UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

CAMBIOS EN LA COMPOSICION QUIMICA Y

CONTENIDO DE TOXICOS EN EL FRUTOLE

COLORIN ( Enythrina americana ) DURANTE SU
MADURACION,

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS
P R E S E N T A
GABRIELA RAMIREZ RAMIREZ

MEXICO, D. F., 1996

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN TESIS CON

FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

Presidente Prof. Angela Sotelo Lopez
Vocal Prof, Josefina Viades Trejo
Secretario Prof. Miguel Hemandez Infante
ler, Suplente Prof. Leticia Gil Vieyra
2do. Suplente Prof. Hugo Sousa Rojano

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
Laboratorio 111, Departamento de Farmacia, Division de

Estudios de Posgrado, Facultad de Quimica, UNAM

Ascsor del tema @M/g/

M.enC, An‘ézla Sotelo Lopez

Supervisor técnico ':%‘

M. en C. Bernaj L eas Florentino
! 'r
) %
C AT
W

T
Gabriela RamlrUz Ramirez

Sustentante




Agradaimionias

A la profassra Sngols Qbotels

con stncers agradocigonts por haberms
brindiads su apapo on Us realizacion ds asto
trihga, p por su amisad OBlomds won giommpl
db superacidn perional p profasinal

B profissr hiseas QBota por su amistad p
apoys brindade, para b roalizacton dol
prisents trabgs

B i honorably jursds por sus aeortada
abservacionas p ayuda

A b sfaubad ds @uitmica

At rd gron amiigo

B profassr Bernards SQucas com apoctal
gratitud por bridiame su apops incondiciomal
ot s roatizacidn dol prossms trabgos p por su

amitad p ovfimtas

Al Cmspp Nakmal ds Gl

' Camdlagis por ol apayo brinduds pars be
retiaactdn dol prosents trchags

B iadss auollss amiges db be goneractn 8 g
b dol inoboidsbls Cab. 111 - 112, con
Julones compart! momentas db iristsaa p
Jobiddad | (Gracts por su groot apops p
raliass amitad | a5 quisrs |

B ls VNAH

A tatss ustedss



A 17 s, porguo by eres tods pavs i
B s pades ~Josd p Rebecs, por ser gran parts ds mi vids, ds pai formacisn humona p profisional Bor su
padencis p porgus han astato & mf lals on cads moments, onragdndoms su amor, carile p apsye; por ser

Gempls p unt ative ds porssrerancia p ds lucks constanty

Rupdt p CMamd { gracias |

A iy auelas Bowois T, A, Arturo & p Suvse Shocoms, porqus gracus & su amor; conpatly
FECINCIE Y axporiencias compantides puts cnriguaconn como poviona p lagrar dns meta, ya qus floron flento

o ingpiraciin

A nets hormonas Ravsana, Jasd Antonis p Batricis por conpertiv commigs aapes inokidiabls en of caming
o e vids p a quidnes dobo parts ds data mets consaquide

A taxdas s thas p primos, espocilaments (~fme. Ramirsa Chlomtagut p Srmindss Ramiras
At AR A m inslidebls p gran amigo,

s of Sidier Lourent CB. por tu comtlnus apapo, nibiasiiime amtnad carthio p repete quo sents por 1



Nluastrs axitoma o tan transiiovia
como las wbes do Aok, absarrur ol macimiots
2 mcrte ds las sores, a5 como oborrar las
morimientes ds ins dmaa . Ubna rids o
como ol dutslls do wn rapo en of ol
procipivindass como un torrmts haciis ahygo

coms (s ol brolads

st OBy



INTRODUCCION, 1

OBJETIVOS: ' 4
GENERALIDADES 5
LEGUMINOSAS. ....overineerenssssnsiinssssssessssese ssessn e sesecssssensesssmsssnsssene

Descripcion del género Erythrina, en especial la especie americana. ..

FACTORES QUIMICOS A CONSIDERAR PARA LA EVALUACION DE UNA LEGUMINOSA
COMO ALIMENTO it

ANALISIS PROXIMAL
HUMEDAD. ...
CENIZAS ..o,
PROTEINA CRUDA.
GRASA CRUDA...
FIBRA CRUDA....
CARBOHIDRATOS ASIMILABLES .....ccovovovrs i snie st imiinsissseccsss s sesesssimnesssssnnes H

FACTORES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS QUE SE ENCUENTRAN PRESENTES
NATURALMENTE EN LEGUMINOQSAS 15

HEMAGLUTININAS (LECTINAS }.coovcoonveiirannnirinns ny
INHIBIDORES DE TRIPSINA
ALCALOIDES

PARTE EXPERIMENTAL 17

1. DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOS. ...coocivoe.
2. DETEMINACIONES QUIMICAS. .....oovvivnvncs
3. DETERMINACION DE FACTORES TOXICOS.

ANALISIS PROXIMAL 29

PROTEINA CRUDA ...

GRASA CRUDA. ...
FIBRA CRUDA. ......ccoooconmniiinninns
CARBOHIDRATOS ASIMILABLES
COMPONENTES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS 41
DETERMINACION DE INHIBIDORES DE TRIPSINA ...ccoo.ovviirnnnrinsciicir s 41
HEMAGLUTININAS .48
ALCALOIDES. .........ccooounnn. .53
DETERMINACION CUANTITATIVA
ALCALOIDES ENGRASA.....
DETERMINACION CUANTITA
RESULTADOS Y DISCUSION 63
CONCLUSIONES 85
SUGERENCIAS 86

BIBLIOGRAFIA 87




INTRODUCCION

Vivimos tiempos dificiles, afios de crisis; hoy nuestra mayor preocupacion cs
la subsistencia.

Tristemente, tenemos que reconocer que ¢l hambre cotidiana, o sea la bis-
queda dia a dia de la alimentacion suficiente, sigue siendo una realidad actual que
tiene su origen en la era prehistérica. )

La historia humana ha recorrido paralela al desarrollo de la obtencion de sus
alimentos. De ésta forma las primeras sociedades humanas tuvicron obligadamente
que cubrir sus necesidades primarias, tuvieron que solventar satisfactoriamente sus
requerimientos alimenticios para poder dedicarse a otras actividades .No fue sino
hasta la revolucidn ncolitica, cuando el hombre da el gran paso. La conquista que le
significa pasar del ser nomada al ser sedentario, la conquista que implica para el
hombre asegurar su alimentacién a través de la agricultura y la domesticacion
animal )

Actualmente, al aumento desmesurado de la poblacion mundial ha corres-
pondido una notoria escasez de alimnentos tradicionales, siendo los grupos de pobla-
cion de escasos recursos ccondmicos los mas afectados; ya que no ticnen acceso a
los alimentos de alto valor nutritivo.

Como una solucién para aminorar el problema de la escasez de alimentos con
alto contenido de proteina sc ha recurrido al estudio y utilizacion de fuentes no con-
vencionales de alimentos, tal es el caso de las proteinas de origen vegetal, las cuales
son de amplia distribucién en algunos paises cn vias de desarrollo. Su costo es rela-
tivamente bajo y ademas se pueden obtener materiales alimenticios con caracteristi-
cas nutricionales tales que scan utilizables como sustituyentes de la protefna

animul_<;,




Otra de las razones por las que se aprecia la necesidad de buscar nuevas al-
ternativas viables para aumentar y diversificar la produccién de alimentos y/o
fuentes de materias nutritivas naturales es el uso de granos y otros alimentos de alta
calidad para la alimentacién del ganado ( produccion de proteina animal (4

Meéxico forma parte del tercer mundo; es un pais definido por su economia
rezagada .La cantidad de granos que importa para alimentar a sus lmbitantes crece
con el correr de los afios y hace del recurso alimentario una prioridad nacional que
precisa resolver en sus multiples aspectos. Sin embargo dispone de un euworme
potencial no aprovechado de recursos naturales que no sélo le ayudarian a'recuperar
en breve plazo la autosuficiencia alimentaria sino también a estimular la produccion
de cosechas exportables y diversificar sus fuentes de alimentos (5

El fenémeno de comprar o cultivar granos tradicionales para consuno animal
llainado “Ganaderizacion de la Agricultura”, en México podria ser orientado
positivamente si se aprovechan los alimentos llamados no convencionales (plantas
forrajeras ) ya conocidos y que son altamente nutritivos para ¢l ganadoy de un costo
de produceion bajo. 56

Los paises cn vias de desarrollo afrontan graves problemas nutricionales y las
leguminosas comestibles representan un potencial inmediato para resolver estos
problemas. Actualmente y desde hace muchios ailos estas ocupan un lugar muy
importante en la alimentacién mundial, principalmente en América Latina, parte de
Africayen la India 7,

Nutricionalmente las leguniinosas de grano aportan cantidades significntivas
de encrgia a la dieta de poblaciones de bajos recursos econdmicos y lo que es més
importante aporta la proteina suplementaria a la dieta principalmente de cereales y
casi toda la proteina a una dicta a base de tubéreulos. (g)

Las semillas de leguminosas contienen generalmente de 20-44 % de proteina
(en base seca), lo que las sitia entre las fuentes mas concentradas de estos

compuestos, ya que los cereales apenas aportan de 5 a 12%.




El Colorin (Erythrina americana) es una leguminosa que se propaga
facilmente mediante semillas o estacas, se encuentra amplianente distribuida en
Meéxico y en fase de domesticacion, ademas requiere de escasos recursos agricolas
para su desarrollo.

De estudios preliminares se sabe que la semilla de esta leguminosa presenta
alto contenido de protefna y grasa ( macronutrientes de suna importancia en la
alimentacion animal ), que este género contiene a su vez alcaloides y algunos otros
toxicos que inpiden su utilizacién, y que es factible su destoxificacion mediante
procesos quimicos y fisicos lo cual resulta ser bastante laborioso y costoso. (9,

Baséndose en todo lo anterior resulté intercsante plantear el siguiente trabajo,
cuya finalidad fue conocer, si durante el proceso de maduracion del fruto de colorin
existen cambios significativos en el contenido de toxicos que nos permita saber en
que fase se podria aprovechar de forma natural y potencial , encontrandose ya sca
disininuidos o completanente ausentes, en especial, los alcaloides, en priinera
instancia para la alimentacion animal. '

Para ello se llevo a cabo un andlisis bromatoldgico de las seinillas, vainas y
flor asi como también un andlisis cuantitativo de los principales toxicos y factores

antinutricionales cn los diferentes estadios de maduracion de las mismas,




OBJETIVOS:

- Comparar la composicién de macronutrientes y toxicos en la flor y en el
fruto de la Erythrina americana ( tanto en vainas como en semillas ), en las
diferentes fases de maduracién,

- Conocer los cambios biosintéticos que ocurren durante el proceso de
maduracion del fruto del Colorin tanto en concentracién de alcaloides como en la

composicion de macronutrientes,




GENERALIDADES

Leguminosas.

Con el nombre de leguminosas se designa una de las familias mas numerosas
¢ interesantes de entre las fanerégamas (plantas con flores),dentro del reino vegetal,

Comprende cerca de 650 géneros y mas de 18 mil especies de las cuales en
México se han registrado casi 1,500 y de éstas sélo 20 se aprovechan en [a
alimentacion humana,

Las leguninosas especialiente sus semillas son en el reino vegetal las de
mayor contenido de proteinas y por esto son las més atractivas en el estudio de
nuevas fuentes de este macronutriente,

Son fécilmente adaptables de crecer bajo una amplia variedad de condiciones
climaticas. Sin embargo las especies silvestres con las mismas caracteristicas
requieren de medios agronémicos como la domesticacién de estas plantas.

Las hay que son drboles de tamailo colosal en tanto que otras forman arbustos

6 enredaderas.
‘ Hay tres caracteristicas principales que distinguen a las legwmninosas:

1) Lo més visible de tipo morfolégico, es que forman vainas de las mas
variadas formas y tamatos, dentro de las cuales se hallan una o més semillas.

El nombre de la familia de las leguminosas "Leguminosae” se deriva de la
palabra "legumbre" que es el nombre que se le da al fruto (vaina) caracteristico de
las plantas de ésta familia,

2) Tienen la capacidad de asociarse con bacterias del género Rhizobium, las
cudles “fijan" el nitrogeno atmosférico, mediante la formacién de nédulos en las

raices de la planta, convirtiéndolo en amoniaco para asi ser absorbido.




Se considera que este es el mecanisino mas importante de fijacion de
nitrégeno que existe en la naturaleza, al grado que en un aflo ciertos cultivos de
leguminosas agregan al suclo més de 500 Kg de nitrogeno por hectérea, cantidad
muy superior a la que habitualmente se logra adicionar con abonos quimicos que son
ademds escasos y costosos.

Lo anterior explica porque algunas leguminosas pueden crecer en los terrenos
mds dificiles y hostiles.

Ciertas leguminosas permiten rehabilitar suelos ya perdidos en apariencia
para la agricultura.

Es evidente la conveniencia de alternar, mejor ain de combinar ¢l cultivo de
ciertas leguminosas con el de otras plantas como los cereales para obtener cosechas
mayores de estos Ultimos.

