tiemnnrd[asl Total 
Pesoanimat PI= 
Incremento acumulativo Pf-Pi-
Alimento inicial IAil 
Alimento final r .o.n 
Alimento l"""rido IAl-Ai·Afl 
Alimento acumulativo I:AI 

Observaciones 

Se calculó el PER para cada una de las ratas empleando la siguiente ecuación: 

Donde: 

PER = ncremerto de peso (g) 
Proteila consumida (g) 

Pi-Pf 
(I:Al)-(F) 

F = Factor correspondiente al contenido de prolefna en la dieta, expresado 

en fracción décima!. 
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Con cada uno de los valores individuales, se procede a calcular el PER 

promedio de cada lote, para lo cual se manejarán los datos que sean 

promedlables (deben dar un CVs15). 

CV= ~ X 100 

Donde. 

CV = Coeficiente de variabilidad 

"= Desviación estándar 
x = Promedio 

Cuando se presenta una gran variación en tos datos, se elimina el valor mayor y 

el menor, para reducir dicha variación 

Se calcula también el PER de la referencia (Caseina) 

Con tos PER promedio se calcula el PER ajustado, de acuerdo a la siguiente 

ecuación: 

Donde: 

F= ______ 2_.5 _____ _ 

PER experimeráll de gn.po de Casera 

PER caseina (ref.) 
PEl\.Justadcf PERexp X PER casaera (exp.) 

PER caseina (ref) = 2.5 

RELACION NETA DE PROTEINA (NPR) 

Fund•rnento: En ésta prueba se asume que la proteina requerida para 

prevenir la pérdida de peso de las ratas alimentadas con una dieta libre de 

Nitrógeno (DLN), es equivalente a la proteina necesaria para el mantenimiento 

de los animales. ( 111 
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CAicuio• 

Al igual que en el PER, se requiere de un control adecuado del peso del animal, 

asl como del alimento ingerido, ya que al final del estudio se uso la siguiente 

ecuación: 

NPR = Incremento en peso(g) + Decremento en peso del grupo con DLN (g) 

Proteína consumida (g) 

También se calcula el NPR promedio de cada lote, .Y es recomendable reportar 

el valor de NPR como NPR ajustado de la siguiente manera: 

NPRaJusledo = NPR (prueba) x NPR casera (Ref.) 
NPR caseína (exp.) 

Donde: 

NPR (ref.) = 4.16 

DESARROLLO DE LAS PRUEBAS BIOLOGICAS 

ELABORACION DE DIETAS 

Para llevar a cabo Ja evaluación nutricional de una fuente de protelna, se 

necesita elaborar una dieta que sea isoprotelnica e isocalórica, con respecto a 

una dieta de referencia (generalmente CASEINA), y que además la única 

variable sea precisamente la protelna. Por lo que es de suma Importancia contar 

con el análisis proximal de la fuente de proteína, para poder ajustarla a la dieta 

de referencia. ( 30, 31 1. 

Primeramente se realizó un ajuste de los macronutriantes de Ja fuente de 

proteína (harinas destoxificadas da colorín y patol), respecto a Jos ingredientes 
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de la dieta de referencia. Es importante hacer notar que en la elaboración de las 

dietas, se manejo un 9.5 % da proteina, en cada una da estas (en la bibllografia 

se recomienda un 1 O %, pero debido a Jos resultados obtenidos en el análisis 

proximal, se tuvo que ajustar a 9.5 % de proteina), además se asume que no 

hay restricción en cuanto a minerales y vitaminas en la dieta de referencia. 

(32,UI 

Tanto la dieta de referencia (caseina), como las da las harinas de semillas de 

colorin y pato! destoxificadas, e incluso la DLN (Dieta Libre de Nitrógeno) se 

elaboraron en base a la siguiente dieta ideal. 

