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Capitulo 1. 

INTRODUCCION. 

La cubierta vegetal de México es una de la más variadas de la tierra, pues en su 

territorio están representados prácticamente todos los ecosistemas que se conocen en 

nuestro planeta, desde los desiertos, hasta las densas y frondosas selvas; desde la 

vegetación netamente tropical, hasta los páramos de alta montaña (1). 

Aproximadamente el 40% del territorio de la república mexicana lo conforman las 

zonas áridas y semiáridas en donde uno de los principales problemas lo constituye el bajo 

nivel de vida, además de la baja productividad del sector agropecuario y la escasa o nula 

utilización de los recursos naturales de dichas zonas (2). 

En estos ecosistemas (zonas áridas y semiáridas) en donde los suelos son muy 

salinos, existen temporadas largas de sequia; la vegetación nativa consiste por lo general 

en un complejo de cactáceas y arbustos, en donde están ampliamente representadas las 

leguminosas (3). 

Las semillas de estes leguminosas muestran un contenido de protelna alrededor del 

12 - 55%, dependiendo de las especies, y condiciones agronómicas principalmente. Estas 

semillas constituyen una fuente de proteína básica en las dietas de todos los grupos de 

poblaciones y su consumo es mayor en los paises en vías de desarrollo principalmente de 

América latina.y Alrica. En los paises desarrollados muchas de las leguminosas se utilizan 

como forraje rico en proteinas para producción animal intensiva (4,5). 

El género Acacia es muy común en el territorio nacional; varias de sus especies se 

encuentran distribuidas en los climas semiáridos ya que son constituyentes primarios de la 

vegetación. En estos sistemas, son utilizados como árboles ornamentales, para fabricar 

muebles (Acacia seyal), para obtención de taninos (Acacia meams,), en la elaboración de 



perfumes (Acacia famesiana), asl como también algunas son utilizadas como plantas 

medicinales COmo es el caso de Acacia bílimekii (6,7 ,S). 

Debido a la poca importancia que se les da a dichas zonas existe muy poca 

información sobre la potencialidad como alimento que su flora puede tener. Aún con esto el 

número de especies de Acacia domesticadas y explotadas es una pequeña proporción del 

total (5,9). 

En México se han registrado 1500 especies de leguminosas de las cuales 

solamente 20 de ellas se consumen, siendo el frijol (Phaseolus vulgans) de las más 

conocidas y consumidas(10}. 

Acacia bílimekii es una leguminosa la cual pertenece a la subfamilia de las 

Mimosoideas, en general este grupo no proporciona alimentos de consumo humano. pero 

hay algunas especies que suministran sustancias comestibles(11}, al ser consumidas por la 

ganaderia caprina (12), puede ser una fuente alternativa de materia prima en la 

elaboración de alimentos balanceados para la producci6n animal(11,12}. Por lo que es 

interesante el estudio bromatol6gico, toxicológico, así como tambíén la evaluación por 

métodos químicos de la calidad de la protelna de esta leguminosa. 

Para tener un mejor aprovechamiento de estas fuentes altemativas de protelna es 

de vital importancia conocer los recursos con los que cuenta nuestro país resultando muy 

importante la investigaci6n que sobre la flora silvestre se realice con el fin de evaluar su 

posible uso en la alimentación del hombre y/o animales(9}. Por lo anteriormente 

mencionado, es interesante y necesario realizar investigaciones en leguminosas silvestres 

originarias de nuestro país como la Acacia bilimekii. 
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Capitulo 11. 

OBJETIVOS. 

Objetivo general: 

-Establecer el valor nutricio de la semilla del TehuisUe (Acacia bilimekii), con la 

finalidad de que dicha información sirva para el aprovechamiento de esta 

leguminosa en la alimentación animal. 

Objetivos particulares: 

-Determinar el análisis proximal de Acacia bilimekii. 

-Evaluar el contenido de factores antinutricionales y tóxicos en la semilla del 

TehuisUe. 

-Conocer la digestibilidad in vitro y con liquido ruminal de la semilla delTehuisUe. 
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Capitulo 111. 

GENERALIDADES: 

111.1. Descripción Botjnica de Acacia blllmekJl. 

Las leguminosas constituyen una familia extensa de aproximadamente 18,000 

especies, y las plantas comprendidas dentro de este grupo varlan de tamal\o, desde las 

pequenas hierbas anuales de las zonas áridas, hasta los grandes árbotes que crecen en 

los trópicos y que producen vainas de hasta un metro de largo(13). Las semillas de estas 

leguminosas se encuentran contenidas en una vaina ceraclerlstica y el contenido proteinico 

de estas es alto debido a la simbiosis que establecen con Rhizobium. Las raíces tienen 

nódulos que encierran a estas bacterias que desempenan un papel singular y vital en la 

nutrición de estos vegetales(ll). 

La subfamilia Papilionoidea es la que más diversidad muestra de las tres 

subfamilias en las que se dividen las leguminosas, es aquí donde se encuentran las de 

gran importancia económica ya que comprende a oleaginosas (soya y cacahuate 

principalmente), las especies que se utilizan como forrajes (alfalfa), o bien semillas de 

leguminosas utirozadas en la alimenteci6n humana como por ejemplo el frijol, habas, 

chícharos, lentejas etc. 

Las subfamilia Caesalpiniodea también incluye un número económicamente 

importante de especies especialmente en las tribus Caesalpinieae y Cassieae, las cuales 

son utilizadas para fines ornamentales, asi como también por su apreciada madera, como 

fuente de taninos y algunas producen material comestible como el tamarindo(9). 

La subfamilia Mimosoideae está compuesta por cinco tribus y una de esas 

tribus son las Acaciae, en donde uno de los géneros econ6mica y ecol6gicamente 

interesantes son las Acacias (8,14). 
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111.2. Composición Qulmlca de las Leguminosas. 

Las proteinas se encuentran distribuidas tanto en el reino vegetal, siendo de gran 

importancia en la dieta del hombre, ya que las proteína forman parte de todas las células 

que COnforman los tejidos del cuerpo y en donde se realizan diferentes funciones. Las 

semillas de las leguminosas son una buena fuente de proteina, aproximadamente de un 12 

al 55%(11), en donde la mayor parte de estas son globulinas (alrededor de un 80%), las 

albúminas se encuentran en un 6-10%. Las leguminosas SOn importantes productos 

alimenticios en todos los paises en desarrollo; en donde son la principal fuente proteíca. 

Son consideradas como un suplemento natural de los cereales, aunque son deficientes en 

los aminoácidos metionina y cisteina, pero contienen cantidades adecuadas de lisina y 

triptofano, mientras que los cereales son deficientes en lisina pero tienen cantidades 

considerables de maticnina y cisteina con respecto a las Ieguminosas(15). 

La proteína cruda de los alimentos se calcula en base al nitrógeno total, que 

comúnmente es determinado por el método de Kjeldahl. 

El factor que se utiliza para convertir a protelna el nitrógeno de la mayoria de las 

plantas es de 6.25. Este valor surge de la observación de que un buen número de 

proteínas tienen un contenido de nitrógeno del 16%. El contenido en nitrógeno de una 

proteína varia de acuerdo al peso molecular de ésta y a la proporción de los aminoácidos 

presentes, es decir, a mayor contanidO de aminoácidos básicos, mayor contenido de 

nitrógeno, y por lo tanto menor factor de conversi6n(16). 

Las leguminosas contienen del 57-65% de hidratos de carbono (principalmente 

almidón) que en general es bien aprovechados por los organismos superiores. Es 

importante mencionar que existen algunos hidratos de carbono, tales como los 
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galactósidos, pantosas, y hemicelulosas que no son aprovechados por los animales 

monogástricos(13). 

La fibra cruda es un grupo importante de los carbohidratos, está formada 

principalmente por hemicelulosa, celulosa y la lignina, las cuales no son digertdas por el 

sistema digestivo humano; sin embargo, los rumiantes si pueden aprovechar este tipo de 

compuestos. La concentración de estos hidratos de carbono es de 2 al 5% en las 

leguminosas(I7). 

Las grasas constituyan alrededor del 1-2%, en paso de la mayoria de las 

laguminosas. Solamente el cacahuate (Arachis hipogaea) y la soya (Glycine max) 

constituyen fuentes Importantes de lipidos. Las grasas de las semillas de las leguminosas 

son ricas en ácidos grasos esenciales, teles como el araquld6nico, linoleico y linolénico. 

El residuo Inorgánico que queda después de que la matena orgánica se ha 

incinerado denominado cenizas, constituye en las leguminosas el 2 al 4 %. Al igual que las 

gramineas, las leguminosaa tienden a tener concentraciones altas de potasio y fósforo, 

pero por lo regular son mucho más ricas ,que las gramineas en calcio y magnesio (18). 

m.3. Contenlclo de AnIlnoicldos de la. leguminosas. 