3) Gracias 8 la caracteristica anterior, las leguminosas pueden sintetizar
aminoacidos y acumular cantidades muy elevadas de proteinas sin necesidad de
fertilizantes de nitrgeno,

La gran familia de las leguminosas se divide en tres subfamilias:

a) Caesalpinioidae, con unas 2,800 especies de drboles grandes generalmente
tropicales;

b) Mimosoideae formada por més de 3,000 especies de drboles pequefios y
arbustos del trdpico semidrido y de zonas subtropicales;

c) Papilionoidae ¢ fabdceas integrada por mas de 12,000 especies herbdceas
y trepadoras de distribucién mundial.

Casi todas las leguminosas utilizadas como alimento tanto para el liombre
como para anitales domésticos pertenecen a Is subfamilia de las papilonicea.

En la alimentacion humana, se aprovechan muy pocas especies alrededor de
20 en forma importante y menos de una docena de manera més generalizada,

Eutre las semillas maduras (secas) que se utilizan con frecuencia en amplias

regiones del planeta, se cuentan el frijol comin (en Latinoamérica ), el garbanzo (en




la India), 18 soya (en China, Japén, Filipinas), el cacahuate (en Africa), el haba, la
lenteja, el arvejon 6 alverjon (chicharo seco), en Europa.

Menos difundidos pero de amplio consumo en regiones limitadas son el
ayocote, (en México y Centroamérica), y en ciertas zonas el guaje y a veces el
mezquite y el guamuchil ademds el caupi o frijol ojo negro (en la India, Centro y
Norteamérica), ¢l frijol adzuki, el frijol de arrozal, el frijol alado (en el sureste de
Asia), el frijolillo o ibes, el guandi o gandul (en India y regién del Caribe), el haba
blanca, el lupino 6 tarhui (en la zona andina), y el frijol mungo (en Asia Oriental).

Si bicn el guaje (Leucaena lencocephala), se ingiere en ocasiones en ciertas
localidades de nuestro pafs, actualmente en algunos paises como Cuba su principal
uso ¢s como forraje de alto rendimiento mayor ain que el de la alfalfa que es
también leguminosa,

Es de subrayar que el hombre aprovecha diversas partes de las leguminosas
para su alimentacién

Aunque la modalidad que representa los mayores volimenes, y por tanto la
més notoria es el consumo de las semilles maduras (secas), de acuerdo con las
caracteristicas de cada especie también se utilizan otras partes de la planta.

Asf, por ejemplo , las vainas inmaduras (cjotes) de varias leguminosas se
ingieren con frccuencia en numerosas regioncs del planeta; en otros sitios se
aprovechan s las hojas, como la alfalfs, los tallos, las semillas germinadas, las
semillas inmaduras (verdes), los frutos, las flores, y hasta las rafces (como lo es el
caso de la jicama),

Como es conocido, las semillas maduras de las leguminosas contienen entre
18 y 44 por ciento de proteina lo que las sitda entre las fuentes més concentradas de
estos compuestos ya que los cereales apenas aportan de 5 a 12 por ciento; las cames
alrededor de 16 a 20 %, ¢! huevo 10%, y las frutas, las verduras, los tubérculos y la
leche entre 0.5 y 3.0%.




Ademds de ello, son fuentes importantes de hierro, fosforo, calcio, tiamina,
rivoflavina y aportan cantidades apreciables de niacina y energia.

La mayoria de las semillas de leguminosas aportan alrededor de 340 a 360
kilocalorias por cada 100 gramos, por lo que en este sentido s¢ parecen a los
cereales, que son fuente de energfa abundante y barata.

Con excepcion de la metionina, la mayor parte de las semillas contienen
cantidades muy cercanas 6 superiores de aminoédcidos a las que sugiere el patron
FAO /OMS,

Es preciso subrayar el aporte satisfactorio de triptofano y més que suficiente
de lisina, aminoacidos escasos en otras proteinas de consumo frecucn'te.

A pesar de que pueden presentar deficiencia en aminoécidos azufrados como
metionina y cisteina, una suplementacion con alimentos ricos en éstos, aminodcidos
(cereales), elevan su valor,

La utilidad de' las leguminosas no solo se restringe al terreno de Ia
alimentacién humana. Muchas de ellas son excelentes forrajes, fuentes de colorantes
naturales, gomas de amplio uso en la industria. Otras brindan maderas preciosas,
naderas duras para la construccion y la fabricacion de mucbles; en ocasiones
constituyen atractivos drboles y plantas de omato.

Algunas més sirven como cercas o estacas vivientes y varias otras aportan
materias primas para la industria quimica y farmacéutica (laxantes, esteroides

reactivos, insecticidas, resinas, materiales aislantes, lacas, lubricantes, etc.) (10)




Descripcion del género Erythrina, en especial la especie americana,
La Erthrina es un género constituido por 108 especies de amplia

distribucion en las regiones tropicales del mundo. Como resultado ‘de los estudios
realizados por diversos autores, este género de elegantes drboles, arbustos y unas
cuantas hierbas, es probablemente mejor conocido en muchos otros aspectos que en
cuanto 8 distribucién y abundancia,

Los estudios mas relevantes sobre 1a Eryrhring han sido la completa o parcial
caracterizacion de los alcaloides constituyentes de las semillas y en algunos casos de
algunas otras partes de la planta. (j;,

Erythring smericans. ‘

Su nombre botdnico es: Erjzlhrina americana Mill, perteneciente a la familia
de las leguminosas, ’

Se cultiva en las regiones tropicales y subtropicales de ambos hemisferios. En
Meéxico se cultiva en terrenos tropicales y medianamente fértiles, por lo que se les ve
crecer con lozania en tierras relativamente pobres, Se propaga con facilidad por
medio de semillas o estacas.

Se le conoce con los nombres comunes de colorin, chocolin en el estado de
Hidalgo; chilicote en Baja Califomia; Sonora y otros fugares del Sur.

Tiene algunas aplicaciones medicinales como: su uso contra granos, ponzofia,
hinchazones etc,, a los alcaloides se les atribuye las propicdades paralizantes de los
niervios motores similares al curare.

Las semillas se informa que son muy toxicas crudas. Se han usado como
venieno para animales pequefios en algunas reas. (2)

Sus flores son comestibles después de hervirlas y tirarles el agua, se guisan con

huevo o se comen como verduras en ensaladas y se dice que tienen sabor a came. (i3




Descripcidén:

Esta especic alcanza dc 4 a 5 metros de altura, su tallo es amarillento e
irregular y sus ramas espinosas; las hojas son trifoliadas, con hojuelas de 10 cm. de
largo, casi cordiformes o deltoides y en la mayoria de los casos tallos lampifios
(glabras), provistos de apéndices folidceos (estipulas).

Su follaje es frondoso y caduco, verde claro; en ocasiones se ven ejemplarcs
tnicamente con flores, las cuales son de color rojo vivo, y se producen en conjuntos
terminales conicos, y constan de un estambre largo, de unos 6 cm, las alas y la quilla
son pequeias ( 1 cm ), de color blanquecino,

El androceo consta de 10 estambres repartidos en dos grupos, uno de nueve y
otro aislado. El gineceo estd rodeado en su base por un nectario y consta de un
ovario alargado, comprimido, con un estilo simple que termina en un estigma
pequeito. »

El fruto es una legumbre como de 20 cm de largo y 2 cm de ancho, con
estrangulamiento que limitan los léculos donde se alojan las semillas, las cuales
crecen en un numero de 2 a 6, su color es rojo vivo, escarlata o naranja como las
flores, su testa s lisa y brillante.

La madera es bofa y muy blanda, es azafranada de corteza como de corcho y

de igual ligereza por ello que los indios la usaban como tal. (14

10



FACTORES QUIMICOS A CONSIDERAR PARA LA
EVALUACION DE UNA LEGUMINOSA COMO
ALIMENTO

ANALISIS PROXIMAL

El andlisis proximal es la estimacion porcentual de un cierto componente del
alimento, en una forma general,

Este andlisis también conocido como sistemna analitico Weende, se desamrolld
en Alemania hace mds de 100 afios y es de gran importancia en nutricion .

Al realizar este andlisis se puede saber hacia donde dirigir el estudio de este
alimento, qué utilidad podria tener, predecir et posible aprovechamiento de alguno
de los componentes del mismo, etc. | . ‘

E! andlisis proximal incluye las determinaciones de humedad, cenizas.
proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda y carbohidratos asimilables calcutados por
diferencia.

HUMEDAD

Todos los alimentos contienen una cierta cantidad de humedad, ésta se puede
definir como el material pesdido por un alimento durante el calentamiento de éste a
temperaturas no superiores a Ia de ebullicién del agua, o al ponerlo en contacto con
un agente deshidratante o por calentamiento al vacio.

De acuerdo a esto se puede concluir que la humedad comprende tanto ¢l agua
libre de! alimento como los componentes volétiles del mismo,

La humedad se determina generalmente mediante métodos qué s¢ basan en la
pérdida de peso del alimento por la aplicacion de calor.




Algunas ventajas que resultan de la informacién obtenida al determinar
humedad son:
1) Penmite expresar los resultados en una cierta base (base himeda o base
seca),
2) Permite saber la cantidad real de otros nutrientes en el alimento.
3) Tiene gran importancia econémica,
4) La cantidad de humedad se relaciona estrechamente con la estabilidad del

producto. (s, 16)

CENIZAS

Las cenizas son el residuo inorgénico que queda al incinerar la materia
orgénica de una muestra, _

La informacién que éstas proporcionan es la siguiente:

1) Grado de refinacién de algunos alimentos, como es el caso de las harinas.

2) Adulteraciones en el alimento,

3) De ellas se parte para realizar la determinacion de minerales, Esto es de
gran importancia pucs los minerales son indispensables para el organismo,
ademas de poder determinar la presencia de algunos que son téxicos como
el plomo, selenio y mercurio. (15,6

PROTEINA CRUDA

La determinacién de proteina cruda incluye no sélo el nitrégeno proveniente
de las proteinas de la muestra, sino también el nitrégeno de compuestos nitrogenados
no proteicos como son aminodcidos libres, bases nitrogenadas, amidas, aminas, etc.

Esta detenninacién se realiza generalmente mediante el método de Kjeldahl,
el cual supone que las proteinas ticnen un contenido invarigble de 16 % de
nitrogeno, De esto resulta un factor (6.25) que se utiliza para calcular la cantidad de

12



proteina en la muestra a partir de la cantidad de nitrogeno encontrado. Este factor
varfa en algunos alimentos como es ¢l caso del arroz (5.95), trigo (5.7), etc.

La importancia de las proteinas es la siguiente:

1) Nutricional: Son nutrimentos indispensables para c! organismo, pueden ser

estructurales y funcionales.

2) Contribuyen en las propiedades organolépticas del alimento.

3) Influyen en la texturay propiedades reoldgicas de los alimentos.

4) Es un indice de calidad en diferentes alimentos como las harinas. (15,16

GRASA CRUDA -

La determinacién de grasa también llamada extracto etéreo, incluye una gran
variedad de compuestos organicos, entre ellos estén los triglicéridos, Acidos grasos,
vitaminas liposolubles, provitaminas, etc.

La importancia de la funcién de éste nutricnte en los alimentos es la
siguiente:

1) Son fuentes importantes de calorfas.

2) Permiten almacenar vitaminas liposolubles,

3) Forman parte de la membrana celular.

4) Influyen en las propiedades organolépticas de los alimentos.

5) Permiten saber si ha habido adulteraciones en algunos alimentos como la

leche, (15,16)

FIBRA CRUDA

La fibra cruda es la fraccion organica de la muestra que resiste un tratamiento

alternado de dcido sulfiirico y sosa hirvientes, al 1.25%.




El compuesto més abundante de este residuo es el carbohidrato celulosa y en
menor cantidad hemicelulosas, lignina y pentosanas.

La celulosa es un homopolisacdrido de D-glucosa con uniones b(1-4),
helicoidal. ,

Las hemicelulosas son heteropolisacéridos. Estdn compuestos por polimeros
que contienen D-xiloss, L-arabinosa, D-glucosa, D-manosa unidos por enlaces
glucosldicos b(1-4) a dcido D-galacturdnico,

La ligning es un polimero tridimensional formado por Ia unién de compuestos
fendlicos, unidos por una cadena elifética de tres carbonos insoluble en agua.

La fibra beneficia las funciones intestinales, ya que forma una especie de
masa en el intestino que absorbe agua y ayuda 8 los movimientos peristélticos
mejorando la eliminacidn de las heces, (17,

Sin Ia ingestion de fibra, se pueden tener problemas graves como constipacién
o estreflimiento, etc,

CARBOHIDRATOS ASIMILABLES
Los carbohidratos asimilables estén formados por aziicares reductores,

azicares no reductores, almidon y derivados,

Se obtienen después de realizar la determinacion porcentual de los otros
componentes de la muestra, es decir se obtienen por diferencia.
Los carbohidratos asimilables, son la fuente energética méas importante para el

organismo, (15,
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FACTORES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS QUE
SE ENCUENTRAN PRESENTES NATURALMENTE
EN LEGUMINOSAS.

La toxicidad de las leguminosas crudas se debe probablemente a Ia accion
combinada de varios factores.

Sus semillas contienen un amplio rango de constituyentes los cuales tienen
efectos adversos en actividad enzimatica, digestibilidad, nutricién y salud.

Ademas ha sido reconacido desde hace mucho tiempo, que éstas poseen mecanismos
contra los depredadores como son microorganisinos, insectos, pijaros, y otros
animales.