DIETA IDEAL 

Comnonente a 1100 a de dieta 

Proteina 9.50 

Sacarosa 20.00 

Glucosa 20.00 

Dextrina 19.00 

Manteca veaatal 8.00 

Aceite de malz 6.00 

Mezcla de minerales 4.00 

Mezcla da vitaminas 2.00 

Celulosa 11.50 

Debido a qua se empleó para elaborar la dieta da referencia CASEINA (SIGMA 

# C-3400), la cual tiene la siguiente composición: 

Co ........... nte o/ 100 a de dieta 

Protelna 89.19 

Cenizas 0.58 

Grasa 0.23 
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Se hicieron los ajustes correspondientes para tener un 9.5 % de proteína y se 

obtuvo lo siguiente: 

Comnonente a 1100 a de dieta 

Proteína 10.65 

Cenizas 0.062 

Grasa 0.024 

Quedando de la siguiente manera las dietas: 

DIETA DE CASEINA 
(REFERENCIA) 

r.nmnnnente a/ 100 a de dieta 

Proteína lcaseínal 10.65 

Sacarosa 20.00 

Glucosa 20.00 

Dextrina 19.00 

Manteca veaetal 7.49 

Aceite de maiz 5.49 

Mezcla de minerales 3.94 

Mezcla de vitaminas 2.00 

Celulosa 10.43 
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DIETA COLORIN DESTOXIFICADO 

Comnonente a / 100 de dlehl 

Harina da colorín destox. 29.30 

Sacarosa 17.86 

Glucosa 17.86 

Dextrina 16.99 

Manteca veaatal 7.96 

Aceite da maíz 5.97 

Mezcla da minerales 2.60 

Mezcla da vitaminas 2.00 
C:Al11losa --

DIETA PATOL DESTOXIFICADO 

"-""""'nenia a/ 100 a de díebl 

Harina de patol dastox. 30.64 

Sacarosa 17.45 

Glucosa 17.45 

Dextrina 16.58 

Manteca v-1a1 7.90 

Aceite de maíz 5.93 

Mezcla de minerales 2.88 

Mezcla de vitaminas 2.00 

Celulosa --
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DIETA LIBRE DE NITROGENO 
(DLN) 

ComDDnente a / 100 de dieta 

Sacarosa 20.00 

Glucosa 29,50 

Dextrina 19.00 

Manteca veaetal 8.00 

Aceite de maiz 6.00 

Mezcle de minerales 4.00 

Mezcle de vitaminas 2.00 
1 r.Alulo"" 11.50 

Material 
Balanza granateria 
Mezcladora MARCA HOBART MOD. N-50 

Componentes empleados para la elaboraclón de las dletae. 
Caseine (SIGMA# C - 3400) 
Sacarosa (comercial) 
Glucosa (SIGMA# G - 500) 
Dextrina (SIGMA# D - 2131) 
Manteca vegetal (comercial) 
Aceite de maiz (comercial) 
Mezcla de minerales (ICN # 902842) 
Mezcla de vitaminas (ICN # 904654) 
Celulosa (SIGMA# C - 8002) 

Procedimiento. 

Les dietes se elaboraron de la siguiente manera, se pesaron los componentes 

de cada una de las dietas en la balanza granataria, posteriormente la fuente de 

proteína se homogeniza, junto con todos los ingredientes sólidos, excepto las 

vitaminas, a continuación se adicionan los l!pidos (aceite y manteca vegetal 
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(fundida) ), finalmente se agregan la vitaminas y se mezcla hasta perfecta 

homogenizaclón. Se coloca la dieta en un recipiente, se tapa y se mantiene en 

refrigeración hasta su uso. 

PERIODO DE ENSAYE 

Se utilizaron ratas macho recién destetadas (21-23 días de nacidas), de la raza 

WISTAR,con un peso promedio de 56.92 ± 3.21. Las ratas se pesaron al azar y 

de acuerdo a su peso lnicia.1 (Po) la distribución de los animales por lote se hizo 

de acuerdo a la distribución de "culebra japonesa" e 34 ,, quedando de la 

siguiente manera los 4 lotes empleados para este estudio. 

Ralll Lote 1 Lote2 Lcte3 Lote4 

1 50.50 52.00 52.20 53.00 

2 55.50 55.50 55.10 54.80 

3 55.80 56.50 56.50 56.60 

4 58.00 57.50 57.20 57.00 

5 58.10 58.10 58.30 59.90 

6 62.60 62.50 62.40 60.50 

El día de inicio del estudio, las ratas de cada lote se colocaron en jaulas 

metabólicas individuales y se puso en cada jaula un comedero con la dieta 

respectiva (las dietas se designaron al azar) y agua ".!!!l. lil1illl!n". Postarionnente 

cada tercer día se registraba el peso de cada rata y el alimento ingerido, 

además de que se colectaba el alimento que desperdiciaban, esto se hizo 

durante ros 21 días que duró el estudio. Es importante hacer notar que al 

doceavo día se inició la recolección de orina y heces, cada tercer día hasta el 

final del estudio. 
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Las haces da cada rata sa recibían en una charola, limpiando peñectamente la 

malla, luago se pasaba por dos tamices, con el fin de separar las heces del 

alimanto desperdiciado, ya separadas se colectaban en frascos de vidrio, y se 

metían en una estufa de secado a una temperatura de 50 ± 5 co (para evitar el 

crecimiento de hongos en las heces). 