De los veinte aminoácidos. que conforman las protaínas, ocho son nutriclonalmante 

indispansablas para el organismo humano, ya qua este no es capaz de sintetizanos, estos 

son: Fenilalanlna, Usina, lsoleucina, Leucina, Triptofano, Valina, Metionina. y Treonina. Las 

laguminosas son deficlantes en los aminoácidos metionina y cisteina, pero contienen 

cantidades adecuadas de Ii.ina y triptofano. 

El resto de los aminoácidos se consideran nutricionalmente no indispensables 

debido a que se pUaden sintetizar en los tejidos del hombre a partir de los aminoácidos 

esenciales o de otras fuantes nltrogenadas(19). 
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El valor biológico o calidad nutritiva de las proteínas de las leguminosas (cuyo valor 

oscila entre 70 y ea) está limilado por la escasez relativa den1ro de su estrucIWa de uno o 

más aminoácidos indíspensables(20). 

Todos los aminoácidos indispensables deben estar presentes en la dieta, Y para 

tener una eficiencia óptima. deben encontrarse en cantidades adea aadas Si falla uno de 

los aminoácidos esenciales. el organismo no podria sintetizar una proteína nueva(21). 

111.4. T6xlcos Presentes en Alimentos de Origen Vegetal: 

La naturaleza ha dotado a ciertas plantas la capacided de sintetizar una amplia 

variedad de sustancias qu[mlcas. las cuales se sabe que actúan como mecanismo de 

defensa ya que ejercen ciertos efectos dañinos cuando son ingeridas por el hombre ° los 

animales(10). 

A principios de este siglo se descubri6 que las semíllas de algunas Iegwnínosas, al 

[nc:orporarse de fonna cruda a distas experimentales, los a1imaIes pi e liaban un 

cteeimíento anormal debido a la presencia de sustancias que se c:onsideraRin como tóxicas 

_ para el hombra como para loa animales. Estos primeros estudios se deben a 0Sb0me 

y MendeI, los c:uaJes nombraron a estas suatancias como"ToxíaIbúrninas" (22). 

Es por esto que se considera Importante la determinación de sustancias tóxicas que 

efectan el aprovechamiento de [as leguminosas. y sobra todo en las variedades que 

constituyen una parte importante en [a dista de grandes grupos de pOblaci6n ya sean 

humanos o animales. Sus efectos indeseables se pueden producir a difet .. utes niveles. 

algunas de estas sustancias se denominan factores antinutrícionates porque afedan el 

metabolismo de nutrimentos y otras son verdaderos t6xicos porque aJteran o producen 

anormalidades fisiológicas o morfológicas de tejidos que no pueden atenuarse por una 

suplementación de la dieta(23). 
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Hemaglutinlnas. 

En las semillas de las leguminosas y también en otras plantas existen sustancias de 

origen protelnico las cuales son capaces de aglutinar los glóbulos rojos de distintos 

animales; a estas sustancias se les conoce por el nombre de fitohemaglutininas o leellnas. 

La primera descripción de una lect1na fué presentada por Stillmark que en 1889 

estudió la semilla de ricino y atribuyó su toxicidad a una protelna que llamó ricina. 

Landstainer y Raubilscheck en 1908, encontraron en las leguminosas el grupo de leellnas 

más imporilante, desde el punto de viste nutricional, observaron que las extractos producian 

aglutinación, pero en atras no se detectaba acción tóxica al mismo tiempo(22). 

Posteriormente Summer aisló de una leguminosa (Canava/is ensifonnis) una 

globulina que llamó concavanina A y que pnesentó una actividad aglutinante. La 

hemaglutlnina de soya fue aislada por Uener y colabonsdones en 1953, quienes estudiaron 

sus cansctertsticas químicas y biológicas(24). 

Las lect1nas son proteínas, algunas pnesentan uniones covalentes con 8ZÚC8nes y 

otras contienen grupos sulfhidrilos. Poseen una aellvidad especifica pans cierilas moléculas 

de azúcar, as! la aellvidad hemoaglutinante se explica muy probablemente por la reacción 

entre las lectinas con ciertos grupos receptores situados en la supe¡ficie de las membranas 

de los glóbulos rojos(22,24) 

Para que una lectina presente algún efecto dañino sobre el organismo, es necesario 

que resista el proceso de digestión. 

Jaffé en 1960 encontró que la causa del efecto tóxica de las lect1nas ingeridas se 

relaciona can su acción sobre la absorción intestinal. Se supone que la lect1na interacciona 

con grupos receptores situados en la superficie de las células que conforman la mucosa 

gástrica, de una manera semejante como se combinan con los glóbulos rojos, interfiriendo 

en la absorción de nutrientes(25). 

8 



Se ha observado en estudios anteriores que cuando animales en experimentación 

cons..men una dieta preparada con semillas de leguminosas con elevado contenido de 

lactinas presentan diarreas, daño hepático, absorción reducida de aminoácidos, 

hipoglucemia, pérdida de peso, retardo en el crecimiento, y en algunos casos la 

muerte(26). 

Las fitohemaglutininas como la mayoría de las proteinas, son termolábiles, y 

generalmente su efedo tóxico se puede eliminar o disminuir notablemente por medio del 

tratamiento térmico adecuado, presentandose asi un incremento en cuanto al valor nutritivo 

de las leguminosas(27). 

Inhlbldores ele trlpslna. 

Los inhlbidores de proteasas son también proteinas que tienen la capacidad de 

inhibir la actividad proteolitica de ciertas enzimas. Los inhibidores de tripsina son 

probablemente los más ampliamente distrtbuidos en el reino vegetal y particularmente en 

las leguminosas. Aduan inhibiendo a la tripsina, la cual es una enzima proteolitica de 

Suma importancia en la digestión de nutrimentos en los humanos y animales 

monogástricos(28). 

Estos Inhlbldores de proteasas han llamado la atención de los nutri610gos porque es 

posible que tengan un papel Importante en el bajo valor nutritivo de las proteínas vegetales. 

En cuanto al mecanismo de inhibición existen varías teorias entre los investigadores 

entre las cuales se menciona que: 

-Los inhibidores de enzimas proteolíticas forman fuertes complejos con las enzimas que 

eUos Inhiben. 

-Le enzima e Inhibidor experimentan algún tipo de interacción enzima-sustrato. 
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-Los inhibidores son resistentes a la proteólisis, aunque en la interacción puede ocurrir la 

roptura de algunos enlaces pepUdicos(29). 

Los inhibidores más estudiados son el de KuniIz y el de Bowman-Birk. Entra la 

proteasas inhibidas por estas sustancias están las proteasas de tioles, pepsina, tromblna, 

coIagenasas, y carboxipeptidesas(30). 

En los animales de experimantaci6n que han sido tratados con extractos purificados 

de inhibidoras de tripsina, han presentado hipertrofoa pancreática, inhibición en el 

crecimiento y aumento en la secreción de enzimas pancreáticas(31). 

La mayoria de los inhibidores de bipslna en las leguminosas pueden ser destruidas 

mediante el tratamiento térmico, con lo que se logra mejorar el valor nutritivo de la 

proteina(23). 

GlucósidoS clanogénlcos. 

La presencia de gluc6sidos cianogénicos en el reino vegetal esta ampliamente 

distribuida aunque en cantidedes traza. Estos glucósidos pueden contener en su molécula 

un monosacárido generalmente glucosa, o bien un cfosacárido como la gentobíosa unidos a 

un grupo ciano(22). 

El HCN es un potente inhibídor del sistema respiratorio a nivel celular, ya que su 

sitio de acción es sobre la citocromo oxidasa, la cual es el catalizador respiratorio te""inal 

de los organismos aerobios. Es cfolicil predecir las dimensiones del envenenamiento, ya 

que la sensibilidad al HCN en los diferentes individuos es muy variable(31). 

La amigdalina fuá el primer glucósido cianogénico identificado en las almendras 

amargas, presentandose también en otras dases de semillas. La durrina se encuentra en 

el sorgo y algunos pastos, en la linaza podemos encontrar lotaustralina y linamarina, está 

ültima se presenta en diferentes variedades de leguminosas(22). 
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Los glucósidos cianogénicos no son tóxicos por si mismos, sino lo son por el HCN 

liberado, la forma como se libera el HCN de estos glucósido. es por via enzimática, 

lIegandose a presentar autólisi. de estos compuestos, solo cuando se presenta un daño 

fisico en la planta. La liberación espontánea del HCN en la planta depende de la presencia 

de una enzima especifica, la p-glucosidasa yagua, los enzimas se encuentran 

extracelulares y actuan solamente despúes de la ruptura de los tejidos de las semilla. La 

dosis letal de HCN para un individuo, cuando se ingiere por via oral se ha estimado entre 

O.5-3-Smg/Kg de peso corporal. Con estas dosis se presentan slntomas iniciales de 

adormecimiento periférico con ligeros mareo., seguidos por confusión mental, cianosis, 

temblores, convulsiones, coma y finalmente la muerte. En caso de que las dosis sean 

menores a la dosis letal, puede presentarse dolor de cabeza, sensación de opresión en la 

garganta, palpitaciones y debilidad muscular. En estos casos el organismo as capaz de 

llevar a cabo un proceso de destoxificación, ya que existe una sulfotransferasa (rodanasa) 

que cataliza la reacción del HCN con el tiosulfato formando sulfito y tiocianato que as 

eliminado por la ortna(31,32). 