Tales mecanismos de proteccion se encuentran presentes en forma de factores

antinutricionales o toxicos.
Dentro de este grupo de compuestds se encuentran los inhibidores de tripsina, las
lectinas o fitohemaglutininas, los glucdsidos cianogénicos, las saponinas, los
factores bociogénicos, los factores productores de latirismo, alcaloides, aminodcidos
raros, factores anticosgulantes y otros inhibidores de enzimas. g, 19

Los inhibidores de enzimas digestivas son componentes comunes de
leguminosas que pueden reducir la digestibilidad proteica, causar inhibicion del
crecimiento e hipertrofia pancreética.

Las hemaglutininas de la especie Phaseolus inhiben el crecimiento y causan Ja
muerte de animales de experimentacién cuando se les inyectan bajas
concentraciones de éste toxico. (20

Muchos de los factores antinutricionales en leguminosas pueden ser
climinados 6 inactivados en alto grado por un calentamiento apropiado durante el

proceso de preparacion de alimentos.
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Otros tratamientos que se pueden incluir son la esterilizacidn, vaporizacion,
fermentacidn, remojo y coccidn,

Durante el aislamiento y concentracidn de proteina se emplean técnicas,
como la molienda hiimeda por ser efectiva en la destoxificacion de materiales de las
semillss. (31, '

Si se quiere asegurar en los productos obtenidos todo su potencial nutritivo,
conviene que ¢l grado de temperatura y la duracién del calentamiento adoptado
durante las preparaciones industriales ¢ culinarias alcancen, pero sin rebasarlo, el
nivel necesario para climinar el efecto ¢jercido por los inhibidores o las lectinas, sin
disminuir la disponibilidsd de los aminodcidos indispensables.(z
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HEMAGLUTININAS (Lectinas )

El témino Lectinas es también conocido invariablemente por
fitohemaglutininas, fitoaglutininas, aglutininas, hemaglutininas, protectinas y mas
recientemente afinitinas. 23

Fue originalmente propuesto por Boyd y Shapleigh en 1954, para
componentes de varios extractos de scmillas que pueden selectivamente aglutinar
eritrocitos de diferentes animales o diferentes grupos de sangre humana. Como
resultado de esta y otras observaciones propusieron entonces el término “Lectinas”
(del latin legere que significa “elegir"). ()

Las hemaglutininas son proteinas o glucoproteinas que presentan la
interesante habilidad de aglutinar los glébulos rojos. Su deteccion y caracterizacién
se ha basado en este hecho. Algunas se encuentran unidas a azticares por ello se les
ha clasificado como glucoproteinas, ' ,

Son también definidas como proteinas ligantes de carbohidratos capaces de aglutinar
células ( “celulo-aglutinantes”). (15,

Entrocitos de vanas especies animales pueden ser distinguidos por sus
reacciones de aglutinacién con ciertas hemaglutininas las cudles pueden ser
clasificadas como especificas, y como no-especificas cuando aglutinan los gldbulos
rojos de todos los tipos de sangre, dando el mismo titulo, (2

La mayoria de las lectinas son especificas de galactosa, N-
acetilgalactosamina, seguidas por aquellas que lo son de la manosay glucosa.

Aproximadamente todas las hemaglutininas son glucoproteinas y
metaloproteinas que contienen Ca’* y Mn’*. (37,

Son termolébiles, solubles en agua, soluciones salinas y diluidas de dcidos
minerales. (28)

Se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas, particulannente en

leguminosas y también, en vertebrados, invertebrados y nicroorganismos.
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En las plantas las lectinas se encuentran principalmente en las semillas donde
constituyen un 10% del total de la proteina de la semilla, Estn localizadas en
elevada concentracién en los cuerpos proteicos de los cotiledones, sin embargo
también se les encuentra en hojas, corteza, raices y retoitos. _

Es sorprendente que el 95% de las lectinas reportadas desde 1948 son
derivadas de las semillas de las leguminosas.

Recientemente mas de una docena de éstas proteinas han sido aisladas de
varias especies de Erythrina y aprovechadas comercialmente,

Bhattacharyya y colaboradores, han hecho estudios comparativos que
reportan la existencia de estrecha similitud entre ellas , con respecto a sus
propiedades fisicoquimicas, y especificidad en cuanto al ligamento de carbohidratos.

El papel fisioldgico de las lectinas en las plantas aun penmanece oscuro. Hay
varias hipétesis acerca de las funciones que desempefian éstas sustancias en las
plantas, y son las siguicntes:

1. Debido a las similitudes que tienen con los anticuerpos, se sugiere que
sirven como tales, por la interaccion que presentan con virus, hongos y bacterias
para protcger a |a planta.

2, Se dice que juegan un papel fisioldgico en la fijacion, transportacion y
almacenamiento de carbohidratos. (27203031

La habilidad de extractos de semillas para aglutinar células rojas de la sangre
fue conocida desde los trabajos de Stillmark (1889), con la obtencién de una
protefna de la semilla de tirtago (Ricinus communis). (32 )

Posteriormente, Summer aislé de una variedad de frijol (Concavalina
ensiformis), la primera aglutinina (globulina) vegetal en forma pura a la que llamé
Concanavalina A la cual posee la propiedad de aglutinar eritrocitos.

Landsteiner y Raubitschek (1908), reconocieron que la intensidad de

aglutinacion por el extracto de la planta a menudo variaba con el origen de las




células probadas. También encontraron actividad hemaglutinante presente en los
extractos de lentejas, arvejas y frijoles.

En 1945, Boyd reporté que las aglutininas de frijol de lima ( Phaseolus
lunatus), aglutinaban células rojas de humano sangre tipo A, pero no aquellas de tipo
BuO. )

Jaffé y colaboradores (1955) y Jaffé (1960), propusieron que la toxicidad de
las lectinas de los frijoles podria ser atribuida a su habilidad de unirse a sitios
receptores especificos de la superficic de las células que recubren el intestino. (34)

En 1965 Tedeschi y colaboradores fueron los primeros en reportar cambios
morfolégicos de 6rganos asociados al consumo de frijoles crudos. (3s)

Mis tarde Jaffé y Vege Lette (1968), compararon cinco variedades de frijoles
(Phaseolus vulgaris) 'y encontraron que aquellas que tuvieron alta actividad
hemaglutinante fueron mas toxicas para las ratas jovenes, causando pérdida de peso
y la muerte en dos semanas, que otras variedades que estuvicron exentas de ésta
actividad.

De hecho, la inhibicidn del crecimiento y toxicidad resultantes del consumo
de leguminosas crudas, ha sido més asociado a la actividad aglutinante que a la
actividad de los inhibidores de tripsina en las semillas. (35)

En 1979 Pusztai y colaboradores, observaron por microscopfa de luz y
clectronica, fragmentadas las microvellosidades del duodeno y yeyuno de las ratas
alimentadas con dietas que contenian frijoles crudos. 37, en 1980 fucron también
reportados cambios morfoldgicos en la mucosa intestinal, debidos a la ingestion de
lectinas presentes en Phaseolus acutifolius.

Debido a que poseen diferencias en la especificidad de aziicares, son capaces
de unirse a las células epiteliales que recubren el intestino, deteriorando de esta

forma la absorcién de nutrientes a través de la pared intestinal.
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Ademds de su efecto celulo-aglutinante, otros efectos notables, incluyen la
redistribucién de los componentes de la superficie celular y la modificacion de la
actividad de enzimas membranales,

Dada su estricta especificidad por 1a estructura de los carbohidratos, las
lectinas han sido usadas para ¢l aislamiento de glicoproteinas, para el analisis de
carbohidratos complejos, para el estudio de la arquitectura y dindmica de la
membrana celular, ademas, son también de gran interés para la determinacion de
grupos sanguineos y la distincion seroldgica de varias especies de animales. (29,33, 35,

39)

INHIBIDORES DE TRIPSINA 4
Los inhibidores de proteasas son sustancias que tienen la capacidad de inhibir

la actividad proteolitica de ciertas enzimas,

Se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, particularmente
en las leguminosas, sobre todo del género Phaseolus, en la soja y en Vicia faba.
También en los cereales como el trigo, maiz, centeno, avena arroz y alforjén; e
igualmente en chicharos y patatas.

Los inhibidores se presentan en gran cantidad principalmente en las partes
comestibles de las plantas, como lo son las semillas.

El principal inhibidor enzimético y mas estudiado es el que actia sobre la
tripsina sin embargo puede coexistir con el inhibidor de la quimotripsina y algunos
otros inhibidores de proteasas.

Estos factores tdxicos son de naturaleza protefnica, las estructuras y
propiedades de estas sustancias varian enormemente, algunas de sus caracteristicas
es que resisten la actividad proteolitica de enzimas como la papaina y la pepsina,
presentan resistencia relativa hacia factores ambientales como el pH y el calor. ( 4o,

1,42)
Se cree que en las plantas desaparecen en el momento de la germinacién,
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También, que controlan las proteinasas endégenas en el metabolismo de
almacenamiento de proteinas durante la maduracion de las semillas, actiian ademés,
de defensa contra enzimas proteoliticas de parasitos,

En algunas plantas, después de un daflo mecénico desprendimiento o
ataques de insectos, se lleva a cabo una acumulacién de inhibidores de proteasas no
solo en el sitio del dafio sino también en los tejidos adyacentes.sy. Los inhibidores
més estudiados son el de Kunitz y el de Bowman- Birk. Este Gltimo difiere del
primero en varios aspectos: su peso molecular es de 8000-10,000, especialinente rico
en ¢l contenido de cisteina, ticne sicte enlaces disulfuro, desprovisto de glicina y
triptofano. Presenta dos sitios de enlace, por lo que inhibe tanto a la tripsina como a
la quimotripsina, ademas de que posee una marcada estabilidad hacia el calor, cl
dcido y el dlcali se dice que ln termoestabilidad es debida al elevado contenido de
aninodcidos azufrados y al alto nimero de enlaces disulfuro.

En cambio, el inhibidor de Kunitz tiene un peso molecular de 20,000 un
punio isoeléctrico de ( pH=3.5-4.4 ), bajo contenido de cisteina y posee dos enlaces
disulfuro. (43 44)

Los inhibidores de tripsina actian inhibiendo !a tripsina que es una enzima
proteolitica que se libera de! pancreas al intestino del hombre y de los animales.

Recientemente hubo evidencias para indicar que esta proteina en el intestino
suprime la secrecion de enzimas pancredticas por inhibicién de retroalimentacién y
que los inhibidores dec tripsina provocan un incremento en la secrecidn de enzimas
impidiendo la supresién producida por la tripsina. Por lo que se les atribuye la
hipertrofia del péncreas que rcgularmente se observa en animales alimentados con
dietas que contienen leguminosas (soja, frijol etc.) en forma cruda. (45,

Es un hecho reconocido desde principios de este siglo que las semillas de
ciertas leguminosas, al ser incorporadas de esta forma en dictas experimentales para
animales, no permite un crecimiento normal. Lupman y Lepkovsky sugirieron que la
inhibicién del crecimiento podia ser el resultado de una pérdida enddgena de
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aminodcidos esenciales de un pancreas hiperactivo, que responde, en forma
compensatoria a los efectos del inhibidor de tripsina, La pérdida de metionina en
esta fase seria particularmente aguda, ya que las proteinas de estas leguminosas son
notoriamente deficientes en estos aminodcidos, ¢ 4647)

El efecto sobre el pincreas desaparece al usar semillas en forma cocida,

La mayoria de los inhibidores de proteasas son destruidos por calentamiento
con lo cual se logra mejorar el valor nutritivo de las leguminosas.

Kakade y Evans en 1965, informaron que calentando en autoclave por §
minutos a 121°C se destruye cerca del 80% de 1a actividad de los inhibidores de
tripsina y el crecimiento en funcién de ratas alimentadas con soja sometida a este
tratamiento con calor fue considerablemente mejorado. Sin embargo, largos periodos
de calentamiento disminuyen su valor nutritivo, (45, |

ALCALOIDES

La palabra “alcaloide” es derivada del término “alcali vegetal” usado
originalmente para describir un grupo de bases de origen boténico.

En los dltimos 150 aflos més de 2,000 alcaloides han sido aislados.

Los alcaloides usualmente constituyen un grupo de compuestos arométicos de
compleja estructura molecular, que poseen un &tomo de nitrégeno involucrado en un
sistema heterociclico, este nitrégeno frecuentemente actia como una base (acepta
iones hidrégeno), por lo cual son de carécter basico como su nombre lo indica.

Resultan de gran interés debido a que presentan uns significativa actividad
farmacolégica, fisiol dgica y psicoldgica en humanos y animales. Son generalmente
derivados directos de aminocidos. Se encuentran distribuidos en diversas familias
de plantas en forma de sales de -dcidos orgdnicos, algunos otros se encuentran
combinados con azicares (ramnosa, galactosa y glucosa ) y otros, estdn en forma de

ésteres de 4cidos.
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Los alcaloides son encontrados en varias partes de la planta como lo son las
semillas, raices, hojas, frutos y corteza, :

Generalmente, se ha atribuido que las causas mas importantes del contenido
de alcaloides y de los cambios en el desarrollo de las plantas son debidas a los
factores ambientales. (495051

Acerca de la explicacitn que se ha dado a la funcién que desempefian estos
compuestos dentro de la planta, se han hecho muchas sugerencias, algunas con bases
experimentales pero ninguna parece haber sido probada. Ademés del efecto
biolégico de proteccién contra depredadores, lo cual es a menudo descartado, han
sido propuestas las siguientes funciones:

1) Los alcaloides son productos nitrogenados de excrecion en plantas, como
lo son en forma andloga el 4cido tirico y la urea en los animales.