Una vez colectadas todas las heces se secaron, pesaron, molieron en mortero 

y se pusieron en congelación hasta su uso para hacerles las determinaciones 

de nitrógeno y contenido calórico. 

Para la recolección de orina sa puso papel filtro (impregnado de solución de HCI 

0.001 N), en los embudos de cada jaula metabólica y al final de estos se 

colocaron matraces de 25 mi. Una vez colectada la orina, se filtró y se aforó con 

solución de HCI 0.001 N, se colocó en recipientes de plástico y al igual que las 

heces sa puso en congelación. Posteriormente sa realizaron las 

detennlnaciones de nitrógeno y contenido calórico a heces y orina por 

duplicado. 

INDICES DE BALANCE DE NITROGENO 

VALOR BIOLOGICO (VB) 

Fundamento: La proporción de nitrógeno absorbido, que es retenido por el 

organismo, sa puede considerar como un coeficiente de utilización de la 

prote!na. Por lo que sa puede decir que el VB bajo condiciones bien controladas 

es solo función del pañol de aminoácidos. e 11 ¡ 

67 



CAicuio• 

Donde: 

ve= N retenido X 100 
Nabsorbido 

VB= 1-(F-FM)-(U-UE) X
1
00 

1-(F-FM) 

1 = Nitrógeno Ingerido 
F = Nitrógeno fecal 
U = Nitrógeno urinario 
FM = Nitrógeno fecal endógeno 
UE = Nitrógeno urinario endógeno 

DIGESTIBILIDAD (D) 

Fund•mento: Es la disponibilidad de los aminoácidos constituyentes de las 

proteínas, para ser absorbidos por el organismo de prueba.( 11 ) 

CAicuio• 

Donde: 
D = Digestibilidad 
1 = Nifrógeno ingerido 

D = N absorbido 
N ingerido 

D= 1-(F-FM) 

F = Nitrógeno fecal 
FM = Nitrógeno fecal endógeno 

UTILIZACION NETA DE PROTEINA (NPU) 

Fund•mento: Es la proporción de nitrógeno consumido que queda retenido en 

el organismo y está influenciado por la digestibilidad y el valor biológico.( 11 1 
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CAicuio& 

NPU= 

NPU= 

N retenido X 100 N ingerido 

1-(F-FM)-(U-UE) X 
100 

D X VB = N absorbido X N retenido X 1 OO = 
N Ingerido N absorbido 

Donde: 
D = Digestibilidad 
VB = Valor biológico 
1 = Nitrógeno Ingerido 
F = Nitrógeno fecal 
U = Nitrógeno urinario 
FM = Nitrógeno fecal endógeno 
UE = Nitrógeno urinario endógeno 

N retenido X 100 = NPU 
Ningerido 

INDICES CALORICOS 

ENERGIA GRUESA(GE) 

Fundamento. 

La Energía gruesa, denominada también densidad calórica, de un alimento o 

dieta, es la cantidad de energía en términos de kilocalorías que proporciona un 

gramo de alimento o dieta. ( 11 ) 

Para obtener la Energía gruesa se somete una muestra a combustión total, 

dentro de un recipiente cerrado en presencia de un exceso de de oxigeno que 

asegure la complete combustión. 
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En el caso especifico de la bomba GALLENKAMP, el aumento de temperatura 

por efecto de la combustión es detectado por un galvanómetro de alta 

sensibilidad, produciéndose una deflexión, que se traduce en una lectura, la 

cual se interpola en una curva patrón (previamente establecida de un material 

de densidad energética conociada), y asi se obtendrá el valor calórico de la 

muestra. ( 35, 311 

Material / Reactivos. 
Bomba calorimetrica GALLENKAMP, MOD. CBB-330-010L 
Balanza analitica 
Estufa de vacio 
Crisoles de acero inoxidable de 2.54 cm de 0 
Mecha de algodón de 7 cm de longitud 
Mango metalico prensador 

. Acido benzoico (Usado como estándar lermoquimico, de la Brilish Chemical 
Slandards, cuyo valor calórico es de 26, 454.3 Joules I gramo). 
Celulosa micronizada (Degussa) 

Procedimiento. 