Saponlnaa. 

Son glucósidos en los cuales una cadena de azúcares está unida a un aglicona O 

sapogenina. La aglicona o sapogenina puede ser alcoholo fenol. 

Las saponinas se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal (en 

hojas, tallos y flores). 

Las características más importantes de estos compuestos son: el sabor amargo, 

fonnan espuma en soluciones acuosas, hemolizan eritrocitos, son muy tóxicos para los 

peces y anfibios y forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroides. 
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La membrana calular de los eritrocitos está constituida por esteroles, fosfolípidos y 

proteínas. Se ha atribuido que el punto de ataque en la hem61isls con las saponinas es el 

colesterol de la membrana de los eritrocitos con el cual interactua, cambiando 

drásticamente la permeabilidad de la membrana y provocando finalmente la roptura de la 

membrana con una pérdida inmediata del contenido calular. 

Schmidt-Thome, estudiando esta reacci6n encontraron que se necesita una minima 

cantidad de saponinas que rodeen a la membrana para que se produzca la hem6lis1s. 

La velocidad de hemólisls varia marcadamente con diferentes saponinas. A su vez 

con una saponina dada la velocidad de reacción será diferente dependiendo de la clase de 

eritrocito a probar. 

De acuerdo con lo anterior, el que una saponina sea incapaz de hemolizar, implicará 

que carezca o que tiene menos afinidad por el colesterol(22). 

En cuanto al contenido de saponinas en ciertos productos alimenticios, el estatus 

'del Merl< Index (1979) indica que práctlcamente las saponina. no son t6xicas para el 

hombre por ingestión oral(33). 

Por otro lado algunos autores sí reportan cierta toxicidad oral en algunas saponinas 

como se puede observar a continuaci6n: 

Las dosis letales vartan de 25 a 3000 mg/ Kg de paso corporal (Tal como se observa en la 

tabla de toxicidad oral de algunas saponinas). Las saponina. normalmente crean lesionas 

gastrointestinales, y si llegan a la comente sanguínea pueden hemolizar las células de los 

gl6bulos rojos, producir fallas an la respiraci6n , convulsiones y coma(34). 
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Tabla de toxicidad oral de algunas saponinas. 

Fuente de saponina Animal Dosis Dosificación Referencia 

Sapindus sapindus Ratón DL 3000 (Spector, 1956) 

Ratón DL 1000 (Spector, 1956) 

Ratón DL50 50 (Vogel & Marek, 1962) 

Agrosthema githago Conejo DL 56-52 (Spec1or, 1956) 

(comman corn cockle) Perro DL 20-25 (Spector, 1956) 

Saponaria vaccaria Ratón DLSO 960 (Abubakirovel. al. 1960) 

Aesculus hippocastanum Rata DL50 50 (Abuba~"", el al. 1960) 

(harse chesnut) 

Hedere helix (ivy) Rata DL50 100 (Abubekirov et al. 1960) 

Gypsophila paniculata Rata DL50 50 (Vagel & Marek, 1962) 

Cyclamen europaeum Rata DL50 160 (Vogal & Marek, 1962) 

Digitalls purpurea Reta DL50 50 (Vogel & Marek, 1962) 

(fax glove) Ratón DL50 90 (Spactor, 1956) 

La dosis letal esta representada como DL 

La dosis letal medie esta definida como Dl so. 

Versión condensada de datos recopilados por George (34) 

Se ha observado que las saponinas de alfalfa y soya inhiben a ciertas enzimas, 

como la " quimotripsina , las proteasas de Triboliu y la colinesterasa , asi como las enzimas 

concemientes al cido del ácidO citrico, la inhibición es no específica y se ve suprimida por 

la presencia de cualquier otra sustancia proteínica(35) 

Se ha sugerido que la presencia de saponinas en las plantas es un mecanismo de 

defensa, ya que inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos y protozoarios 

patógenos. También se ha considerado que las saponinas pudieran ser material de 

reserva. 

13 



Alcaloides: 

Son compuestos de estructura compleja que conüenen nitrógeno. Se encuentran 

distribuidos en diversas familias de plantas en forma de ácidos orgánicos, también se 

encuentran en forma de glucósidos de la ramnosa, galactosa y glucosa, otras están en 

forma de ésteres de ácidos orgánicos. 

La dasif",,!ci6n de los alcaloides en funci6n a su estructura, es la siguiente: 

Derivados de la omiüna y lisina 

Derivados del ácido nicotinico 

Derivados de la fenilalanina y 

tirosina 

Derivados del triptofano 

Derivados da la hisüdina 

Alcaloides diversos 

pirrolidinas, piperidinas, piridinas, 

indolizidinas, tropanos. 

piridinas 

isoquinoleina 

¡ndales, quinoleínas 

imidazoles 

purinas, macrocidos, etc. 

Los alcaloides forman un grupo muy heterogéneo de acci6n farmacol6gica potente 

en los animales. No todos los alcaloides poseen la misma toxicidad, ni su efecto tóxico es 

el mismo en todos ellos; asi, encontramos alcaloides neurot6xicos, hepatot6xicos, 

teratogénicos, cardiot6xicos, entre otros. Su acci6n, en general, sobre los humanos se da 

sobre el sistema nervioso y el end6crino, siendo su acci6n, principalmente sobre el sistema 

nervioso(36). 

Se ha considerado que los alcaloides son productos terminales del metabolismo del 

nitrógeno en las plantas, como protecci6n contra ataques de insectos y herbivoros, asi 

también se ha sugerido que algunos intervienen estimulándo y regulando actividades como 

el desarreno, el metabolismo y reproducci6n de la planta, como agentes destoxificantes. 

14 



Los alcaloides son sintetizados a partir de los aminoácidos y su degradación biológica da 

lugar a aminoácidos raros(3?). 

111. 5. Digestibilidad en numen artificial. 

Se han empleado extensamente los estudios en rumen artificial con el fin de valorar 

la utilización de distintas sustancias alimenticias especialmente los forrajes. Johnson en 

1966, elaboró una revisión de algunos de los métodos empleados. Aunque el 

procedimiento puede variar de uno a otro laboratorio, las necesidades escenciales incluyen 

la fermentación por parte de los microorganismos en el rumen sobre el sustrato que se 

desea probar en un buffer durante un periodo de tiempo. Para analizar cuantitativamente 

los resultados se emplea la fermentación de la celulosa o de materia seca. 

Esta técnica requiere pequeñas cantidades de malerial a probar y pueden valorarse 

muchos forrajes en un periodo de tiempo relativamente corto si lo comparamos con el que 

se necesita en los ensayos de digestibilidad. Las posibilidades de un forraje nuevo, sobre 

todo cuando el malerial del que disponemos es limitado, son obvias. Los Indicas de 

correlación entra la digestión in vitro de la celulosa o de la maleria seca y la digestión In 

vivo de la materia seca son de 0.9 o incluso más altos, permitiendo asi una estimación 

bastante buena sobre la digestibilidad del forraje ensayado (38). 

111.6. Aspectos Boténicos de Acacia b//lme/tll. 

Miranda y Hemández incluyen al tehuisHe (Acacia bilimekilJ dentro del matorral 

espinoso con espinas laterales. La vegetación consiste en agrupaciones secundarias 

originadas por la tala o destrucción de diversos tipos de selva; sobre todo la selva baja 

caducifolia o selvas bajas espinosas. Acacia bilimekii se encuentra muy bien difundido en la 

cuenca del Balsas. Este tipo de vegetación encuentra aprovechamiento especial a través 
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de la ganadería caprina ampliamente desarrollada en Coahuila, Nuevo León, Tamaulipas, 

Ourango, Zacatecas, San Luis Potosi y Oaxaca (12). 

La clasificación botánica de esta leguminosa fué elaborada por Macbride en el año 

de 1919, en donde en forma general se menciona que Acacia bilimekii es un árbol o 

arbusto de hasta 6m de a~o, que tiene su habitat en la selva baja caducffolia , en palmares 

, en suelos calizos, o bien en lugares entre los 1500 y 2500 metros sobre el nivel del mar, 

florece de septiembre a marzo, fructifica de febrero a junio. La distribución de esta 

leguminosa en la República Mexicana comprende los Estados de México, Moreles; 

Guerrero, Puebla y Oaxaca. Otros nombres con los que se conoce a Acacia bilimekii son: 

TehulsHe y Espino. 

111.7. Usos de Acac//J blllmeJdl. 

Medicinal.- La cáscara se utiliza para lavar heridas (evitando asi infecciones). 

Curtidurfa.- La cáscara (por sus taninos). 

Construcción.- Se utilizan el tronco y las ramas. 