2) Son una reserva de nitrégeno, bajo la evidencia de que son utilizados en
condicionesde deficiencia de éste.

3) Actilan como reguladores del crecimiento, posiblemente como inhibidores
de la germinaci6n, en virtud de su poder quelante,

4) Ayudan a mantener ¢l balance idnico. (53

Las especies de Erythrina son importantes por su rico contenido alcaloidal y
por sus propiedades médicas.

Es sabido desde hace tiempo por Dominguez y Altamirano (Gaceta médica
1888), que el extracto de un triturado de las semillas de Erythrina americana,
produce una fuerte accién parecida al curare, por ¢jemplo una pardlisis selectiva de
las terminales de los nervios motores del misculo estriado. Aunque el uso de este
extracto fue sugerido en lugar del curare, ¢l cual ha sido utilizado terapéuticamente
cn contra del tétanos y otros padecimientos convulsivos, hasta donde se sabe
ninguna especie de Erythrina ha sido usada en la sustitucion del curare. sz ) Dicha
accién fue confirmada en trabajos posteriores realizados por Ramirez, Rivero y
Lehman,




En 1937, Folkers y Major describieron el aislamiento del principal
componente bioldgicamente activo, de los extractos de la semilla de Erythrina
americana, que fue la B-eritroidina,( 53 ) El nombre de eritroidina fue dado a este
compuesto desde que Altamirano lo uso, refiriéndose al constituyente activo de la
planta. Ademas anélisis realizados de este compuesto mostraron que se encuentra
constituido por una mezcla de dos isdmeros, los cuales fueron nombrados a y B-
eritroidina, y encontrados en mayor abundancia ( més del 90%), acompafiados de
pequefias cantidades de erisodina, erisovina y erisopina en Erythrina americana, sin
embargo la erisodina y erisovina son los alcaloides més abundantes y se encuentran
en todas las especies examinadas de Erythrina.s3, s, s5)

cHy"" CHy

a- Eritroidina p- Eritroidina (s0)

Folkers y colaboradores determinaron igualmente, la DLy, del Clorhidrato de
eritroidina en ratones blancos, que fue de 120 mg/Kg al ser suministrado oralmente y
15 mg / Kg por via subcutinea, La accion parecida al curare fue probada en ranas, se
encontrd que 0,1 a 0.5 mg por rana causé completa paralisis motora cuando se
inyectd en el saco linfético,

La eritroidina en contraste con el curare también es efectiva cuando se
administra oralmente. (s,

Un estudio farmacolégico més detallado de la p-eritroidina y sus derivados
fue hecho por Unna, Kniazuk y Gresling en 1944, donde la dihidro-B-critroidina
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resultd ser la droga més potente, con una DLy en gatos de 2-3 mg/Kg .suministrado
subcutinca y oralmente. Los animales murieron de asfixia, la administracion de
estos alcaloides abaten la presion sanguinea y ciertas dosis causan paralisis.

El uso mas frecuente de la P-eritroidina fuc en el tratamiento de la
esquizofrenia, controlando ataques y convulsiones, y de otras enfermedades
mentales. En los aflos 1940 y 1950 fue también usada en el tratamiento de
electrochoques.

Sin embargo, la investigacion de su modo de accién y su uso, fue interrumpida en
ese tiempo por desconocer su estructura y por la induccién de hipotensién y
bradicardia ( disminucion de Ia frecuencia cardiaca), en algunos pacientes.

La estructura de la B-eritroidina fue clucidada hasta 1953 por Bockelheide, e
inmediatamente después fie reemplazada por drogas sintéticas mis cfectivas,

La principal accion biolégica de los alcaloides de Erythrina es la pardlisis
muscular, ya que su modo de accion consiste en un bloqueamiento mio-neural de los
impulsos nerviosos al misculo, La letalidad de cada uno depende de su estructura,
via de administracion y especie animal.( ss, sg)

En algunas regiones de México las flores de colorin (Erythrina americana)
son usadas para cocinar, se piensa que poseen propiedades hipndticas, por lo que se
traté de aislar el principio activo. Los dos alcaloides que se identificaron fueron la
a-critroidina y B-eritroidina en cantidades bajas ( 0.034 y 0.11 % respectivamente )
comparadas con un 2 % de anbas eritroidinas presentes cn las semillas. Se sugiere
que dicha actividad hipndtica es atribuida a estos compuestos que probablemente
ejercen un efecto de relajacion muscular.isy)

En 1976 ( Ito y colaboradores ), aislaron dos alcaloides la, cistanidamida de
E. crista-galli y la erisoforina e hipaforina de E. arborescens. (sz)

En la Gltima década los alcaloides de Erythrina han sido amplimnente

estudiados principalmente por la actividad paralizante de sus semillas, sin embargo,




una gran cantidad de ellos han sido aislados de las flores de diferentes especies, para
propésitos médicos,

Diversas partes de la planta de E. variegata lw.nb sido usadas en la medicina
tradicionel, como sedativo, antiasmético y antiepiléptico. Recientemente se reportd
el aislamiento y caracterizacidn de dos alcaloides bioldgicamente activos, uno
tentativamente llamado Eritritol, y el otro con propiedades antiepilépticas llamado
Isococcoline. (9,609 '

La E. senegalensis es igualmente una especic que posee propiedades
medicinales cuyos extractos del tronco y 1a corteza son usados por muchas tribus en
Africa, estudios recientes reportaron el aislamiento y elucidacion estructural de dos
nuevos isoflavonoides que poseen propiedades antiritmicas. (¢) )

También se ha reportado que los alcaloides extrafdos de las hojas de
Erythrina orientalis poseen un poder anti-inflamatorio. 2

En trabajos posteriores, se detectaron trazas de erisovina, erisodinay de ot y
P-eritroidinas en hojas de Erythrina berteroana y Erythrina poeppigiana e
igualmente en muestras de leche de cabra, alinentadas por estas mismas. Dichas
especies se encuentran ampliamente distribuidas en Centro y Sudamérica, 1)




PARTE EXPERIMENTAL
En la realizacion del presente estudio se emplearon Jas harinas de Ja flor, las
semillas y vainas de Colorin ( Erythrina americana ) en sus diferentes fases de

maduracidn , ( Ver figura 1)

El material se recolecté en la zona norte metropolitana de la ciudad de
México.

1. Determinacion de parametros Fisicos.
1.1 Peso Hectolitrico,

1.2 Peso promedio vaina.

1.3 Peso promedio semilla.

1.4 Namero promedio de semillas por vaina.
1.5 Longitud promedio de las vainas.

Obtencién de Harinas,

En cada caso el material se secé a 50°C, en una estufa con cormriente de
aire modelo Imperial [l Lab-Line; se moli6 en un moline Thomas-Wiley
de aspas giratorias, y sc tamizd en una malla de 1mm de didmetro.
Posteriormente a las harinas obtenidas, preparadas convenientemente se les

efectuaron los anélisis quimicos y toxicoldgicos.

2. Deteminaciones quimicas.
3.1 Andlisis bromatolégico. (a1

3. Determinacion de Factores Toxicos.
4.1 Detenninacion de Inhibidores de tripsina. (es)
4,2 Detenninacion de Hemaglutininas. (s, 67)
4.3 Determinacion cuantitativa de alcaloides. (es)
4.4 Determinacion cuantitativa de alcaloides en grasa. (¢5)
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En la figura 1 se muestra ¢l acondicionamiento practicado a las materias
primas.

FIGURA 1.
ACONDICIONAMIENTO DE LAS MATERIAS PRIMAS.

RECOLECCION
FRUTO INTEORO —
5 o0 do pard
fsicos:
+Peso hectolitrico
+Peso promedio vaina
SEPARACION DE +Peso promedio semilla
VAINA Y SEMILLA +No. promedio de semillas por vaina
«Longitud promedio vaina
VAINA SEMILLA VAINA y SEMILLA
" FASElyll FASElyll FASE my FL.OR
l DETERMINACION DE
SECADO HUMEDAD ORIQINAL

30°C t 2°C, 48 hid

MOLIENDA Y TAMIZADO
(1 mm de didmetro)

HARINA DE LA FLOR Y DE LAS TRES -
FASES DE SEMILLA Y VAINA

— 1
[__anALisisProXiMAL ] [ DETERMINACION DETOXICOS ]

‘Humedad +Inhibidores de tripsina
Cenizas -Hemaglutininas
+Protelna cruda -Alcaloides

Grasa cruds

-Fibrs cruds

Labohidratos
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ANALISIS PROXIMAL

A las materias primas crudas, se les realizd el anélisis proximal en base a los
métodos del AOAC el cual consta de las siguientes determinaciones:

1) Humedad

2) Cenizas

3) Proteina cruda

4) Grasa cruda

5) Fibra cruda

6) Carbohidratos (por diferencia).

HUMEDAD
Fundamento:

Esta determinacion se basa en la pérdida de humedad de una muestra cuando
aésta se aplica calor,

Si esta determinacion se realiza a presion reducida, el punto de ebullicion del
agua se abate y es menor el dafio que sufre 1a muestra por efecto de la temperatura .

Materll:
* Estufa de vacio LAB-LINE mod. 3620

* Charolas de aluminijo.
* Desecador
* Balanza analitica
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Procedimiento:

Se pone a peso constante 1a charola de aluminio introduciéndola en la estufa
de vacio aproximadamente de 1 a 2 horas a 60-65°C.Una vez que esté la charola a
peso constante se pesan en la misma de 2 a 5 g. de muestra molida y homogénea.Se
mete la charola a la estufa de vacio a una temperatura entre 60-65° durante 4 horas
aproximadamente. Se saca la charola, se coloca en el desecador y se deja enfriar
hasta llegar a la temperatura ambiente, posteriormente se pesa. Se repite el mismo
procedimiento hasta que dos pesadas sucesivas no registren una diferencia de mas de
0.001g.

Cilculos:

% Humedad = -m-;—nm-x 100

Donde:

Pi = Peso de 1a charola més muestra humeda (g)
Pf= Peso de la charola mas muestra seca (g)

m = Peso de la muestra (g)

CENIZAS

Fundamento:
Las cenizas forman el residuo inorgénico que queda después de una
incineracion de la materia orgénica del alimento, por lo cual s¢ puede cuantificar

mediante una diferencia de pesos después de haber realizado la incineracion.




Material:
* Mufla THERMOLYNE, MOD:1500
* Balanza analitica
* Desecador
* Crisoles de porcelana
* Mechero Bunsen
* Tripié

* Triangulos de porcelana

Procedimlento:

Pesar aproximadamente de 2 a 3 g de muestra en los crisoles puestos
previamente a peso constante, Estos se colocan en un tripié con un triingulo de
porcelana dentro de una campana y se calientan poco a poco con el mechero hasta
lograr la carbonizacién completa de la muestra; posteriormente se llevan a la mufla
la cual debe encontrarse a una temperatura de entre 500-550°C durante el tiempo
necesario para obtener cenizas blancas o grises homogéneas. S¢ dejan enfriar un
poco los crisoles, se meten a un desecador, sc dejan enfriar hasta llegar a la
temperatura ambiente y se pesan.

Célculos:

% Cenizas = -Ef-'n—,m—x 100

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

m= peso de la muestra en gramos
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PROTEINA CRUDA

Fundamento:

El método Kjeldah! el cual es el mas usado en la determinacién de proteina,
se basa en la oxidacién de la materia orgdnica mediante una mezcla digestiva,
formandose una sal fija de sulfato dcido de amonio, (NH,HSO4)

Posteriormente se realiza una destilacién en donde se libera amoniaco de esta
sal, mediante la adicién de hidréxido de sodio al 60%, el cual se fija en 4cido bérico
forméndose borato de amonio, el cual es titulado con una solucién valorada de acido
clorhidrico, (HCI)

De esta forma se obtiene la cantidad de nitrdgeno en la muestra, el cual se

multiplica por un factor que nos da el porciento de proteina en la misma,

Material y reactivos:

* Digestor TECATOR; mod. ab-20/40,

* Dispositivo de microdestilacién LABCONCO,
* Tubos de digestion TECATOR de 75 ml.

¢ Balanza analitica,

* Mezcla digestiva (a)

* Perdxido de hidrégeno al 30%.

* Sulfato de potasio. R.A.

* Solucién de Hidréxido de sodio al 60%.

* Solucién de dcido bérico con indicadores. (b)
* Solucién de dcido clorhidrico 0.0 N valorads.
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Forma de preparar;

a) Mezcla digestiva: Disolver 3 g de sulfato de cobre { CuSOy SH,0) en 20
m! de agua destilada, agregar 50 ml de 4cido ortofosférico (H;PQO;) y una
vez que csté bien disuelta la sal, adicionar con cuidado y resbalando por las
paredes 430 ml de dcido sulfirico concentrado (H,S0,). Se deja agitando
la muestra durante 30 minutos aproximadamente,

b) Solucién de dcido bérico con indicadores : Se pesan 5 g de dcido bérico y
se colocan en un matraz aforado de 1 litro, se adiciona agua destilada hasta
disolverlo y se agregan 35 ml del indicador A (100 mg de fenolftalefna
aforados a 100 m! con alcolol etilico) y 10 ml del indicador B (33mg de
verde de bromocresol mds 66mg de rojo de metilo aforados a 100 nl con
alcohol etilico). Se ajusta et color a un tono café rojizo con acido o alcali

segin se requiera y se afora a 1 litro con agua destilada.