Es importante que las muestras a emplear en ésta determinación asten 

finamente molidas y secas (el secado es conveniente, pero éste depende de las 

caracterlstlcas propias de la muestra). La cantidad de muestra estará 

determinada por el tipo de material y como referencia se debe pesar una 

cantidad de muestra que proporcione aproximadamente 4.0 Kcal. Asl se tiene 

que para materiales con alto conlenido calóric,o con 0.4 g será suficiente, 

mientras que para muestras como la urea se requerirá hasta 1.5 g como 

máximo. 

La muestra se coloca en el crisol junto con la mecha de algodón y se le toma un 

peso preliminar (PP), después se compacta con el mango prensador y se loma 
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el peso final (PF). El crisol, se coloca en la parte superior del pilar central de la 

bomba y el extremo de la mecha se coloca se introduce en el alambre de 

Ignición. 

Para el caso de muestras líquidas, primero se hace una matriz, pesando 0.500 g 

de celulosa (aproximadamente) junto con la mecha de algodón, se toma peso 

preliminar, se compacta con el mango prensador y se toma el peso final, 

posteriormente se adiciona la muestre líquida (cuidando que se absorba bien) y 

se mete a una estufa de vacío a una temperatura de 50 ± 5 oc, de 1 a 2 hrs, 

hasta que esté completamente seca. 

Montaje de la bomba. 

Revisar que el anillo sellador de la. bomba esté en perfectas condiciones y se 

encuentre en su lugar (canal circular), después con la mano izquierda se 

levanta el anillo metálico estriado tan alto como se pueda, y con la mano 

derecha se baja el cilindro de la bomba sobre el anillo asegurador, girando 

hasta que coincidan ambas roscas, girar el cilindro hasta que esté 

completamente cerrado, por último se gira en sentido contrario el anillo hasta su 

ajuste hermético. A continuación se introduce la terminal del termopar en el 

orificio superior del cilindro de la bomba 

Oxígeno. 

Se abre el tanque de oxígeno, se ajusta la válvula de reducción, y se gira de Y. 

a Y.i la perilla de oxígeno, (que se encuentra frente al panel de la caja de 

control), de manera que se obtenga una presión de 25 Atms. en 

aproximadamente 20-30 seg, en caso contrario será necesario ajustar la válvula 

de reducción. 

Una vez alcanzada la presión adecuada, se cierra la perilla respectiva (Si la 

presión llega a bajar esto puede ser indicio de una fuga en el sistema). 
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A continuación se procede a ajustar el galvanómetro a cero, con el dispositivo 

que se encuentra en la parte inferior del mismo (ajuste grueso), de ser 

necesario se ajusta con la perilla central (ajuste fino), se espera 

aproximadamente 30 seg para cerciorarse de que la temperatura se ha 

estabilizado. 

Ignición. 

Se presiona el botón de ignición, y aproximadamente tarda de 10-15 seg en 

llevarse a cabo la combustión, notándose una notable dellexión de la aguja del 

manómetro, se toma la lectura (máxima deflexión), e inmediatamente se abre la 

válvula del lado derecho de la base, para que se liberen los gases de 

combustión, se quita el termopar y el cilindro de la bomba se quita de manera 

inversa a como se realizó el cierre. 

Finalmente se cierra la válvula de liberación de gases de combustión y el 

cilindro de la bomba se enfría por inmersión en un baño de agua-hielo y se 

enjuaga con agua destilada, y se seca, para utilizarlo nuevamente. 

CAi cuios. 

Se debe contar con una curva estándar, la cual se elabora realizando la 

combustión de diferentes cantidades de ácido benzoico (valor calórico 

certificado). Es recomendable pesar cantidades de ácido en el rango de 150 a 

700 mg, además es necesario hacer una combustión exclusivamente de la 

mecha, para tomar ésta lectura como la correspondiente a cero del valor 

energético. 
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Se elabora la gráfica colocando en la abclsas el contenido energético y en las 

ordenadas Ja lectura. 