Combuatible.- B tronco y las ramas. 

Forrajero.- La vaina es su estadio inmaduro se utiliza para la alimentación de las cabres. 
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Capitulo IV 

PARTE EXPERIMENTAL 

La leguminosa silvestre estudiada pertenece al género Acacia (Acacia bI7imef<j¡J, la 

cual es originaria del estado de Puebla. Fue recolectada y clasificada en el año de 1996 

por el Biólogo José Luis Contreras Jimenez, Investigador del Helbario de la Benemérita 

Universidad Aut6noma de Puebla (HUAP). 

PREPARACION DE LA MUESTRA 

1.-Se separó la vaina de la semilla del fMo. 

2.-La semilla y la vaina de Acacia bilimef<ji se sometieron a una molienda por separado en 

un molino Thomas Wiley modo 4, con malla de 1 mm de diámetro. 

3.-Las muestra molidas se guardaron en frascos de vidrio y se utilizaron pera los análisis 

de nutrimentos y componentes tóxicos. 

4.-EI estudio incluyó el análisis químico proximal de la vaina y la semilla por separado 

siguiendo las técnicas descritas en el AOAC, así como las determinaciones de protelna 

verdadera, aminoácidos (incluyendo trpi6fano), tóxicos naturales, digastibilidad "in vitre", 

digestibilidad ruminal 'in vitro" 

Análisis proximal (39): 

Humedad 

Cenizas 

Proteína cruda 

Grasa cruda 

Fibra cruda 
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Hidratos de carbono calculados por diferencia. 

Determinaci6n de proteína verdadera(40,41) 

Determinaci6n de aminoácidos(42) 

Determinación de triptofano(43,44) 

Análisis de componentes antinutricionales y tóxicos: 

Inhibidores de tripsina(45) 

Hemaglutininas (lactinas) (46,47) 

Saponinas(48) 

Glucósidos cianogénicos (49) 

Alcaloide.(50) 

DigestibUidad proteinica 'in vitre' (51) 

Digestibitidad "in vitre' con líquido ruminal (52) 

DETERMINACION DE PROTCINA VERDADERA 

Fundamento: La téa1ica se basa en la solubUlzaci6n del nitrógeno no proteinico; asi, 

como de la protelna soluble con la posterior precipitación de dicha proteína con tungstato 

de sodio. Esto con el fin de eOminar el nitrógeno no proteinico que puede interferir en la 

determinación del nitrógeno por microKjeldhal. 

Material y Reactivos, 

'Digestor TECA TOR Mod. AS 20/40 

'Destilador KJEL TEC AUTO 1030 ANAL YZER 

'Tubos para digestión de 75 mi TECA TOR 

'Agitador magnético marca CORNING Mod 10. 

'Papel WHA TMAN 11 4 

'Mezefa digestiVa (1) 
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·Peróxido de hidrógeno al 30% RA 

·SoIución precipitante (2) 

·Hidróxido de sodio al 40% RA 

·Sulfato de potasio R.A. 

·Acido bórico a11% con indicadores (3) 

·Acido clorhidrico valorado 0.01N 

Preparaci6n: 

1. Se mezclan durante 30 minutos los siguientes reactivos. 3 g de CuS04 5H20, con 300 

mi de H2So. y 100 mi de H,Po.. 

2. Solución precipitante: Disolver 5 g de tungstato de sodio y 1.51 g de N82HP04 12 H20 

en 20 mi de agua, alladir 22 mi de HCI 2N, mezclar y afQr8r a 50 mi con agua 

destilade. 

3. Acido bórico al 1 % con indicadores: Pesar 10 g de ácido bórico y disolverlos en agua 

destilade, adicionar 10 mi de vede de brnmocresol (100 mg disue~os y aforados a 100 

mi con metano~ y 7 mi de rojo de metilo ( 100 mg disueltos y aforados a 100 mi con 

metanol), llevar a un volumen final de 1000 mi con agua destilada. Se ajusta el écido 

bórico a un color café rojizo. 

Procedimiento: 

1. Pesar de 50 - 100 mg de muestra finamente molida en un vaso de precipitados de 50 

mi, agregar 5 mi de agua caliente y agitar mecánicamente por 15 minutos. Agregar 2 

mi de solución precipitante y dejar en reposo por 5 minutos. Transferir 

cuantitativamente para su filtración en papel whatman No 4, utilizando 25 mi de agua 

destilada caHente y ligera succión. 

2. Colocar el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestión. Agregar 0.5 g de 

K2S0., 5 mi de la mezcla digestiva y colocar en el digestor (previamente calentado a 
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370"C) por 15 minutos. Después de ese tiempo, retirar, dejar enfriar y añadir 3 mi de 

H202 AL 30% e introducir nuevamente al digestor. Calentar hasta que la digestión sea 

completa (aproximadamente 30 minutos). 

3. Una vez efectuada la digestión se deja enfriar y se procede a realizar la destilación y 

tituladón para determinar el contenido de nitrógeno. Una vez fríos los tubos, 

agrega~as 25 mi de agua destilada e inmediatamente después colo""r los tubos en la 

cámara lateral del KJELTEC AUTO 1030 ANALVZER, colocando primero los blancos 

y después las muestras. Al carrar la puerta del compartimento lateral, la destilación y 

titulación se efectúa automáticamente. Anotar el volumen de HCI gastado, abra la 

puerta y cambie el tubo. 

(P-B) x N x rneq x 100 

%N = --------
m 

%Protelna m %N2 X F 

Donde: 

P = mi de HCI 0.01 N usados para titular la muestra. 

B = mi de HCI 0.01 N gastados para titular el blanco. 

N = Nonnalidad de la soluci6n de HC!. 

meq = miliequivalentes de nitrógeno (0.014). 

F = Factor de conversión (6.25). 
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DETERMINACION DE AMINOACIDOS 

Fundamento: Se basa en la realización de una hidrólisis ácida (HCI 6 N a 145° C) de la 

proteina de la muestra para romper los enlaces peptidicos logrando asi la libaración de 

los aminoácidos, después mediante un autoanalizador de aminoácidos se logra la 

separación y la cuantificación de los mism9s, El autoanalizador basa su funcionamiento 

en una cromatografia de intercambio iónico en donde se separan los aminoácidos, 

posterior a la separación OCUrre una reacción con ninhidrina formando un compuesto 

colorido que permite la determinación colorimétrica de cada aminoácido prasente en la 

muestra. 

Material y Reactivos: 

°Autoanalizador de aminoácidos TECHNICON Mod. NC-2P 

°Rotavapor BÜCHI Mod R 

°Potenciómetro CORNING Mod. 10 

°DigestorTECATOR Mod. AB-20/40 

°Vortex LABLlNE Mod. Super-Mixer No. 1290 

°Adaptador para filtración con jeringa MILLlPORE XX30-012-OQ 

°Membrana MILLlPORE tipo HAFT 025 00 (tamaño de poro 0.45I'M) 

°Tubos de cultivo de pared gruesa con tapón de rosca y cubierta interior de teftón marca 

PYREX No 9826. 

°Microjeringa HAMILTON Mod. 1001-LTN. 

° Acido clorhídrico 6N 

°Metilcelosolve al 50% 

°Amortiguadorde Acetato d sodio 0.4 N (a) 

°Sulfato de hidrazina (b) 

°Ninhidrina ( c ) 
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"SoluCión lavadora (d) 

"Amortiguador de diluCión (e) 

"Amortiguadores de Acetato para regeneración y eluCi6n (1) 

"Hidróxido de sodio 0.1 N 

Preparación: 

a) Amortiguador de acetato de sodio 4 N: Colocar aproximadamente 3 litros de 

agua destilada en un dispositivo de agitaCión, agregar lentamente 1.312 g de 

acetato de sodio anhidro para prevenir la cristalización, de ser necesario puede 

calentarse para la completa solubillzadón de la sal. Una vez fría la solución se 

la agregan 400 mi de ácido acético gladal lentamente y se deja enfriar. Aforar 

a 4 litros. 

NOTA 1: El pH de este amortiguador debe ser de 5.51 ± 0.02, si se requiere 

ajustar se debe usar álcali o ácido concentrado. 

b) Su~ato de hidrazina: Disolver 1.049 g de su~to de hidrazina en agua destilada 

desionlzada, a continuación agregar 0.4 mi de áddo sulfúrico cencentrado 

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

de 4 litros. Para su conservad6n se requiera adicionar 0.8 mi de ácido 

caprilice. 

e) Ninhldrina: Disolver 40 g de ninhidrina en 2 litros de meti~celosolve, a 

continuación adicionar lentamente 1 litro del amortiguador de acetato de sodio 

4 N, por último se lleva a un volumen final de 4 litros. 

NOTA 2: Tener cuic;tado de no tener contacto directo con la ninhidrina. 

d) SoluCión lavadora: Agua-Etanol (3:1 v/v) con hidroquinona al 0.01% como 

agente antioxidante. 
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e) Amortiguador de dilución: se prepara una solución de ácido clorhídrico 0.2N (A) 

Y una solución de cloruro de sodio 0.2 N (11.69 g JI) (B). Se toman 50 mi de A y 

33.3 mi de B, se lleva a 200 mi con agua destilada, adicionando hidroquinona 

al 0.01%. El pH del amortiguador debe 59r de 1.50±0.05. 

f) Amortiguadores de acetatos para regeneración y elución: La preparación 59 

presenta a continuación y en la tabla 1 se muestra los reactivos y las 

cantidades de los mismos. 