Procedimiento:

Pesar de 20 a 80 mg de 1a muestra (esto depender4 de la cantidad de proteina
de la misma ) y colocarlos en el tubo de digestion, agregar 0.5 g aproximadamente
de sulfato de potasio y 3ml de mezcla digestiva, poner en el digestor durante 15
minutos a 370°C méximo; después de este tiempo se saca del digestor, se enfria y se
agregan 1.5 ml de perdxido de hidrdgeno al 30%. Posteriormente se vuelve a colocar
en el digestor que se encuentra a 370°C y se deja ahf hasta que en el tubo no se vean
puntos negros y ademds la mezcla de digestion sea transparente.

Una vez realizada la digestion se deja enfriar el tubo y se procede a efectuar
la destilacidn en el microdestilador, el cual se debe calentar previamente para que
inicie el proceso de destilacion.

La muestra se vacia en la copa de adicién del microdestilador, se enjuaga el

tubo de digestion 2 veces con la minima cantidad posible de agua destilada y este
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contenido se agrega también a la unidad de destilacién, Posteriormente se aftaden
lentamente y con cuidado 15 ml de hidréxido de sodio al 60% a la copa enjuagando
la misma con agua destitada,

El destilado se recibe en un vaso de precipitado que contenga S0 ml de Acido
bérico y la destilacin se continia hasta completar un volimen de 100-125 ml, Una
vez terminada la destilacién se titula el destilado con &cido clorhidrico 0.01 N, desde

un vire de color esmeralda hasta un rosa claro.

NOTA: Conviene realizar un blanco sustituyendo la muestra por el equivalente en
peso de glucosa o sacarosa y tratindola de la misma forma,

Cilculos: ,
%N___(P-B)XN;meqx 100
% Proteina = % Nitrégeno x F
Donde:

P=ml de HC! 0.01 N usados para titular la muestra
B=m! de HC! 0.01 N usados para titular el blanco
N= Nommalidad de la solucién de HCI

meq= miliequivalentes de nitrogeno (0.014)

F= Factor de conversién (6.25)




GRASA CRUDA.

Fundamento:

Esta determinacion se basa en 1a solubilidad de las grasas en éter etilico; éste
se calienta y sc volatiliza, pero al hacer contacto con una superficie fria s¢c condensa
pasando por la muestra y arrastrando las sustancias solubles. Esta operacion se repite
en forma continda hasta que no queden residuos de lipidos extrafbles. Finalmente el
éter se evapora, quedando en el vaso el residuo conocido como grasa
cruda.(citatina).

Material y Reactivos:

* Aparato de extraccion Goldfish. LABCONCO:
* Vasos con borde esmerilado de 100 ml.

* Cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm.

* Balanza analitica.

* Desecador

¢ Estufa de vacio LAB-LINE mod.3620.

* Portadedal

* Eter de petréleo.

Procedimiento:

Se colocan dentro del cartucho de celulosa de 2 a 5 g de muestra molida (es
conveniente que la muestra haya sido previamente secada), y se tapa con un pedazo
de algodén. Se coloca el cartucho en el portadedal y este a su vez en el seguro
metalico del aparato. Posteriormente se colocan aproximadamente 50 ml del éter de
petréleo sobre el vaso con borde esmerilado pucsto previamente a peso constante, y
éstc con la ayuda de un anillo metdlico con rosca se coloca en ¢l aparato de

extraccion, cuidando que quede bien colocado para cvitar fugas det disolvente.
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Se sube la parrilla hasta que esté en contacto con el vaso, sc abre la llave del
agua para su circulacion en el refrigerante y se procede a un calentamiento
moderado que permita la extraccion ( el tiempo puede ir de 4 a 8 horas dependiendo
de la cantidad, de grasa en la muestra).

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, se bajan las parrillas de
calentamiento, s¢ quita el portadedal con el cartucho y se sustituye por el recipiente
de recuperacién, se calienta el vaso nuevamente para eliminar el &ter del mismo. Una
vez que ¢l vaso esté libre de disolvente, se coloca en la estufa de vacio a 60-65°C
durante 2 horas, se coloca en el desecador, se enfria a temperatura ambiente, se pesa
y se repite 1a operacion hasta que el vaso esté a peso constante, es decir hasta que en

dos pesadas sucesivas del vaso no haya una diferencia mayor a 0.001g

Célculos:

% Grasa = Bf=Bi- x 100
m

Donde:

Pf= peso del vaso con el extracto etéreo en gramos

Pi= peso del vase a peso constante en gramos

m= peso de la muestra en gramos

NOTA 1: Se utilizd éter de petréleo como disolvente de la fraccidn lipidica porque

es més barato que el éter etilico, no absorbe humedad durante la extraccién
y con ¢l se evitan problemas de explosiones pues no forma peréxidos como
el éter etilico,

NOTA 2: Debido a que el punto de cbullicién del éter de petroleo es bajo (40-45

(), se recomienda enfiiar los refrigerantes con agua-hielo.




FIBRA CRUDA.

Fundamento:

La fibra cruda es el residuo insoluble y combustible que resiste un tratamiento

sucesivo con dcidos y dlcalis en caliente, y el cual se somete a una incineracién del
material insoluble para que por por diferencia de pesos se obtenga el contenido de
carbohidratos no degradables es decir la fibra cruda, la cual esta compuesta
principalmente por el polisacdrido celulosa y en menores cantidades por
hemicelulosa y lignina.
Por definicién de acuerdo al Método Weende, la fibra es la pérdida por ignicion del
residuo seco permanente después de la digestion de la muestra con dcido sulfirico al
1.25 % y NaOH al 1.25 % bajo condiciones bien especificas, de una muestra
previamente desengrasada.

Materlal y Reactlvos:

* Vasos de Berzelius de 600 ml,

¢ Aparato de digestion LABCONCO.
¢ Mufla THERMOLYNE, mod.1500.
* Estufa de vacio LAB-LINE, mod.3620.
* Crisoles de porcelana.

* Filtro de lino.

* Desecador.

* Balanza analitica

* Solucién de H;SO, al 1.25 % (m/v),
* Solucién de NaOH al 1.25 % (mv).
* Antiespumante.

¢ Alcohol etilico.

* Asbesto calcinado,
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Procedimiento;

Pesar de 2 a 5 g de muestra desengrasada y colocarla en el vaso Berzelius,

agregar 0.5 g de asbesto calcinado y unas perlas de vidrio.

. Adicionar 200 ml de H9S04 al 1.25% que esté hirviendo y unas gotas de

antiespumante; inmediatamente colocar el vaso en el digestor, el cual debe
estar previamente caliente, subir la pamilla y digerir durante 30 min

exactos,

. Retirar el vaso del digestor y filtrar sobre el filtro de lino con ayuda de

vacio, lavar el residuo con agua destilada caliente hasta climinar el icido

(aproximadamente con 500 ml),

4, Transferir el residuo lavado y las perlas de vidrio ai vaso Berzelius, agregar

200 m! de NaOH al 1.25% que esté hirviendo y unas gotas de
antiespumante; colocar el vaso en el digestor, subir la pamilla y digerir

durante 30 min exactos.

. Retirar el vaso del digestor y filtrar sobre el mismo filtro de lino con ayuda

de vacio, lavar el residuo con agua destilada caliente hasta eliminar el

dlcali (aproximadamente 500 ml).

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

7. El residuo se pasa a un crisol de porcelana previamente puesto a peso

constante y se coloca en la estufa de vacio (60-65 OC) para secarlo, dejar
enfriar en el desecador y pesar. (Secar hasta peso constante)

. Carbonizar el residuo con ayuda de un mechero y luego pasarlo a la mufla

para incincrarlo, dejar enfriar en el desecador y pesar. Realizar ésta Gltima
operacion hasta que cl crisol esté a peso constante, es decir hasta que entre

dos pesadas del mismo no haya una diferencia mayor a 0,001 gramos.
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Cilcujos:

% Fibra cruda = 25};12“- x 100

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

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

Calculados paor diferencia.

Se refiere a los carbohidratos digeribles y asimilables por el hombre como
son los aziicares y los almidones, también se conocen como extracto libre de
nitrégeno.

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

% Carbohidratos= 100 - (% humedad + % cenizas + % proteina + % grasa +

% fibra cruda)




COMPONENTES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS
DETERMINACION DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

Fundamento:

La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso directo o diluido
de una muestra con una solucidn estandar de Tripsina (40 mg/10 nl) posterionmente
se determina la actividad proteolitica remanente usando un sustrato sintético
(Benzoil-arginina-p-nitroanilida [BAPNA]), el cual producird coloracion que es
inversamente proporcional al contenido de inhibidores de Tripsina y que se lee en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm,

La reaccion que se llcva a cabo es la siguiente:

HaN, NH HaN, NH

E NH;
(CH2)a (CHa)s

TRIPSINA
NH H-g—-NH —-——-———»pH 82/375C NH H—g—OH +
=0 =0
NO;
p-nitroanilina
NO, (pigmento amarillo

Benzoll-arginina-p-nitroanilida Benzol-arginina

(BAPNA)

Material y Reactivos:

* Potenciometro CORNING Mod. 10

* Parrilla con agitacion magnética THERMOLYNE Mod. sp-13025
* Bailo maria GRANT Mod. SE10

* Espectrofotdmetro SEQUOIA TURNER Mod.340

* Mezclador de tubos LAB-LINE Mod. Super-mixer
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* NaOH 0.0IN

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

* Acido acético al 30%

* Solucidn estandar de tripsina (c)

* HC10.00IN

Preparacién;

a. Solucién amortiguadora Tris (hidroximetil-amino-ietano): pesar 6.05 g de
tris y 2.94 g CaClp 2H70, disolverlos en 900 ml de agua destilada. Ajustar
el pH a 8.2 y aforar a 1 litro,

b. Solucién de benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA): disolver 100 mg de
BAPNA en 2.5 ml de dimetil-sulféxido, la disolucion es mas rapida si se
calienta en bafto de agua a 37 9C, se afora a 250 ml con amortiguador Tris
previamente calentado a 37 9C. Esta solucién se prepara el mismo dia de

su uso y se mantiene a 37 °C,

¢. Solucién estandar de Tripsina: pesar con mucha exactitud 4 mg de tripsina
bovina (SIGMA T-8253) y se disuelven en 200 mi de HCI 0.00IN. Esta
solucién contiene 20 pg de tripsina/ml y debe ser almacenada en
refrigeracion donde puede durar de 2 a 3 semanas sin pérdida apreciable de
actividad.

Procedimiento:
PREPARACION DEL EXTRACTO:
I. Pesar 1 gramo de muestra (finamente molida y desengrasada cuando el

contenido de grasa sea superior al 5%) en un vaso de precipitado; adicionar
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45 m| de NaOH 0.01N, ajustar ¢} pH de 1a suspensién a 9.6+0.2 y aforar a
50 ml con NaOH 0.0IN,

. Transferir a un vaso de precipitados y agitar mecanicamente en la parrilla

de agitacion por espacio de 2 horas y media a 300 r.p.m. Después de dicho

tiempo retirar ¢l magneto y dejar reposar el extracto durante media hora.

. Decantar ¢! sobrenadante y eliminar el residuo insoluble. El sobrenadante

debe ser diluido de tal manera que | ml del extracto produzca una

inhibicidn entre 40 y 60%, esto ayuda a reducir la desviacién estandar.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD:

1.

Preparar 10 tubos de ensayo como se muestra en el cuadro 1, Agregar la
cantidad especificada del extracto diluido o directo por duplicado y ajustar
¢l volumen final de cada tubo a 2.0 ml con agua destilada.

. Adicionar a todos los tubos 2 ml de tripsina a 37 °C agitando cada tubo

con el vortex. A los blancos se les adiciona ademas | ml de dcido acético

para detener la reaccion.

3. Colocar todos los tubos en ¢l bafio de agua a 37 ©C y dejar incubar durante

10 min para que entren en contacto inhibidor y enzima.

. Adicionar a cada tubo 5 ml de solucién de BAPNA a 37 °C y volver a

colocar los tubos en ¢l bafio de agua para incubarlos durante 10 min, Debe
controlarse estrictamente el tiempo sobre todo después de adicionar el

BAPNA para lo cual puede emplearse un crondmetro.

S. Detener la reaccion enzimatica afiadiendo 1 ml de acido acético a cada tubo

a excepeion de los blancos a los cuales ya s les habia adicionado.

. Es frecuente la formacion de precipitado o el enturbiamiento de 1a mezcla

de reaccion por o que se deja reposar durante 15 min y después se filtra
primero el sobrenadante y posterionmente la porcion residual a través de
papel Whatman # 1, E! filtrado debera estar translicido.
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A continuacién se muestra el cuadro 1 que permite observar en forma
esquematica la serie de tubos para la determinacion de actividad inhibitoria.