Lectl68 

Energía (Kcal) 

Es necesario realizar la de!erminación por duplicado (mlnimo), una vez ob!enida 

la lectura se convierte en términos calóricos, de acuerdo a Jos siguien!es 

factores: 

1 g de ácido benzoico = 26,254.3 Joules. 

1 g de ácido benzoico = 6,270. 7 Calarles 

1 Kcal = 4.1868 K joules. 

Para obtener los demás índices calóricos, se detennlnaron los contenidos 

energéticos del alimen!o ingerido, orina y heces en la Bomba Calorimétrica 

(Gallenkamp) y los dalos oblenidos se emplearon en las siguien!es ecuaciones. 

( 111 

Energía digerible (DEI aparente 

Donde: 
Ei = Energla ingerida 
Ef = Energía fecal 

Ei-Ef 
DE= ---X100 

Ei 
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Energía Metabollzabla(ME) aparente 

Donde: 
El = Energia ingerida 
El = Energía fecal 
Eu = Energía urinaria 

ME = Energía retenida 
Energía ingerida 

ME = Ei-Ef-Eu-HI X 100 
El 

Energla Neta (NE) aparente 

Donde: 
Ei = Energía ingerida 
El = Energía fecal 
Eu = Energía urinaria 

NE = Energía neta retenida 
Energía irc¡erida 

NE= Ei-Ef-Eu-HI 
El 

El HI (efecto dinámico especifico, producido durante la digestión da los 

nutrientes), se calcula tomando en cuenta los valores de ME de cada uno de los 

nutrientes (carbihidratos,lípidos y proteínat1). 

Los valores de ME e>eperimental de cada nutriente, se obtienen a partir del valor 

de ME de cada rata (esto se considera el 100%) y del análisis proximal de cada 

dieta se obtiene el% de cada nutriente, para obtener su COIT8Spondiante ME, 

luego se relacionan con los ME de la bibliografla, para obtener al HI de cada 

nutriente. 
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Finalmente se suman los HI individuales para obtener el HI total que se utilizará 

en la ecuación de NE. ( 11 l 

Valorea de ME• 

Nutriente Kcal/100Kcal 

Grasa 17 

CHO'S 23 

Protalna 31 

• Church,D.C. and Pond,W.G. Basic Animal Nutrition and Feeding. O & B 

Books.Oragon.1976. p 84 - 88 

ANALISIS ESTAOISTICO 

Debido a qua los resultados da las pruebas biológicas presentan una gran 

variabilidad, se realizó al análisis de varianza de una variable (ANOVA), y la 

prueba da rango mullipla (Método da Cunean), ambas con un nivel da 

significancia da 95 %. También se hicieron correlaciones entre las pruebas 

biológicas, los Indicas quimicos y los Indicas calóricos. ( 37 ) 

75 



RESULTADOS Y DISCUSION 

En al Tabla 1 se muestran los resultados del análisis próxima! (base seca), da 

las harinas destoxificadas, empleadas an el presente estudio. Se observa que 

las dos Erythrinas (colorfn y pato!), presentan un contenido de protelna mayor al 

rango de protelna para las leguminosas establecido en la bibliografía (18 - 25%) 

lo que implica que estas leguminosas tienen un gran potencial para ser 

empleadas en alimentación animal. En cuanto a los demás componentes, no se 

obsarvan diferencias significativas entre las dos muestras. Lo anterior también 

sa muestra en la fig. 1. 

Los resultados del análisis de aminoácidos se muestran en las tablas 2 

(aminoácidos dispensables) y 3 (aminoácidos indispensables). En la tabla 2 se 

obsarva que el colorin presenta mayor contenido de todos los amlnoécidos 

dispensables, que el pato!. 

En cuanto a los aminoácidos indispensables (tabla 3) se observa que al 

comparar tos resultados obtenidos, con el patrón FAO ( 1973), et colorln supere 

al patrón FAO en todos los aminoácidos indispensables y el pato! solo presenta 

valores inferiores al patrón FAO en lsoleucina y total de azufrados (Melionina y 

Cisteina). En la fig. 2 se comparen los contenidos de los tres aminoácidos más 

escasos (Lisina, TriptOfano y Melionina ) en colorln y pato! con el patrón FAO y 

se observa que solo el patol presenta deficiencia en Metionina, mientras que 

ambos superan al patrón FAO en Lisina y Triptofano. 