Forma de preparar las soluciones amortiguadoras. 

1.- En un recipiente con agitación 59 pone la mitad del volumen de agua y 59 disuelven 

todos los sólidos. 

2. - Adicionar los reactivos líquidos o las soluciones correspondientes a exepci6n del ácido 

caprflico, el cual se adiciona hasta después de ajustar el pH. 

3. - Agregar agua hasta un volumen aproximado de 900 mi, de tal manenI qua 59 tenga 

un margen para poder ajustar el pH 

4.- Ajustar el pH con ayuda de un potenciómetro en escala expandida el cual 59 calibró 

previamente con buffer de referencia pH = 4. OO. Aforar en un matraz volumétrico de 1 

litro con ayuda del ácido caprilico para romper la espuma. 

5.- Filtrar con papel filtro Y vacío para eliminar cualquier partícula extraI\a , ya qua estas 

soluciones pasarán por la resina de intercambio iónico. 

6.- El amortiguador ajustado y aforado 59 vaeia en un recipiente que contenga la cantidad 

especificada de ácido capnlico en la tabla 1. 

BUFFER 1 Regeneración de la resina 

BUFFER 2 Elución de aminoácidos ácidos y neutros. 

BUFFER 3 Elución de aminoácidos básicos. 

NaOH 0.2 N Lavado de la resina. 
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Procedimiento: 

HIDRÓLISIS Y PREPARACION DEL HIDROUZADO 

l.-Pesar dentro de un tubo de hidrólisis la cantidad de muestra (A) finamente molida y 

desengrasada (cuando el oontenido de grasa sea mayor al 5 '!'o). Adicionar oon cuidado la 

cantidad de ácido clorhídrioo 6 N (B), resbalandolo por las paredes tratando de que toda 

la muestra se humedezca oon el reactivo; de ser necesario para lo anterior se puede 

ayudar de un agitador mecánioo (Vortex). 

0.05 X 100 

A= 

%P 

4X 100 

B= 

Donde: 

A = Cantidad de muestra en gramos 

B = mi de ácido ( HCI6N) 

%P 

%P = Ponoentaje de proteína en la muestra 

2.-Una vez pesada la muestra y agregado el ácido, se le insufla nillÓgeno durante 

30 segundos aproximadamente, cenrar el tubo oon un tapón de rosca. 

3.- Colocar el tubo en el digestor a una temperatura de 145OC±1, durante 4 horas. 

El digestor se calienta previamente. 
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REACTIVO 

Acetato de sodio 

anhidro 

Acido acético glacial 

Solución de acetato 

de zinc 0.5 M 

Alcohol etlUco 

absoluto 

Alcohol benzUico 

Hidroquinona 

(antioxidante) 

Solución BRIJ-35 al 

20'14> (MERK .1962) 

EOTA (Sal dlsódica) 

Hidróxido de sodio 

(lentejas) 

Ac'ldo caprlUco 

(conservador) 

Agua desioni;ada 

«1 ppm Na+) 

AjustedepH 

(escala expandida) 

I Na +¡ 

( Zn++] 

BUFFER 1 

BUFFER 2 

BUFFER 3 

NaOH 0.2 N 

TABLA 1 

Preparación de los amortiguadores 

BUFFER 1 BUFFER 2 

4.1g 5.0g 

20.0 15.0 mi 

0.6 mI 

7B.Oml 7B.Oml 

0.119 0.119 

8.0rnl e.Oml 

0.19 

0.2 mi O.2ml 

1.01 1.01 

4.0±O.02 4.1i<l.02 

0.05 M 0.08 M 

O.OM C.OOO3M 

RegeneraCIón y eqUlllbno de la resina 

EludOn de aminoácidos liados y neutros 

Eludón de aminoácidos bésicos 

Lavado de la resina 

25 

BUFFER3 

87.09 

20.0 mi 

2.0 mi 

11.0ml 

B.O mi 

O.2m! 

1.01 

5.3 i<l.02 

1.06 M 

O.OO1M 

NaOH2N 

8.0g 

1.01 

0.2M 

O.OM 
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4.-Transcurridas las 4 horas dejar enfriar el tubo y agregar 5 mi de estandar interno 

de norteucina SmM, homogenizar y transferir cuantitativamente a un matraz de 

bola de 100 mi, ejuagar el tubo con solución lavadora, incorporar este volumen al 

hidrolizado. 

5.- lavar nuevamente el tubo de hidrólisis con solución lavadora, resuspender el 

residuo y evaporar el disolvente en el rotavapor hasta sequedad. 

6.- Resuspender el residuo con la solución lavadora, es importante que el volumen 

no sobrepase los 20 mI. 

7.- Ajuslar el pH del filtrado a 6.8±0.2 con un potenciómetro de escala expandida. 

Si se forma precipitado, filtrar a través de papel filtro doble (Whatman # 52) con 

ayuda vaclo. lavar el residuo con agua desionizada y aforar a 25 mi con agua 

desionizada. En caso de que la muestra no vaya a ser empleada en ese momento, 

se le insuna nitrógeno y se guarda en congelador. 

INYECCION DEL HIDROLIZADO 

1.- Diluir el hidrotizado tomando 1 mi del mismo y 1 mi del amortiguador de dilución 

(pH = 1.5), con esto los aminoácidos pasan a su fonna catiónica. 

2.- Tomar el hidrclizado diluido con una jeringa de 5 mi y filtrar a través del 

dispositivo millipom descartando las primeras 5 gotas. 

3.- Con una microjeringa se inyectan de 100 a 200 l' del hidrolizado en la columna 

de intercambio iónico del autoanalizador de aminoácidos. 

SEPARACION y CUANTIFICACION 

Una vez que el hldrolizado ha sido inyeclado en la columna catiónica la 

separación de los aminoácidos ocurre en una fonna secuencial pues el aparato 

bombea los amortiguadores de dfferente pH a través de la columna lIevandose a 

cabo la elución de los aminoácidos. Los aminoácidos ya separados reaccionan con 
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ninhidrina, pasan por un bailo de aceite a 89"C y desarrollan color, el cual es 

detectado en un colorimetro que está conectado a un registrador que grafica el 

área correspondiente a cada aminoácido. 

Antes de llevar a cabo el análisis de aminoácidos de las muestras debe correrse 

un estandar de aminoácidos de concentración conocida ya que sobre éste se 

basarán los cálculos. A continuación se muestran las condiciones fisicas y el 

programa utilizado para el análisis realizado. 

Condiciones ffsicas. 

Tamano de la columna 470 X 4 mm 

Apertura del empaque de la columna 420 mm ± 5 

Temperatura de la columna 6QGC 

Velocidad de flujo de los amortiguadores 0.6 mllmin 

Velocidad de flujo del nitrógeno O.32mUmin 

Temperatura del bano de reacción sgoc ± 0.5 

Sensibilidad del registrador 2.5U 

Velocidad de la carta 3.0 mmlmin 

Programa 

PASO TIEMPO CARACTERIZACiÓN 

2 

3 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

2 

6 

110 

120 

2 

6 

10 

16 

46 

Amortiguador # 1, metikelosolve 

Amortiguador ti. 2. metil-celosolve 

Amortiguador # 2, ninhidrina, registrador 

Amortiguador # 3, ninhidrina, registrador 

NaOH O.2N, metikelosotve, registrador 

Amortiguador # 1, metil-celosolve, registrador 

Amortiguador # 1. rnetil-celosolve, apaga registrador 

NaOH O.2N, metil-celosotve 

Amortiguador# 1, metil-celosolve 

NOTA: En todos los pasos hay flujo de sulfato de hidrazins. 
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Célculos: 

Previamente hay que correr una solución estandar de aminoécidos que contenga 

O.025)!M de cada uno, para de este aminograma obtener el área de cada uno de 

los aminoácidos. 

Tanto en el estandar como en las muestras se debe incluir una cantidad constante 

del aminoácido sintético norleucina ( estandar intemo) para poder hacer los 

cálculos en base a los llamados equivalentes de norleucina de cada uno de los 

aminoácidos. 