“



CUADRO 1

Tub | mi Ext. | ml HyjO ] ml Std, Tripsina | Tiempo | mI BAPNA | Tiempo | dcido acético
[ (min) 3710C (min) ] 30% (Aac)
Bl |18 0.2 2.0+1.0 ml Aac* 50 0.0
1 118 0.2 20 5.0 1.0 -
B2 {14 0.6 2.0+1.0 m! Aac* 5.0 0.0
2 114 0.6 20 50 1.0
B3 |10 1.0 2.0+1.0 ml Aac* 5.0 0.0
3 10 1.0 20 5 5.0 10 1.0
B4 10.6 14 2.0+1.0 ml Aac* 5.0 0.0
4 106 14 20 5.0 1.0
BR ] 0.0 20 2.0+1,0 ml Aac* 5.0 0.0
R 0.0 2,0 20 5.0 1.0

* A los blancos les adiciona enseguida 1 ml de dcido acético 30%.

7. La lectura de cada tubo se realiza en el espectrofotémetro a 410 nm en el
espectro visible. Previamente se debe ir ajustando a 100% de transmitancia
con el respectivo blanco de cada dilucién. Es importante remarcar que el
tubo que contiene 0.0 ml de extracio (40 mg tripsina/10 mi) es nuestra
referencia y sobre este tubo se basaran los cdlculos.

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 espectrofoldmetro, de este modo mediante el blanco se hace una

correccion,
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Célculos:

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

UT.=Ax 100

Ya que se tiene una serie de alicuotas, se tendran a su vez una serie de valores
de U.T., es conveniente determinar cl % de inhibicion para lo cual se toma como
referencia cl tubo 3 que es el que contiene 1 ml de extracto. Si el % de inhibicion no
cae dentro del rango de 40 al 60% de inhibicién es necesario hacer un ajuste del
extracto para que cumpla este requisito,

% Inhibicion =R - A3 X 100
Donde:
R =U.T. de la referencia
A3=UT. del tubo 3

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

Cuando se grafica 1a actividad enzimética inhibitoria (U.T.1/ml) vs. ml de
extracto de prueba, se observa una correlacion lincal negativa de donde se puede

obtener el valor extrapolado que corresponde al valor cero de la solucion inhibitoria.




Gréfica U.T.I/ ml vs. ml de extracto

N B (Valor extrapolado)

Tripsina
Inhibida
(UTl/ml)

Voluman extracto (mi)
Este valor extrapolado, es el valor més cercano a la actividad inhibitoria real
o verdadera (si se refiere uno al inhibidor de soya del tipo Kunitz),
Si 1a correlacion lineal no es satisfactoria (r < 0.9), se puede trabajar con un
valor promedio de la seri¢ de alicuotas y reportar también en U.T.1/ml.

U.T.1/ml = UTI / ml de extracto

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

50
1000

U.T.I/mg muestra=B xF X

Donde:

B = valor extrapolado o promedio en U.T.1./ ml

F = Factor de dilucion, el cual depende de la(s) dilucion(es)
realizada(s). Cuando se tiene el extracto directo F=1.
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HEMAGLUTININAS
DETERMINACION SEMICUANTITATIVA
Fundamento:

La determinacion se basa en el poder aglutinante que tiencn ciertos
componentes de naturaleza protéica hacia los critrocitos. Se cmplea la técnica de
microtitulacién basada en una serie de diluciones donde el punto final de
aglutinacion se determina mediante una estimacion visual, para cllo se requiere que
los critrocitos sean sensibilizados inediante una proteasa. En el presente estudio se
llevé a cabo la detenninacion semicuantitativa de hemaglutininas con eritrocitos de

hamster y con eritrocitos de concjo.

Material y Reactivos:

* Agitador magnético con tachinetro THERMOLYNE

* Centrifuga DYNAC

* Tubos de centrifuga de 15 il graduados PYREX

* Incubadora BLUE-M '

* Espectrofotometro COLEMAN Mod Junior [IA

* Adaptador para celdas de 10 x 75 mm con abertura de | cm2

* Filtro de vidrio de poro grueso

* Microdilutor de 50 ml MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia
USA)

* Pipeteador de gota de 50 ml DYNATECH

* Placas para aglutinacion tipo V

* Pipeta automatica de 12 canales LABSYSTEMS

* Sangre de hanster sensibilizada

* Sangre de vaca sensibilizada

* Solucidn salina al 1%
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* Solucién salina al 0.9%

* Solucién anticoagulante (a)

¥ Solucién de proteasa al 0.1% en solucion salina (b)
* Tripsina de pancreas porcino SIGMA T-8128

* Pronasa de S. grisens SIGMA P-5005

Preparaclén:

a. Cuando la sangre se use de inmediato, se pueden utilizar como
anticoagulantes la heparina o citrato en las siguientes concentraciones:

15-20 UI de heparina por mililitro de sangre
0.1 ml de solucién de citrato por ml de sangre
Si la sangre no se va a usar de inmediato y se desea conservar en refrigeracién
por unos dias, lo més conveniente ¢s emplear la solucion ELSEVER como
anticoagulante en proporcién 1:1. Esta solucién es muy recomendable para mantener
1a sangre de vaca, -

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

Procedimlento:

PREPARACION DEL EXTRACTO DE LA MUESTRA:

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

2, Extraer por agitacién mecénica durante 2 horas a 300.r.p.m. a temperatura

ambiente,
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3.

4,

5.

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

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

Aforar el filtrado a 10 ml con solucién salina al 1%.

PREPARACION DE LA SANGRE:

1.

o

Una vez sangrado el animal, colocar la sangre en un matraz pequefio que

contenga la solucion anticoagulante, homogeneizar suavemente,

. Trasvasar la sangre con anticoagulante a tubos de centrifuga; lavar y

centrifugar a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos, 3 veces con solucidn salina
al 0.9%. La relacidn sangre:solucion salina es 1:5 aproximadamente, Si la
sangre no estd muy hemolizada es suficiente realizar dos lavados (el

sobrenadante debe ser incoloro).

. Después del tltimo lavado, medir en el tubo de centrifuga la cantidad de

paquete de eritrocitos y diluirlos al 4%, para lo cual se deben agregar 24 ml
de solucién salina al 0.9% por cada 1.0 m! de globulos rojos.

SENSIBILIZACION DE LOS GLOBULOS ROJOS:

L.

Por cada 10 ml de suspensién de globulos rojos al 4% agregar I ml de
solucidn de proteasa (para sangre de hamster se emplea pronasa al 0.2% y

para sangre de vaca se emplea tripsina al 0.1%) y colocarlos en la

incubadora & 37 °C durante 1 hora.

. Centrifugar para eliminar la enzima sobrenadante y dar 3 lavados con

solucion salina al 0.9% centrifugando a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos.
Es importante realizar los tres lavados para eliminar completamente la

enzima.

. Después del ltimo lavado resuspender el paquete de eritrocitos;, por cada

1.0 m! de paquete de eritrocitos sensibilizados se agregan 19 ml de




solucion salina al 0.9% (ln suspession quedo sl 3%). Comudy s obsava
que la sangre tiene algunos cougulos, es necesario (lum o bavds de paa

en un embudo de tallo conto.

AJUSTE DE LA SUSPENSION DE ERFTROCEO!:

1.

2.

Tomar | mi de la suspension de globulos rojos sensitnilizadon y agpvpn 4
mi de solucion saling al 0.9%, mezetar, S Lok ey of expeanofotimetio
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PREPARACION DE LAL PLACASY.
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solucién salina al 0.9% (la suspension queda al 5%). Cuando se observa
que la sangre tienc algunos coagulos, s necesario filtrar a través de gasa
en un embudo de tallo corto.

AJUSTE DE LA SUSPENSION DE ERITROCITOS:

1. Tomar 1 mi de la suspension de globulos rojos sensibilizados y agregar 4
ml de solucién salina al 0,9%, mezclar. Se lec en el espectrofotémetro a
620 nm; se ajusta a 100% de transmitancia usando solucién salina al 0.9%
como blanco.

2, Diluir la suspensién hasta que la Jectura sea de 25%¢1 de transmitancia. Al
final 1a suspensidn debe quedar al 4% y dar dicha lectura de transmitancia

en el espectrofotdmetro a 620 nm.

PREPARACION DE LAS PLACAS.,

1. Con ayuda de la pipeta autciitatica de 12 canales depositar 50 ml de
solucion salina al 0.9% en cada pozo de las placas tipo V del microfiter,
evitando focar las paredes de los pozos.

2. Con un microdilutor tomar 50 pl del extracto de la muestra, se introduce en
el pozo sin tocar las paredes y se gira, se saca del pozo y se introduce en el
pozo siguiente de tal forma que se van llevando a cabo las diluciones del
extracto. Se recomienda checar que el volumen‘que toma el microdilutor
sca el adecuado para lo cual se emplea una placa de prucba.

3. Con el pipeteador de gota se adicionan 50 pl (una gota) de eritrocitos

sensibilizados en cada pozo, se rota la placa en forma circular y se incuba a

379C durante 1 hora.
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LECTURA

Transcurrido el tiempo, colocar la placa en ¢l dispositivo de lectura teniendo
cuidado de no agitar 1a placa. Se observa a través del espejo el fondo de los pozos de
cada hilera de prueba. Se considera positivo aquel pozo que presente una turbidez de
eritrocitos en todo el pozo (aglutinacidn) y negativo aquel pozo donde se observe
sedimentacién de eritocitos en el centro. Se reporta la maxima dilucién donde se

presenta aglutinacion (titulo),
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ALCALOIDES.

DETERMINACION CUANTITATIVA,

Fundamento,

Esta determinacidn se basa principalnente en el cardcter bisico que poseen
los alcaloides.

Se realiza la extraccién de alcaloides con metanol y posteriormente se
acidifica el extracto, esta fase acuosa dcida, se alcaliniza con amonlaco para liberar
las bases (alcaloides) y de esta forma son extraidos con un disolvente osganico cn el
cual sean solubles (cloroformo).

El residuo de Ia extraccion se hace reaccionar con dcido, y la cuantificacién
se lleva a cabo mediante una titulacién &cido-base, en la cual se valora la acidez
excedente que no reacciond.

Material y Reactivos,

* Balanza analitica.

* Vaso de precipitados de | it,

* Vaso de precipitados de 50 ml,

* Matraz de Yodo con tapén,

* Parrilla de agitacién CORNING Mod. PC-320.

* Termémetro.

* Matraz Kitasato,

* Embudo Btichner

* Papel filtro { Whatman No. 2).

* Matraces de bola de 125 ml. (boca esmerilada 24/40),
* Rotavapor BUCHI Mod. R

* Rotavapor BUCHI Mod. RE 111

*+ Parrilla con agitacion magnética, LAB-LINE Mod. 1250,
* Agitadores magnéticos.
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* Potenciémetro CORNING Mod, 10

* Embudos de Separacion de 250 mi con llave de teflén.
¢ Matraces Erlenmeyer de 125 ml,

* Microbureta de Sml,

* Metanol (RA).

* Cloroformo (R.A)).

* Etanol (R.A),

* Amonfaco Concentrado ( aprox. 25% ).
* Acido Clorhidrico ( 1%).

* Sulfato de Sodio Anhidro (R.A.).

* Solucion de NaOH (0.01N),

* Solucidon de H,SO, (0.01N),

* Rojo de Metilo ( 0.1% ),

Procedimiento,

Se colocan 4 6 5 gr. de muestra seca ( secar por debajo de 50°C ), finamente
molida y previamente desengrasada ( si el contenido de grasa es mayor al 5 %), en
un matraz de Yodo, con 40 ml, de metanol y se mantiene toda la noche con aitacién
a una temperatura de 3°C.

Al dia siguiente s¢ coloca el matraz en Baflo Maria a 46°C (£ 2°C) en la
cémpana. con aitacion constante durante 4 hrs, Al cabo de este tiempo la mezcla es
entonces filtrada, usando de preferencia papel de poro cerrado (Whatman No. 52),
y ¢l residuo es lavado con 20 ml, de metanol,

El extracto obtenido se pasa a un matraz de bola de 125 ml. y se evapora ci
metanol a sequedad en rotavapor.

A continuacin, el residuo es resuspendido con 2 ml de metanol y 12 ml, de
HCI ( 1%), 1a mezcla es agitada y filtrads, se usan 8 ml. de HCI ( 1% ) para lavar el
residuo, se combinan los extractos filtrados en un vaso de precipitados de 50 ml. con
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un agitador magnético y se alcaliniza con amoniaco concentrado (apréx.25%) en un
potencidmetro hasta llegar a un pH = 9.5 (£ 0.2).

' Posteriormente se vacia el extracto alcalinizado a un embudo de separacion y
se extrae con tres porciones de 20 ml, de cloroformo cads una dando la fraccién
“A";

En cuanto a la solucién acuosa residual, se mide su volumen, y se l¢ adiciona
¢l mismo volimen medido de solucion saturada de sulfato de sodio, para hacerla
una solucién media saturada.y se procede a extracrla con una mezcla de cloroformo-
etanol ( 3:2 V/V) con tres porciones de 20m] cada una con lo cual se obtiene la
fraccién “B".

Las fases orgdnicas son lavadas con Sm! de solucién media saturada de
sulfato de sodio y secadas con $ gr. de sulfato de sodio anhidro.