El contenido de aminoácidos esenciales de cada semilla se relaciona con el 

patrón FAO, pare obtener su seora qufmico, y en la tabla 4 se observa que hay 
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valores mayores a 100, como es el caso de Lisina y TriptOfano, que junto con 

Metionina son los més escasos en alimentos. 

Para ambas semillas los aminoácidos azufrados (Metionina y Cisterna), son los 

llmitan)es, pero colorín es el que presenta una mayor calificación química, lo 

cual implica que tiene una proteína de mejor calidad. 

En cuanto al Indice de Aminoécidos Esenciales (IAAE), en la tabla 5 sa puede 

corroborar que el colorín tiene una mejor calidad proteíca, ya que también 

presenta el IAAE más alto, incluso el valor es mayor al de caseína (usada para 

la elaboración de la dieta de referencia en las pruebas biológlcas).En la fig. 3, lo 

anterior se muestra de manera gréfica. 

Los resultados de inhibidores de tripsina, son los siguientes: 1 B.20 UTUmg de 

muestra para colorín y 1.42 UTUmg de muestra, para pato!, y se observa que 

estos se encuentran en cantidades significativas en el colorín, si se considera 

que a partir de 10 UTt/mg de muestra, la actividad de tóxico es de Importancia. 

Cabe aclarar qua estos resultados son los obtenidos después de haber 

sometido a las semillas a un tratamiento térmico (121ºC - 5 min para colorín 

y121ºC - 15 min para pato!), ef cual se eligió de un estudio previo en el que se 

manejaron diferentes condiciones de tiempo, temperatura y relación agua 

semilla, todo esto con la finalidad de encontrar las condiciones en las cuales se 

eliminara la mayor cantidad de dichos tóxicos. ( 31 ) 

La pruebas de alcaloides y metano! residual fueron negativas en ambas 

semillas. 
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Los resultados obtenidos en la prueba biológica de PER, se muestran en la 

tabla 6, donde se observa que la dieta elaborada con colorín presenta el valor 

más alto, lo qua Implica que el colorín tiene la mejor calidad proteica, después 

la ceseina (referencia) y finalmente la de patol. Estadísticamente se encontró 

diferencia significativa entre ceseína-patol y colorfn-patol, pero no entre 

cesefna-colorfn. 

Los resultados de NPR se muestran en la tabla 7, donde se observa que una 

vez más el colorín presenta la mejor calidad proteica. Estadísticamente no se 

encontró diferencia significativa. 

Tanto los resultados de PER como de NPR se muestran de ma,nera gréfice en la 

figura4 

Los resultados de los índices de balance de nitrógeno (NPU, Digestibilidad y 

Valor biológico) se muestran en la tabla 8 y en la fig. 5 y se observa que en 

cuanto a la digestibilidad el valor de caseína es mayor a los del patol y el 

colorín, lo cual era de esperarse, ya que se sabe que la proteína de origen 

animal trene una mayor digestibilidad que la de origen vegetal. 

Estadísticamente, se encontro diferencia significativa entre ceseína-colorin y 

ceseína-patol, pero no entre colorín-pato!. 

Respecto al valor biológico, se observa que tanto el patol como el colorín tienen 

un buen perfil de aminoácidos esenciales, lo cual coincide con los resultados 

del análisis de aminoácidos. Estadísticamente solo se encontro diferencia 

significativa entre patol-casefna. 

En cuanto a los resultados de NPU, se observa que el valor de NPU para la 

diete de caseína es mayor, lo que . indica una mayor cantidad de nitrógeno 

proveniente de esta dieta queda retenido en et organismo. Estadísticamente se 

encontró diferencia significativa entre caseína-colorín y casefna-patol. 
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Los resultados de los Indices calóricos se muestran en la tabla 9 y fig. 6, se 

observa que los valores de Energla digerible y Energla matabolizable en las 

tres dietas son mayores respecto a los de Energla neta, y esto es congruente ya 

que este último además de considerar la energla empleada en la digestibilidad, 

también considera la energla utilizada para el mantenimiento. Estadlsticamenta 

se encontró diferencia significativa entre caselna-patol y colorln-patol. 