Enaa = Anstd I Aastd 

Donde: 

Enaa = Equivalente de norleucina del aminoácido correspondiente 

Ansld = Area de norleucine en el estandar 

Aasld = Area del aminoácido correspondiente en el estandar 

Del aminograma del hidrolizado de la muestra, se calcula el área bajo la 

curva de cada uno de los aminoácidos, así como el área de norleucine en el 

correspondiente aminograma, para lo anterior es conveniente trabajar con la mitad 

superior de cada uno de los picos, para evitar trabajar con la línea base que en 

ocasiones es demasiado irregular, así a continuación se muestran los cálculos que 

a continuación se deben desarrollar para cada uno de los aminoácidos en donde 

se expresa su contenido en mg del aminoácido por gramo de nitrógeno de la 

muestra. 

Aaa = Baa X Haa 

Aaa X Enaa X J.lMstd X Pmaa X A 

mgaa IgN = 

AnmXaXmgNm 
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Donde: 

Aaa = Area del aminoácido en el aminograma de la muestra 

Baa = Base a la mitad del pico 

Haa = Altura del pico desde la linea base 

Enaa = Equivalentes de norleucina del aminoácido correspondiente en el estandar 

IIMstd = Micromoles del aminoácido en el estandar 

PMaa = Peso molecular del aminoácido 

A = Aforo (mi) 

ANm = Area de norleucina en al aminograma de la muestra 

a = Alicuota inyectada en mi 

mgNm = miligramos de nitrógeno de la muestra hidrolizada 

DETERMINACION DE TRIPTOFANO. 

Fundamento: Debido a que la hidrolisis ácida ( que se usa comunmente para la 

delllrminación de la mayoría de los aminoácidos de una pro1llina ), destruye 

completamenlll al triptofano; se realizará una hidrolisis alcalina (con uOH 4N a 

145OC) de la proteina y una vez liberado el triptofano se someterá a reaccionar con 

el reactivo de AMich (p-dimetil-aminobenzaldehido en medio ácido ) que nos 

producirá un derivado colorido, proporcional al contenido de este aminoácido. 

Material y Reactivos: 

"Tubos de cultivo de pared gruesa con lapón de rosca y cubierta inteiror de teflón 

PVREX No 9826 

"Digestor marca TECA TOR mod AB-20/40 

"Espectofotómetro SEQUOIA-TURNER modo 340 

"Potenciómetro CORNING modo 10 
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·Hidróxido de litio 4N 

·Solución lavadora agua-etanol (3:1) 

• Acido orto-fosfórtco concentrado 

·Solución estandar de triptofano (5O(.lg I mi) 

• Acido clorhídrtco concentrado 

·Solución de p-dimeti~aminobenzaldehido 810.5% en ácido dorhídrtco 

concentrado 

·Nitrito de sodio al 0.2% 

Procedímento: 

En un tubo de pared gruesa y tapón da rosca se coloca la cantidad de muestra de 

acuerdo al contenido de proteína. 

100 X 100 

mg muestra = 
%ProIeína 

A continuación se le adiciona con mucho cuidado la cantidad de álcali 

necesarta, teniendo la precaución de no salpicar la muestra en la pared del tubo. 

400 

mi de álcali = 
% Proteína 

Una vez que se tiene la cantidad de muestra y álcali adecuado se le insufla 

nitrógeno durante 30 segundos aproximadamente, se ciena el tubo perfectamente 

y se coloca en el digestor que debe estar en 145"C. B tiempo de hidrólisis va de 4 

8 8 horas, dependiendo del contenido de proteína de la muestra. 
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Contenido de proteina 

<35% 

35-64% 

>64% 

Tiempo de hidrólisis 

8 horas 

6 horas 

4 horas 

Transcurrido el tiempo de hidrólisis se deja enfriar el tubo, ya fria se 

transvasa el contenido del tubo a un vaso de precipitados, lavando el tubo con 

solución lavadore (aproximadamente 20 mijo Se neutraliza el hidrolizado con ácido 

orlofosfórico y se filtra sobre papel de filtración rápida en un buchner con ayuda de 

vacio, lavando el residuo con solución lavadora caliente, al hidrolizado ya filtrado 

se le checa el pH ( pH = 7) se afora a 50 mI. 

Se toman 3 alicuotas de 2 mi cada una del hidrolizado ( uno de los tubos 

nos servirá como blanco J, adicionara uno de los tubos 7.5 mi de ácido clorhidrico 

concentrado, mientra que a los otro dos se les adiciona 7.5 mi de ¡>dimetil

aminobenzaldehido en medio ácido, se agitan y se dejan en reposo 15 minutos en 

la oscuridad. 

Una vez transcurrido el tiempo se les adiciona 0.5 mi de nitrito de sodio, se 

agita nuevamente se deja en la oscuridad por 15 minutos para que desarrolle la 

coloración; por último se lee en el espectofot6metro a 590 nm, usando el tubo del 

blanco pare ajustar a cero el espectofotómetro. 

Se corre al mismo tiempo una curva estandar de triptofano de O a 100 ~g, 

tomando alicuotas de 0.0, 0.4, 0.8, 1.0, 1.6, 2.0 mi de la solución estandar de 

triptofano y llevando a 2 mi con agua destilada. 
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Cálculos: 

9 triplofano/100g de muestra = 

Donde: 

1= .,g de triplofano, oblenido por interpolación 

A = Aforo 

a = Alicuota 

m = mg de muestra 

% = porcienlo de proteina en la muestra 

tXA X 10 

aXmX%P 

COMPONENTES ANTINUTRlCIONALES y TOXlCOS 

INHIBIOORES DE TRIPSINA. 

Fundamento: La técnica 58 basa en poner en contacto el extracto acuoso directo o 

diluido de una muestra con una solución estandar de Tripsina (40 mglml) 

posteriormente se determina la actividad proleolítica remanente usando un sustrato 

sintético (Benzoil-arginina-p-nitroanilida [BAPNA], el cual producirá coloración que 

es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de Tripsina y que se lee 

en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 410 nm. Dicha coloración es 

inversamente proporcional a I contenido de inhibidores de tripsina en la muestra. 

La reacción que se Reva a cabo es la siguiente: 
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H:!N, .. NH 

9 
(9H:!h 

NH-CH-~-NH 
TRPSINA • 
pH 8.2J37"C 

¿;o~ 
N02 

Benzoil-arginina-p-nitroanilida 

(BAPNA) 

Materlal y Reactivos: 

'Potenciómetro CORNING Mod. 10 

Benzoil-arginina 

• Parnll!! con agitación magnética THERMOLYNE Mod. SP-13025 

• Baño maría GRANT Mod. SE10 

• Espectrofotómelro SEQUOIA TURNER Mod.340 

• Mezclador de tubos LAB-UNE Mod. SUPER-MIXER 

• NaOH 0.01N 

• Solución amortiguadora de TRIS pH 8.2 Y 0.05M (a) 

• Solución BAPNA (b) 

• Acido acético al 30% 

• Solución estandar de tripsina (e) 

• HCI 0.001 N 

Praparación: 

+~ 
N~ 

p-flitroani li da 
(pigmento amarillo) 

a. Solución amortiguadora Tris (hidroximetil-amino-metano): pesar 6.05 g de 

tris y 2.94 g CaCI2 2H20, disolve~os en 900 mi de agua destilada. Ajustar el pH a 

8.2 Y aforar a 1 litro. 
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b. Solución de benzoll-arginina-p-nitroanilida (BAPNA): disolver 100 mg de 

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

bañ? de agua a 37 oC, se afora a 250 mi con amortiguador Tris previamente 

calentado a 37 oC. Esta solución se prepara el mismo dia de su uso y se mantiene 

a 37 oC. 

c. Solución estandar de Tripsina: pesar con mucha exactitud 4 mg de 

tripsina bovina (SIGMA T -8253) Y se disuelven en 200 mi de HCI 0.001 N. Esta 

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

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

Procedimiento: 

PREPARACION DEL EXTRACTO: 

. 1. Pesar 1 gramo de muestra (finamente molida y desengrasada cuando el 

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

de NaOH 0.01 N, ajustar el pH de la suspensión a 9.6±O.2 y aforar a 50 mi con 

NaOHO.01N. 

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

agitación por espacio de 2 horas y media a 300 r.p.m. Daspués de dicho tiempo 

retirar el magneto y dejar reposar el extracto durante media hora. 

3. Dacantar el sobrenadan\e y eliminar el residuo insoluble. El sobrenadante debe 

Ser diluido de tal manera que 1 mi del extracto prOduzca una inhibición entre 40 y 

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

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 el 

volumen final de cada tubo a 2.0 mi con agua destilada. 

2. Adicionar a todos los tubos 2 mi de tripsina a 37 oC agitando cada tubo con el 

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

reacción. 

3. Colocar todos los tubos en el baño de agua a 37 oC y dejar incubar durante 10 

min para qué entren en contacto inhibidor y enzima. 

4. Adicionar a cada tubo 5 mi de solución de BAPNA a 37 Oc y volver a colocar los 

tubos en el baño de agua para incubarlos durante 10 mino Deba controlarse 

estrictamente el tiempo sobre todo después de adicionar el BAPNA para lo cual 

puede emplearse un cronómetro. 

5. Detener la reacción enzimática añadiendo 1 mi de ácido acético a cada tubo a 

excepción de los blancos a los cuales ya se les habia adicionado. 