Las dos fracciones “A" y “B", son evaporadas a sequedad en un sotavapor; y
se le adicionan 6m! y 4m! de H,SO, (0.010 N) respectivamente, se homogeniza y se
calienta ligeramente en bafio Mar{a para asegurar la completa disolucién de los
alcaloides, se pasa cuidadosamente a un matraz Erlenmeyer de 125 ml, lavando con
pequeias porciones de agua destilada. Adicionar 5 gotas de indicador rojo de metilo
(0.1%), y valorar el exceso de hcido sulfiirico con hidréxido de sodio (0.01 N).




Célculos: Sabemos que dos moléculas de alcaloide (Erythrina americana)
reaccionan con una molécula de acido sulfiirico en medio acuoso, formandose la sal
de! alcaloide.

0
+ H,50, éﬁ 50,2

CH;0
L OCHy OH OCH; OH
— L — g
Erisodina (10)
P.M.=299g/ mol
Férmula:

B i
mg de alcaloides / 100g de muestra (AB)s (N ):n( mequiv ) 10¢

Donde:

A =ml de sosa gastados en el blanco.

B = ml de sosa gastados en la muestra.

N = Normalidad de la sosa.

m. equiv = 0,299 g/ mmol.

(Peso molecular de ia Erisodina, alcaloide mas abundante en el genero
Erythrina)

10° = Factor para obtener mg / 100g de muestra.

m = peso de la muestra ( gramos ).

Nota: Para el blanco s sigue el mismo procedimiento, emplendo
tinicamente los reactivos.

En la figura 2 se muestra un esquema del procedimiento,




FIGURA. 2
DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALCALOIDES
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ALCALOIDES EN GRASA

DETERMINACION CUANTITATIVA

Fundamento,
Esta determinacién se besa igualmente en el cardcter bdsico que poseen los
alcaloides como se menciond anteriormente, con la diferencia de que aqui la grasa s
directamente tratada con el dcido para la extraccion de dichas sustancias.

Material y Reactivos

* Balanza analitica.

* Dispositivo de extraccion Soxhlet.

* Cartuchos de Celulosa ( o papel filtro )
* Embudos de separacion de 125 ml.
* Potenciémetro CORNING Mod. 10,
* Matraz de bols,

* Matraz aforado de 200 ml,

* Pipetas volumétricas de 25 ml, .

* Rotavapor BUCHI Mod, RE 111

* Eter de petréleo’’ o hexano.

* Cloroformo ( RA)

* Bicarbonato de sodio. (R.A)

* Sulfato de sodio anhidro (R.A)

* Solucién de H;S0, (20N)

* Solucién de H,50, (0.0IN)

* Solucién de NaOH ( 0.0IN)

M En este caso se utilizé éter de petréleo, debido a que la determinacién de

grasa se hizo con este disolvente.
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Procedimicnto

Pesar de 100 a 150 g de la harina de la semilla previamente seca, y colocarlos
en un cartucho de celulosa en el dispositivo Soxhlet durante 10 horas,
Realizar la extraccién con hexano o éter de petréleo segln se requicra.
Una vez obtenida la grasa, pesar 10 g aproximadamente y realizarle lavados con tres
porciones de 20 ml cada una de dcido sulfirico (2.0N ),
Separar la grasa del extracto dcido en un embudo de separacién y realizarle varios
lavados con agua destilada en caso de que sc desce guardar para estudios
posteriores,
A continuacidn, se procede a neutralizar 1a fase acuosa dcida con bicarbonato o
carbonato de sodio y se ajusta en el potencidémetro a un pH=8.0 con solucién diluida
de NaOH.
Se pasa esta solucién acuosa a un embudo de separacién y se cxtrac con tres
porciones de cloroformo cada una, se reunen los extractos y se secan con sulfato de
sodio anhidro. Se deja reposar durante media hora y se decanta o sc filtra hecho esto
se procede a aforar al volumen préximo superior y s¢ homoggciniza.
Se procede a realizar por duplicado la titulacién para lo cual se toma una alicuota de
25 ml. y se coloca en un matraz de bola, se evapora ¢n rotavapor a sequedad y se
resuspende el residuo con 10 ml de H;SO4 ( 0.01 N ) y se titula con NaOH
(ool).

Ciélculos:

r ] r ¢ T
2 k o 8,50, 4% 50,2

CH,0 CH;0

OCH, OH OCH, OH

Erisodina (7)




(A-B)e* (N)o (mequiv) . _aforo

mg de alcaloides / 100g de muestra = m alicuota

Donde:

A =ml de sosa gastados en el blanco.

B =ml de sosa gastados en ia muestra,

N = Normalidad de la sosa.

m.equiv. = 0,299 g / mmol.

10 * = Factor para obtener mg / 100g de muestra,

m = Peso de muestra ( gramos ),

En la figura 3 se muestra un esquerma de) procedimiento.

¥
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FIGURA3
DETERMINACION DE ALCALOIDES EN GRASA
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RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez colectada la materia prima, se le realizd una limpieza en forma manual para
la determinacion de parémetros fisicos, con la finalidad de caracterizar el grano de colorin y
de diferenciar los estadios de maduracién, tanto de vainas como de semillas, los cuéles
fueron establecidos en base a las caracteristicas fisicas de los granos como el color y el
contenido de humedad. Se determinaron ademés el peso hectolitrico, el peso promedio de
vainas y semillas, las longitudes de las vainas y el nimero de semitlas por viina. Ver cuadros
ly2
Como podemos observar ¢l peso hectolitrico es mayor para la semilla méas seca (madura),
ademds del nimero de semillas, debido al bajo contenido de humedad. Mismo
comportamiento que se observa en los pesos de vainas y semillas, los cuéles disminuyen al
alcanzarse la maduracion,
Por otra parte vemos que el nimero de semillas es mayor en fases tempranas debido a que se
encuentran selladas.
Las determinaciones del analisis proximal para el colorin (vainas semillas y flor )
se hicieron por cuadruplicado, con el objeto de realizar un anélisis estadistico, y saber con
ello, si existe diferencia significativa en cuanto al contenido de nutrimentos en las diferentes
fases, y en cual de ellas se encuentran en mayor o menor proporcion, para ello se llevé &
cabo un anélisis de varisnza de una variable ( ANOVA), y la prueba de.rango maltiple (
Método de Duncan ), ambas con un nivel de significancia de 95 % (7;) este mismo andlisis
fue aplicado en los resultados de contenido de toxicos.
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Pardmetros fisicos

Colorin ( Erythrina americana )
SEMILLAS
Cuadro |
_ Peso Humedad de! Caracteristicas
Fases Hectolitrico No. de semillas grano (%) fisicas
I . 4786 3.8 40.0 +16.53 75.68 +1.57 Grano color
verde
I 49.72 £330 | 385 £7.36 | 65.76 +6.40. | Grano verde con
pintas naranjas
i 64.12 10.67 86.5 15.63 6.33 16.33 Grano color
rojo-naranja |
Cuadro No, 2
VAINAS
Peso semilla No. de semillas
Fases Longitud vaina Peso vaina (8) por vaina
(cm) (8)
I 2372 £6.35 2448 118.34 1.28 6.0 t2.17
n 18.35 +787 |[10.62 1829 1.37 40 £2.34
11 20.8]1 687 2,84. +1.77 0.98 40 +2.38
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Los resultados del andlisis proximal en base seca de las semillas y de la flor de
colorin se muestran en la tabla 1, se observa que las semillas presentan un alto contenido de
proteina y grasa , (30-32 % y de 13- 21% respectivamente), y se ven incrementados
conforme aumenta su estado de maduracidn, esto es factible ya que las semillas inmaduras
presentan alto contenido de nitrogeno en forma de aminodcidos y amnidas, los cuales son
utilizados para la sintesis de proteinas o de sustancias de reserva almacenadas en forma de
cuerpos proteicos en los cotiledones durante las etapas de maduracién, hecho que ticne
lugar durante la fase de expansion celular.(so
Estadisticamente existe diferencia significativa en el contenido de ambos nutrientes en las
diferentes fases.,

Con respecto a los carbohidratos, estos se ven disminuidos a lo largo de las
diferentes fases, debido a los cambios que involucran el crecimiento y maduracion de las
semillas, durante los cuales, estos son utilizados en la formacion de pared cefular y sintesis
de grasa que constituye el material de reserva, fo cual se refleja a su vez en el incremento
del contenido fipidico.

En cuanto a cenizas y fibra cruda, se observa diferencia signiﬁ;ativa en lo referente al
contenido en las diferentes fases, y una tendencia de disminucion conforme se alcanza la
maduracion.

Comparando a la semilla con la flor, por ser ambas, ricas fuentes de proteina y
atractivas para ser sugeridas en |a alimentacion, en primera instancia animal, vemos que las
semillas presentan un mayor contenido (> 30%), sin embargo fa cantidad expuesta por las
flores es significativa ya que c§e dentro del rango del contenido proteico de las leguminosas

(18-44%),(10) lo cual concede a la flor importancia nutricional.
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Tabla 1
ANALISIS PROXIMAL DE LA HARINA DE LAS SEMILLAS Y DE LA FLOR

g/ 100g de muestra  base seca )*

FASES CENIZAS | PROTEINA | GRASA FIBRA CHO'S*
Flor 7.96 23.26 1.51 18.96 48.30
1 4.71 30.25 13.55 2111 30.30
Il 421 3182 18.69 17.04 28.22
i 395 32,62 2111 15.75 26.54

Humedades promedio: Fase 1 = 3.53%, Fase Il = 5.66 %, Fase 111’ = 6,33 %

Flor=4.07%

“CHO'S = Carbohidratos asimilables calculados por diferencia.

Por otra parte, se observa una marcada diferencia en cuanal contenido de grasa,

siendo maés significativo en las semillas ( > 13% ) que en la flor ( =1.51 %) ver en la grifica

Sin embargo, vemos que la flor presenta mayor cantidad de carbohidratos (x48%),
que cualquicra de las diferentes fases de las semillas, esto hace que la flor sea también una

fuente rica en estos nutrimentos energéticos.




Grifica 1

%

ANALISE PROXIMAL DESEMILLAS Y FLOR (BASESECA)

Cenizas Proteinas Grams Fibra CHO's
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En cuanto al contenido de grasa y proteina en semillas y flor cuando son expresados en base
himeda ( Tabla 2 ), sc observa ¢l mismo comportamiento, discutido anteriormente, los
niveles son mas clevados en semillas que en flor, y aumentan al alcanzarse la maduracién,
més que nada por la pérdida de agua.

Con respecto a los carbohidratos,cenizas y fibra cruda presentan uﬁa tendencia de
aumento en las semillas frescas,concentrandose en la dltima fase y rebasando los valores
encontrados en la flor.

Tabla No. 2
ANALISIS PROXIMAL DE SEMILLAS Y FLOR
g/ 100g de muestra ( Base Himeda )

FASES | CENIZAS | PROTEINA | GRASA | FIBRA | CHO'S’ | HUMEDAD'
Flor 093 27 0.18 2.22 5.66 . 8827
I Ln 7.36 3.18 5.13 7.37 75.68
Il 1.44 10.89 6.40 5.83 9.66 65.76
111 3.70 30.56 19.77 14.75 2486 6.33

*CHOQ'S = Carhohidratos asimilables calculados por diferencia.
+Humedad = Humedad del fruto.
Estas observaciones pueden ser apreciadas con més claridad en la grafica 2




Grifica 2

ANALISIS PROXIMAL DE SEMILLAS Y FLOR (Base Himeda)
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En lo que respecta al anélisis proximal de las harinas de las vainas ( base seca Tabla 3
), s& observa mayor contenido de proteina en {a fase inmadura ( = 12 % ), que en fases
subsecuentes,

Haciendo un andlisis compsrativo de este mismo nutrimento con las demds partes de la
planta, se tiene que la mayor concentracion la presentan las semillas, después la flor y
finalmente las vainas. ( Tabla4 ).

En cusnto al contenido de grasa, no se observa diferencia significativa en los
diferentes estadios de las vainas (Tabla 3), presentdndose valores muy bajos y cercanos a los
encontrados en [a flor, en relacion a los que poseen 18y semillas, ( Tabla 4 )

El contenido de carbohidratos y cenizas se encuentra més ampliamente distribuldo en
las vainas y flor que en las semillas.( Tabla 4 ) ‘

Por Gltimo, la fibra cruda se encuentra més ampliamente distribuids en vainas,
principalmente en fases maduras ( Tabla 3 ), quedando en segundo plano la flor y en {ltimo
lag semillas.( Tabla 4)

Tabla 3

ANALISIS PROXIMAL VAINAS.
( 8/ 100g de muestra ( base seca )'

FASES CENIZAS | PROTEINA | GRASA FIBRA CHO'S'

1 7.56 12.89 L 3412 44.26
H 7.74 8.79 1.09 38.26 44.00
11} 5,08 9.55 1.05 41.27 41.32

Humedades promedio: Fase I = 5.59 %, Fase Il = 5.78 %, Fase 1l = 8 61
CHO'S" = Carbohidratos asimilsbles por diferencis,
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Tabla 4
COMPOSICION QUIMICA DE LAS SEMILLAS, VAINAS Y FLOR.
g/ 100g de muestra (Base seca )

FASES | CENIZAS | PROTEINA' GRASA FIBRA *CHO'S
Flor 796* £004 [23.26° +032] 151 +£005 |1896 029 [48.30" 1049
S) 477° £0.07 | 30.25% £0.18 [ 13.55 2015 |21.11° £045 [30.30° +£0.28
S 42174007 | 3182° +044 |18.69° £020 |17.04° £0.38 [28.22" £0.49
S 3.95% £0.02 [ 3262' £039 [21.11* £023 [1575% +031 [26.54* £0.50
Vi 7.56% £006(1280° 042 { 1.11° $0.04 [3412° £0.54 [44.26% +1.13
\Z 774" £0.09 | 879% +0.11{ 109" 005 {3826° +022 |44.00° £0.28
Vi 5.08' £003} 955 2014 [ 105 +£0005|43.27 £052 |41.32° +0.25

abcdefg= Seencontro diferencia estadisticamente significativa.
*CHOQ’S= Carbohidratos asimilables calculados por diferencia.