En cuanto a las correlaciones realizadas entre las pruebas blológicas y los 

Indices qulmicos y los Indices calóricos, y solo se encontró una buena 

correlación (0.9850) entre el IAAE (Indice da aminoácidos esenciales) y el PER 

(Relación de eficiencia proteica), lo que implica que el IAAE es una prueba 

qulmica que nos da la pauta para realizar la prueba da PER. 

ESTA 
S~UR 

TEStS 
DE LA 

HI DEBE 
llBLIITECA· 
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Proteína 

Colorin 34.36 

Pato! 31.83 

Tabla 1 
ANALISIS PROXIMAL 

(base seca) 

Cenizas Grasa 

5.10 0.25 

3.76 0.59 

Humedad: colorín = 5.65% pato! = 2.58% 

Fibra 

37.60 

38.68 

CHO ·s = Carbohidratos asimilables calculados por diferencia 

CHO'S 

22.70 

25.14 
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~ 

Muestra ASP 

Colorín 662.76 

Patol 449.07 

Tabla2 
CONTENIDO DE AMINOACIDOS DISPENSABLES 

(mg a.a./ g N) 

GLU SER PRO ~ GLI TIR 

1094.75 342.26 303.78 357.54 353.50 321.22 

844.28 286.86 301.96 303.34 306.65 230.36 

Tabla3 
CONTENIDO DE AMINOACIDOS INDISPENSABLES 

(g a.a/g N) 

ARG 

433.27 

347.19 

Muestra ILE LEU LIS TRE TRY VAL TOT.AZUFª TOT.ARQMb 

Colorín 307.86 674.36 568.66 260.59 85.08 415.37 256.23 622.27 

Patol 207.19 543.42 468.43 268.58 71.13 312.46 206.76 480.59 
Patrón FAQ• 250.00 440.00 340.00 250.00 60.00 310.00 220.00 380.00 

a. Total de azufrados (Met + Cis) 
b. Total de aromáticos (Fen + Tir) 
'Patrón FAO 1973 

-<.~ 
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Muestra 

Colorín 

Patol 

S.Q.=~ 
Ae Ex 

Donde: 

ILE 

85.97 

95.52 

LEU 

>100 

>100 

Tabla4 
SCORE QUIMJCO• 

LIS TRE TRY 

>100 82.69 >100 

>100 91.89 >100 

Ax= Relación de cada aminoácido esencial en la proteína de prueba 
Ae = Relación de cada aminoácido esencial en la proteína de referencia 

VAL 

93.95 

86.66 

Ex= Relación del total de aminoácidos esenciales en la proteína de prueba 
Ee = Relación del total de aminoácidos esenciales en la proteína de referencia 

a. TOTAL AZUFRADOS= met + cis 

b. TOTAL AROMATICOS =len + tir 

TOT. TOT. 
AZUF.a AROM.b 

81.65* >100 

80.92· >100 
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Tablas. 
INDICE DE AMINOACIDOS ESENCIALES 

MUESTRA IAAE 

Caselna 95.44 

Colorln 99.04 

p,.fnl 80.94 

X 100 

Donde: 

p =proleína de prueba. 

r = protelna de ref~a(huevo entero). 

n = número de a.a. que se toman en consideración. 
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Tabla6 
RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA (PER) 

PER PERlaiusllldo 

Caseína Colorín Pato! Caseína Colorín 

Rata 1 3.21 3.41 3.68 2.51 2.67 

Rata2 3.26 3.47 2.37 2.55 2.71 

Rata3 3.16 3.56 3.16 2.49 2.80 

Rata4 3.27 3.65 2.32 2.55 2.65 

Ratas 3.39 2.94 2.39 2.65 2.30 

Ratas 2.89 3.73 2.71 2.26 2.91 

Promedio 3.20 3.46 2.66 2.50 2.71 

Desv.Std. 0.167 0.281 0.548 0.130 0.219 

Nota: Debido a que los datos para pato!, presentaron un CV>15, el promedio se 
calculo, eliminando los valores mayor y menor. 