6. Es frecuente la formación de precipitada o el enturbiamiento de la mezcla de 

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

sobrenadante y posteriormente la porción residual a través de papel Whatman # 1. 

El filtrado deberá estar translúcido. 

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

esquemática la serie de tubos para la determinación de actividad inhibitoria. 
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TABLA 2 

T""" mJ ".. mlH20 mi Sld. Trtpsina ~. mi BAPNA mmIn.. ---37"c ("""1 

.\ 1.8 0.2 2.0+1.0 mi Aac" 5.0 0.0 

1 1.8 02 2.0 5.0 1.0 

B2 l.' 0.8 20+1.0 mi Aett 5.0 0.0 

2 l.. D .• 2.0 5.0 1.0 

B3 1.0 1.0 2.0+1.0 mi Aac" 5.0 0.0 

3 1.0 1.0 2.0 5.0 1.0 

54 O .• \.' 2.0.1.0 mllvIt;" 5.0 0.0 

• O •• l.' 2.0 5.0 1.0 

BR 0.0 2.0 2.0.1.0 mi '-f' 5.0 0.0 

R 0.0 2.0 2.0 5.0 1.0 . . . 
A los blancos les adloona enseguIda 1 mi de ácido acétiro 30% . 

7. La lectura de cada tubo se reali2.a en el espectrofotpmetro a 410 nm en el 

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

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

contiene 0.0 mi da extracto (40 mg tripsina/10 mi) es nuestra referencia y sobre 

este tubo se basarán los cálculos. 

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

arrastran coloraciones del extracto directo provocando interferencias en el momento 

de leer en al espectrofotómetro, de este modo mediante el blanco se hace una 

corrección. 

Célculos: 

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

incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm por 10 mI de mezda de 

reacción descritas por Kakade y colaboradores. La actividad de los inhibidores de 
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Tripsina se expresa en ténninos de UnidadeS de T~ lnhiIida (tlT.!.). La 

lectura de absorbancia (A), puede ser transformada dioedameule en .. Iidades de 

tripsina: 

U.T. =Ax 100 

Ya que se tiene una serie de aliaJo!es, se tendrán a su vez una serie de 

valores de U.T., es conveniente deIenninar el 'lb de ilhilicióll para" waI se toma 

como referencia el tubo 3 que es el que contiene 1 mi de exfIacID. Si el 'J(, de 

inhibición no cae dentro del rango de 40 al6O'Ib de á.ibicióll es ni ea .... riioohacer 1m 

ajuste del extracto para que cumpla este requisito 

'J(,lnhibición = __ R~';'é-'A3=--_ 

Donde: 

R = U.T. de la referencia 

A3 = U.T. del tubo 3 

m = peso de la muestra en gramos 

Para obtener los valores conespondienIes de U.T.I. se lI!SIan los vaIonIs de 

U.T. al dato de referencia y posteriOll1l9lile se poam caIcuIaI" el ....... de U.TJ.hnI 

de cada una de las alicuotas. 

U.T.!. = R - U.T. 
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Donde: 

R = Valor de unidades de tripsina de la referencia 

Cuando se grafica la actividad enzimática Inhibitoria (U.T.I.lml) vs. mi de 

extracto de prueba, se observa una correlación lineal negativa de donde se puede 

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

Tripsina 
Inhibida 
(UTVml) 

Gráfica U.T.II mi vs. mi de extracto 

B (Valor extrapolado) 

Volumen extracto (mi) 

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

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

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

valor promedio de la serie de alícuotas y reportar en U.T-I.lml. 

U.T.l.lml = UTII mi de extracto 

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

mg de muestra: 

U.T.L/mg muestra = B x F X 50 
1000 
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Donde: 

B = valor extrapolado o promedio en U. r.1.I mi 

F = Factor de dilución, el cual depende de la(s) dilucion(es) realizada(s). Cuando se 

tiene el extracto directo F=l. 

HEMAGLUTININAS 

DETERMINACION SEMI CUANTITATIVA 

Fundamento: La determinación se basa en el poder aglutinante que tienen cierlos 

componentes de naturaleza protéica hacia los eritrocitos. Se emplea la técnica de 

microtitulac:ión basada en una serie de microdiluc:iones donde el punto final de 

aglutinación se determina mediante una estimación visual con un dispositivo 

espec:ificp, para ello se requiere que los eritrocitos sean sensibilizados mediante 

una protea..,. En el presente estudio se Uevó a cabo la determinación 

semicuantitativa de hemaglutininas con eritrocitos de hamster. 

Material y Reactivos: 

• Agitador magnético con tacómetro THERMOL YNE 

• Centrífuga DYNAC 

• Tubos de centrífuga de 15 mi graduados PYREX 

• Incubadora BLUE,M 

• Espectrofotómetro COLEMAN Mod Junior IIA 

• Adaptador para celdas de 10 x 75 mm con abertura de 1 cm2 

• Filtro de vidrio de poro grueso 

• Microcli1utor de 50 mi MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA) 

• Pipeteador de gota de 50 mi DYNATECH 

• Placas para aglutinación tipo V 
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• Pipeta automáüca de 12 canales LABSYSTEMS 

·Sangre de hamster sensibilizada 

• Sangre da vaca sensibilizada 

• Solución salina al 1 % 

• Solución salina al 0.9% 

• Solución anücoagulante (a) 

• Solución de proteasa al 0.1% en solución salina (b) 

• Tripsina de panereas porcino SIGMA T-8128 

• Pronasa de S. grisens SIGMA P-SOOS 

Preparación: 

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

anücoagulantes la heparina o citrato en las siguientes concentraciones: 

15-20 UI de heparina por mililitro de sangre 

0.1 mi de solución de citrato por mi de sangre 

Si la sangre no se va a usar de inmediato y se desea conservar en 

refrigeración por unos dias, lo más conveniente es emplear la solución ALSEVER 

como anticoagulante en proporción 1: 1. Esta solución es muy recomendable para 

mantener la sangre de hamster. 

b. En ténninos generales se us.a tripsina al 0.1% en solución salina, para el 

proceso de sensibilización; sin embargo, cuando se. emplea sangre de cualquier 

roedor (hamster, ratón, rata, etc.) se recomienda sensibilizar con pronasa al 0.2% 

en solución salina. 
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Procedimiento: 

PREPARACION DEL EXTRACTO DE LA MUESTRA: 

1. Suspender 1 g de muestra finamente molida y desengrasada (cuando sea 

necesario) en 10 mi de solución salina al 1%. 

2. Extraer por agitación mecánica durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura 

ambiente. 

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

insoluble. 

4. Filtrar el sobrenadante a través del filtro de vidrio de poro grueso, si es necesario 

se lava el residuo con solución salina al 1%. 

5. Aforar el filtrado a 10 mi con solución salina al 1%. 

PREPARACION VE LA SANGRE: 

1. Una vez sangrado el animal, colocar la sangre en un matraz pequeño que 

contenga la solución anticoagulante, homogenizar suavemente. 

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

a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos, 3 veces con solución salina al 0.9%. La relación 

sangre:solución salina es 1:5 aproximadamente. Si la sangre no está muy 

hemolizada es suficiente realizar dos lavados (el sobrenadante debe ser incoloro). 

3. Después del último lavado, medir en el tubo de centrifuga la cantidad de paquete 

de eritrocitos y diluirtos al 4%, para lo cual se debén agregar 24 mi de solución 

salina al 0.9% por cada 1.0 mi de globulos rojos. 

41 



-

SENSIBILIZACION DE LOS GLOBULOS ROJOS: 

1. Por cada 10 mi de suspensión de globulos rojos al 4% agregar 1 mi de solución 

de proteasa (para sangre de hamster se emplea pronasa al 0.2% y para sangre de 

vaca se emplea tripsina al 0.1 %) Y colocarlos en la incubadora a 37 OC durante 1 

hora. 

2. Transcurrido el tiempo de sensibilización centrifugar para eliminar la enzima 

sobrenadante y dar 3 lavados con solución salina al 0.9% centrifugando a 1,500 

r.p.m. durante 10 minutos. Es importante realizar los tres lavados para eliminar 

completemente la enzima. 

3. Después del último lavado resuspender el paquete de eri!JOcitos; por cada 1.0 mi 

de paquete dEl erttrocitos sensibHizados se agregan 19 mi de solución salina al 

0.9% (la suspensión queda al 5%). Cuando se observa que la sangre tiene algunos 

coagulos, es necesario filtrar a través de gasa en un embudo de tallo corto. 

AJUSTE DE LA SUSPENSION DE ERITROCITOS: 

1. Tomar 1 mi de la suspensión de globulos rojos sensibilizados y agregar 4 mi de 

solución salina al 0.9%, homogenizar suavemente. Se lee en el espectrofotómetro a 

620 nm; se ajusta a 100% de transmitancia usando solución salina al 0.9% como 

blanco. 