1= Factor de Conversion N,* 6.25.

Analizando los valores de las vainas, expresados en material fresco (base hameda
Tabla 5), se observa una disminucién de nutrientes en las primeras fases debidos al alto
contenido de humedad, hallindose altos valores de carbohidratos y fibra en fases maduras. (

Ver grafica 5 ).

n




Tabla §
ANALISIS PROXIMAL VAINAS
( g/ 100g de muestra ( base himeda )

FASES | CENIZAS | PROTEINA | GRASA | FIBRA | *CHO'S | HUMEDAD
1 1.18 1.95 0.17 517 6.70 84.92
i 1.43 1.64 0.20 7.07 8.14 81.50
HI 4.64 8.7 0.96 39.55 37.51 8.61

‘CHO'S = Carbohidratos asimilables calculados por diferencia.

n




Grafica 5.
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La Tabla 6 nos muestra que existe diferencia sigmificativa en cuanto al contenido de
nutrimentos en las diferentes partes estudiadas de la planta (vainas, semillas y flor) en base
himeda.

Tabla 6
COMPOSICION QUIMICA DE LAS SEMILLAS, VAINAS Y FLORES,
g/ 100g de muestra ( Base himeda )

FASES | % HUMEDAD |  CENIZAS PROTEINA GRASA FIBRA Clos

Flor |[8827 £ 026 | 0.93 0005 [ 2.79* +004 | 0.18" £0.005 | 2.22% 10.03 5.66° 10.06

S 7569+ 157 [ LItY 1002 [736%7 2004 [318 003 [s13Fxon [737 007

S; |65.76 & 640 | 1.44° £0.03 | 10.89° £0.15 ] 6.40° 2007 | 583 2013 | 9.66° 017

Sy 633 £ 016 | 3.70° £0.02 |30.56° £0.37 | 19772021 | 14.75¥2£028 | 24.86° 050

Vi |8492 % 157 | 118 £002 {1957 006 |0.17 20009 [ 517 008 |6.70" £017

v BLSO £ 215 | 1.43° £002 [ 1.64' £0.06 [ 020' £0008 [ 707 +0.04 814" £005

vy 861 + 002 464 +003 873 $0.43 096" £0005 [ 39.55° 1047 32.51° £051

abc defg=Se encontrd diferencia estadisticamente significativa.
CHO'S = Carbohidratos asimilables calculados por diferencia.

En la Tabla 7 se muestran los resultados del anhlisis de componentes
antinutricionales ( inhibidores de tripsina y hemaglutininas ).

En cuanto a los inhibidores de tripsina los contenidos en las semillas en base seca
son significativos en sus diferentes fases si se considera que a partir de 10 UTI / mg de
muestra, la actividad del toxico es de importancia; presentindose méis concentrados en fases
maduras ( 85.34 UTI/ mg ) valor que rebasa el contenido en soya cruda ( 64 UTI / mg )es).
Se observa una tendencia de aumento a lo largo de los diferentes estadios de maduracion,
esto es debido a que estas susiancias se producen durante el desarrollo de la semilla,
previniendo la degradacion de proteinas almacenadas cuando ésta madura. E! papel de estos

inhibidores es el de controlar Ia accion e proteasas enddgenas.
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CONTENIDO DE TOXICOS NATURALES

Tabla 7

( Base Seca)
Fases Inhibidores de tripsina Lectinas (sangre de Lectinas (sangre de
UTI/ mg" héamster) Titulo’ conejo) Titulo'
SEMILLAS
X DS X DS X DS
1 30,39 0.26 2 0.50 ©) _
1 57.20° 182 4" - 0.83 ) _
m 85.34* 304 g 0,52 ¢) -
VAINAS ,
v DS S DS v D
X X X S
I s 0.44 7 .22 p) 0.50
1 3,98 LI s 097 2 033
m 524 1.36 s 0.83 2 0.44
FLOR
_ 4.08 0.42 8] _ ) _

x. UTI/ mg = Unidades de tripsina inhibida por mg de muestra seca.

y. Titulo = Méxima dilucién donde se presenta aglutinacion,

a b cd e f = Se encontré diferencia estadisticamente

significativa,

76




Considerando el mismo pardmetro de inhibidores, se observa que tanto las vainas
como Ia flor, presentan valores muy bajos y poco significativos comparados con los de las
semillles.

Con respecto al contenido de lectinas o hemsglutininas, el ensayo se llevd a cabo con
diferentes eritrocitos. El realizado con sangre de hamster, permitié determinar la presencia
del toxico por ser células menos especificas y muy sensibles. Los titulos més altos se
encontraron en las vainas de fases inmaduras, es decir que el toxico se encuentra en mayor
proporcion en ésta parte de la planta viéndose disminuidos al alcanzar la maduracion, caso
opuesto a lo que ocurre en semillas en las que se percibe un aumento en el contenido de
dichos componentes al llegar a dicha etapa, lo cual nos lleva a suponer que cxista, una
posible tranferencia de este factor antinutricional, de las vainas hacia las semillas, de hecho,

_en estas Gltimas, las lectinas suelen encontrarse concentradas en los cuerpos proteicos del
endospermo, haciendo su aparicién durante la maduracidn y desapareciendo en ia etapa de
germinacion. )

Se observa diferencia estadistica significativa entre la primera fase ( fase inmadura) y las dos
subsecuentes, en las que no hay diferencia, tanto para vainas como para semillas. Ver Tabla
7

En lo que se refiere al contenido de estos dos toxicos, cabe sefialar que las semillas
de leguminosas sintetizan y acumulan en forma eficiente cantidades de proteina, enzimas
hidroliticas y lectinas durante el curso de su desarrollo. 72,

Se observa que 1as flores se encuentran libres de 1a presencia de lectinas, ya que los
dos tipos de sangre estudiados no presentaron aglutinacion.

En cuanto al ensayo hecho con eritrocitos de conejo, éstos resultaron tener menor
sensibilidad, observindose aglutinacion y titulos bajos unicamente con los extractos de
vainas, mismos que presentaron titulos altos con sangre de hamster.

En la grafica 7 y 7a se muestran de forma més clara el comportamiento de estos

toxicos.
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En las Tablas 8 y 9 se ilustra fa cantidad de alcaloides presentes en las vainas flores y
semillas expresadas en base seca y himeda respectivamehte. Vemos que en el material
fresco, estos toxicos se ven disminuidos debido al alto contenido de humedad comparados
con los contenidos observados en la harina, encontréndose en mayor proporcion en las
semillas principalmente en su forma madura siguiendo las vainas y finalmente la flor.

Con respecto 2 la cantidad presente de estas sustancias en las harinas se observa que
se encuentran més concentradas en las fases tempranas de la semilla (0.49, 0.34, 0.31%),
esto es factible debido a que los alcaloides suclen ser acumulados en tejidos activamente en
crecimiento () mismo comportamiento que es observado en las vainas (0.28, 0.20, 0.04%).
La harina de a flor por su parte presenta un 0.29%.

Tabla 8
CONTENIDO DE ALCALOIDES
mg / 100g de muestra { Base seca )
mg de alcaloides / 100 g de
Fases muestra

Flor 29725 £2.27
Semills I - 49337 042
Semilla I1 343.96" +2.94
Semilla Il . 316.12° +1.29
Vaina 1 . 283.94" +2.51
Vaim Il 205.90° +0.49
Vaina 111 43618 £307

abcdefg = Se encontrd diferencia estadistica significativa,
Nivel de significancla = 0.05 %

”




Comparando al colorin, con el género Lupinos, ¢l cual es una leguminosa cuyas
especies cultivadas representan un potencial importante en la alimentacion y cuya limitante
de uso extensivo s también el conterido de alcaloides, resulta dificil proponer Ia utilizacidn
directa del material en alguna fase, en la alimentacion animal, debido a los altos valores
encontrados de estas sustancias, ya que se establece que para Ia utilizacion de la semilla de
dicho género en la alimentacion humana y animal, es necesario reducir el conterido de
~ dichag sustancias hasta niveles menores de 0.02 %33, %) .

Aunque una de las ventajas que representan las semillas del género Lupinos es que
los elcaloides que las contienen son solubles en sgua, por lo que pueden ser removidos y
reducidos mediante extracciones acuosas. .propiedad misma de la que carecen los alcaloides
presentes en el género Erythrina,

Tabla 9
CONTENIDO DE ALCALOIDES
mg / 100g de muestra ( Base Himeda )
- mg de alcaloides / 100 g de
Fases muestra

Flor 3488 £027
Semilla 1 120.29* +0.09
Semilla 11 118.48° +1.00
Semilla I ' 297.08* 1.2l
Viim 1 43.22° +0.08
© Vaimall 3808 £0.08
Vaims 111 3827 1087

abcdefg = Se encontrd diferencia estadisticamente significativa.
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Por otra parte, nos atrevemos a comparar ambas leguminosas debido a ciertas similitudes
que presentan en cuanto a su efecto farmacolégico. Sin embargo, de previos estudios
realizados se reportan parametros de toxicidad aguda, la D.L.yo de !a esparteina ( potente
alcaloide de Lupinos ), en raton es de 220 mg/ Kg, administrado por via oral, y que el
D.L.so de la B - eritroidina ( alcaloide presente en género Erythrina ) es de 120 ing / Kg
suministrado en la misma especie y por la misma via, y de 2-3 mg / Kg en gatos iguaimente
por via oral 17, ss)

Esto dltimo nos confirma la clevada toxicidad que representa esta especie de
Erythrina americana( Colotln ).

Finalmente en |a tabla 10 podemos observar la cantidad de alcaloides presentes en la
grasa de las semillas en cada una de sus diferentes fases, estas cantidades son minimas en
relacién al elevado contenido lipidico y al elevado contenido de dichos téxicos en la semilla,
observandose una tendencia de disminucién conforme esta madura,

Estos datos fueron corroborados con previos trabajos relacionados con la
caracterizacién y determinacion de alcaloides en extractos lipidicos crudos, realizados por el
Dr. Marcos Soto de la Universidad de Chapingo, en los cudles se reporta una concentracién
de 96 mg de alcaloides / 100g, de extracto,

Otros estudios califican al extracto etéreo del colorin de moderado a ligeramente toxico.¢s)

En un estudio de toxicidad subaguda, realizada en animales se les administro extracto
de colorin destoxificado y se observé que a partir de la segunda semana éstos se mostraron
altamente nerviosos, hipersensibles, con liiperventilacion y taquicatdia e incluso con una
conducta agresiva. Lo anterior permite decir que pese a que el extracto de colorin no
provocd decremento & ganmancia de peso en los animales ni produjo alteraciones
macroscopicas en diferentes Organos (higado, rifion y bazo) puede deberse a la

concentracion de alcaloides relativamiente baja y a su posible efecto farmacologico.
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Tabla 10
Contenido de alcaloides en grasa

mg/ 100 g de grasa
Muestra mg/ 100 g de grasa
Grasa semilla fase I 700
Grasa semilla fase 11 62,0
Grasa semilla fase 111 24.0
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CONCLUSIONES

Existe diferencia significativa en cuanto a la composicién proximal de vainas y
semillas, observndose que el contenido de proteina y grasa es mayor en estas ultimas, y las

vainas muestran contenidos mayores de cenizas, carbohidratos y fibra cruda.

Pese al alto contenido de proteina y grasa encontrados en ia semilla en sus diferentes
fases, ninguna de ellas puede ser utilizada directamente en la alimentacion animal, debido a
que todas presentan factores toxicos, de los cuales los alcaloides resultan determinantes en la

limitacion de su consumo.

La flor por su parte, posee alto contenido proteico, de carbohidratos, fibra cruda y
cenizas, por ello puede ser potencialmente utilizada , ademés de que no posee
hefnaglutininas, y su contenido de inhibidores de tripsina es significativamente bajo. En su
forma fresca el contenido de alcaloides es menor y estos se ven disminuidos durante el
cocinado, se recomienda que cuando estas sean consumidas, se complementen con otros
alimentos.

A pesar del bajo contenido de alcaloides en la fraccion lipidica, estos resultan ser
toxicos aiin en minima concentracion.

Previo a una minuciosa investigacion para determinar su inocuidad, tal vez, sea
posible la utilizacion de las vainas y flores en 1a alimentacion animal por el hecho de
presentar menores contenidos de alcaloides que las semillas.

Finalmente no se debe descartar el uso de éstas semillas en la alimentacion animal
especialmente en rumiantes hasta agotar posibilidades de destoxificacidn encontrando asf

inocuidad de este material,




SUGERENCIAS

Se sugiere que si se continua este trabajo se enfoque a la eliminacion de los
alcaloides.
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