Patol 

2.67 

1.65 

2.48 

1.81 

1.66 

2.12 

2.07 

0.428 
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Tabla 7 
RELACION NETA DE PROTEINA (NPR) 

NPR NPR laiustlldol 

Caseína Colorín Patol Caseína Colorín Patol 

Rata 1 4.01 3.38 3.78 4.32 3.68 4.07 

Rata2 4.03 4.12 3.73 4.35 4.49 4.03 

Rata3 4.17 3.80 4.01 4.49 4.14 4.32 

Rata4 3.84 3.66 3.13 4:13 3.99 3.38 

Ratas 3.79 3.55 3.42 4.08 3.87 3.68 

Ratas 3.86 3.82 3.42 4.16 4.17 3.86 

Promedio 3.86 3.82 3.58 4.16 4.17 3.86 

Desv.Std. 0.295 0.388 0.314 0.318 0.422 0.339 
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Tabla8 
INDICES DE BALANCE DE NITROGENO 

NPU DIGESTIBILIDAD VALOR BIOLOGICO 
aparente} (aparente) 

Caseina Colorín Patol Caseina Colorín Patol Caseína Colorin Patol 

Rata 1 85.92 78.95 73.01 93.98 82.16 77.28 91.42 96.10 94.48 

Rata2 87.90 83.66 76.48 94.05 84.90 81.12 93.47 98.54 94.28 

Rata3 84.99 80.44 81.82 92.71 84.63 85.19 91.68 95.05 96.04 

Rata4 86.55 78.06 77.15 94.51 84.93 81.86 91.58 91.92 94.25 

Rata5 88.00 75.69 79.66 92.86 82.89 82.34 94.77 91.31 96.74 

Rata6 87.88 67.46 81.23 93.44 72.25 83.30 94.05 93.37 97.52 

Promedio 86.87 77.38 78.22 93.59 81.96 81.85 92.83 94.38 95.55 

Dasv.Std. 1.256 5.531 3.329 0.712 4.896 2.645 1.451 2.729 1.413 
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ENERGIA DIGERIBLE 
(aparente) 

Caseína Colorln 

Rata 1 91.04 88.32 

Rata2 91.67 90.59 

Rate3 89.10 90.34 

Rata4 90.44 89.29 

Ratas 89.28 90.60 

RatS6 89.42 90.20 

Promedio 90.16 89.89 

Oesv.Std. 1.055 0.908 

Tabla9 
INDICES CALORICOS 

ENERGIA 
METABOLIZABLE 

aparente) 

Patol Caseína Colorín 

82.61 90.48 88.31 

85.84 91.21 90.58 

86.62 89.08 89.93 

86.08 90.07 88.68 

85.68 89.26 89.83 

86.81 89.23 89.74 

85.61 89.89 89.51 

1.532 0.850 0.848 

ENERGIA NETA 
(aparente) 

Patol Caseína Colorín Pato! 

82.42 69.75 67.23 63.54 

85.23 70.32 69.82 65.72 

86.49 68.68 69.34 66.68 

85.69 69.44 68.36 66.07 

85.16 68.81 69.25 65.67 

86.42 68.79 69.19 66.62 

85.24 69.30 68.67 65.54 

1.489 0.655 0.879 1.186 
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Tabla 10 
DATOS PARA CORRELACION IAAE - PER 

Caseína Colorín 1881' Colorín 1901 'Pato! 1881' Patol190l 

IAAE 95.44 86.54 99.04 76.17 80.94 

PER 2.50 2.34 2.71 209 2.07 

• Datos obtenidos en un estudio anterior. ( 311 
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CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que tanto la semilla de 

colorln como la de patol tienen un alto contenido de protelna y de acuerdo al 

análisis de aminoácidos, el colorln es el que presenta un mejor perfil de 

aminoácidos y ambos superan al patrón FAO (el patol excepto en azufrados), 

por lo que las dos semillas destoxfficadas se pueden considerar como una 

fuente adecuada para alimentaclón animal. 

En cuanto al contenido de tóxicos residuales solo se observó una cantidad 

signWicaliva de inhibidores de trlpsina en la semilla de colorln 

Con los resultados de las pruebas biológicas, también se puede corroborar que 

el colorln tiene una mejor calidad proteica, a reserva del contenido de 

inhibidores de tripsina que presentó. 

El IAAE es una prueba química que nos predice un buen resultado en la prueba 

de PER, debido a que existe una buena correlación entre ambos. 
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