2. Diluir la suspensión hasta que la lectura sea de 25%±1 de transmitancia. Al final 

la suspensión debe quedar al 4% y dar dicha lectura de transmitancia en el 

espectrofotómetro a 620 nm. 

PREPARACION DE LAS PLACAS. 
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1. Con ayuda de la pipeta automática de 12 canales depositar 50 mi de solución 

salina al 0.9% en cada pozo de las placas tipo V del microtiter, evitando tocar las 

paredes de los pozos. 

2. Con un microdilutor tomar 50, mi 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 mlcrodilutor sea el adecuado para 

lo cual se emplea una placa de prueba. 

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

sensibilizados en cada pozo, se rota la placa en forma circular y se incuba a 370 C 

durante 1 hora. 

LECTURA 

Transcurrido el tiempo, colocar la placa en el dispositivo de lec:tura teniendo 

cuidado de no agitar la placa. Se observa a través del espejo el fondo de los pozos 

de cada hilera de prueba. Se considera positivo aquel pozo que presente una 

cflfusión de eritrocitos en todo el pozo (aglutinación) y negativo aquel pozo donde se 

observe sedimentaci6n de erltocitos en el centro. Se reporta la máxima diluci6n 

donde se presenta aglutinaci6n (título). 

SAPONINAS 

DETERMINACION SEMICUANTITATIVA 

Fundamento: La determinación está basada en al aprovechamiento de la 

capacidad hemolitica de las saponinas sobre eritrocitos de conejo. Se emplea un 

método de microtitulaci6n (como en la determinación de hemaglutininas) en el cual 
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se pone en contacto un extracto metan6lico de la muestra, resuspendido en 

solución salina, con los eritrocitos sensibilizados. 

MATERIAL y REACTIVOS 

• Equipo para extracción de grasas Goldfisch LASCONCO 

• Vasos de borde esmerilado KIMAX 

• Rotavapor SÚCHI Mod R 

• Incubadora SLUE-M 

" CentñfugaDYNATECH 

• Tubos para centrifuga de 15 mi graduados PYREX 

" Placas para hemólisis tipo U 

• Pipeta automática de 12 canales LABSYSTEMS 

" Microdilutores de 50 mi MICROmER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA) 

• Pipeteadores de gota de 50 mi DYNA TECH 

" Eter de petroleo RA 

" Mezcla metanol-agua 85: 15 

"Solución salina al 0.9% 

• Eritrocitos de conejo sensibilizados (a) 

" Pronasa al 0.2% (Pronasa de S. 9risens SIGMA P-5005) en solución salina al 

0.9% 

• Solución estandar de saponinas (saponina de quillaJa SDH y dig~onlna SIGMA) 

(b) 
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• Placas para hemólisis tipo U 

• Pipeta automática de 12 canales LABSYSTEMS 

• Microdilutores de 50 mi MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA) 

• Pipeteadores de gota de 50 mi DYNA TECH 

• Eler de petroleo R.A. 

• Mezcla matanoHigua 85:15 

• Solución salina al 0.9% 

• Eritrocitos de conejo sensibilizados (a) 

• Pronasa al 0.2% (Pronasa de S. grisens SIGMA P-5005) en solución salina al 

0.9% 

• Solución estandar de saponinas (saponina de quillaja BDH y digitonina SIGMA) 

(b) 

Preparaci6n: 

a. La preparación de la sangre de conejo se lleva a cabo de la misma forma 

que en la determinación de hemaglutininas. empleando pronasa al 0.2% para la 

sensibilizadón de los eritrocitos. 

b. Solución estander de saponinas: preparar una soludón de saponinas al 

0.5% en soludón salina 0.9% empleando una mezcla 1:1 de sapoina de quillaja y 

dignonina. 

Procedllmiento: 

PREPARACION DE LA MUESTRA 

1. Pesar 7.5 9 de muestra en un cartucho de celulosa. Colocar el cartucho en el 

extractor de grasas Goldfish y desengrasar con éter de petróleo (igual que en la 

determinación de grasa cruda). 
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EXTRACCION DE SAPONINAS 

1. Sobre la muestra desengrasada y empleando el mismo extractor Goldfish, se 

lleva a cabo una extracción con 50ml de mezcla metanol-agua 85:15 durante 2 

horas y colocando el control de temperatura al máximo. Debe emplearse un vaso 

de borde esmerilado limpio. 

2. El extracto metanólico se transfiere del vaso a un matraz bola de 100 mi y se 

concentra con el rotavapor hasta sequedad. Es importante eliminar todo el metano!. 

3. Resuspender el residuo del matraz bola con solución salina al 0.9%. Filtrar a 

través de papel Whatrnan No. 4 y aforar el filtrado a 100 mi con solución salina al 

0.9%. 

PREPARACION DE LAS PLACAS 

Las placas tipo U se preparan de la misma manera como se preparan las 

placas para la determinación de hemaglutininas. En cada placa se aplica en una 

hilera del estandar de saponinas como control positivo, de la misma forma como se 

aplica el extracto de las muestras; y se siguen los mismos pasos hasta la 

incubación a 370C durante 1 hora. 

LECTURA 

Transcurrido el tiempo de incubación se colocan las placas en el dispositivo 

para lectura, se consideran positivos aquellos pozos que se observen translúcidos 

(hemólisis) y negativos aquellos pozos donde se presente sedimentación de 

eritrocitos en el centro del pozo. 

CALCULOS 

Se reporta con respecto a una mezcla estándar de referencia de saponinas, 

tomando la máxima diluCión donde se presente hemólisis (titulO). 
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donde: 

Dado a que se realiza una dilución senada, se tiene la siguiente fórmula. 

Mg de muestra = concentración del extracto. 

2 

t = titulo de hem6lisis. 

Se reportan unidades hemoliticas por miligramo de muestra (U.H. I mg de muestra) 

. Por definición un miaogramo del estándar de saponinas es equivalente a 10 

unidades hemoliticas. 

GLUCOSIDOS CIANOGENlCOS 

Fundamento: El presente método aprovecha la reacción sensible y específica de 

Guignard, la cual es ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la detección 

tanto de glucósidos cianogénicos como del propio HCN. Para cuantificar el HCN 

totel que potencialmente puede ser liberado se hace uso de una hidrólisis 

enzimática (por medio de una b-glucosidasa) del correspondiente glucósido 

cianogénico, el HCN liberado reacciona con el ácido picrico formando la 

isoporpunna de color café rojizo, el color es directamente proporcional al contendio 

de HCN que a su vez proviene de los glucósidos cianogénicos presentes en la 

muestra. Con el método antenor, se pueden detectar hasta cantidades del orden 

de 5 microgramoss de HCN que equivalen a 46 microgramos de glúcosido 

cianogénico (refendo a linamanna). 
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NO, NO, 

NO, 

ACUlO PICRICO 

+2HCN 

MATERIAL Y REACTIVOS 

OH 

NO'*NHOH 
medio O 

a1caüno .. + 1/2 en 
CN CN 

NO, 
ISOPURPURINA 

• Baño de agua con agitación LAB-lINE INSTRUMENTS 

• Incubadora BLUE-M 

• Congelador comercial 

• Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER Mod 340 

• Tubos de cultivo con tapOn de rosca PVREX No. 9826 

• Solución de I>glucosidasa SIGMA G-8625 oon activador (a) 

• Solución de picrato de sodio alcalinizada (b) 

• Papel indicador de HCN (e) 

• Solución estandar de HCN equivalente a 100 mg de HCN/ml (24. 1 mgKCN/1 00 mi) 

• HCI 0.5N 

• Amortiguador de fosfatos pH=7.0 (d) 

• Fécula da maíz comercial. 

Preparación: 

a. Solución de p-glucosidasa con activador. pesar 0.25 g de p-glucosidasa y 

disolver1os en buffer de fosfatos pH=7.0, agrtando con cuidado para evitar la 

fonmación de espuma. Una vez disue~a la enzima se agregan 1.7 9 de NaN03 que 
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actúa como activador de dicha enzima. aforar a 250 mi con buffer pH 7.0. La 

concentración final es de 1 mg de b-glucosidasa Iml y 0.08 M de NaN03· 

b. Solución de picrato de sodio alcalinizada: pesar 2.5 9 de ácido pícrico y 

disolve~os en agua destilada. agregar 12.5 9 de carbonato de sodio. agitar hasta su 

disolución. aforar a 500 mi con agua destilada. 

c. Papel indicador de HCN: sumergir papel Whalrnan No. 2 en una solución 

de picrato de sodio alcalinizada (b). escurrir y secar en esMa a una temperatura de 

55-60oC durante 30 minutos. Cuando esté seco. cortar tiras de 2><10 cm. 

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

indica a continuación: 

A: Solución de fosfato de sodio monobásico 0.2 M (27.8 9 en 1 1) 

B: Solución de fosfato de sodio dibásico 0.2 M (53.65 g de Na2HP04 

7H20 ó 71.7 9 de NazHP04 12H20 en 11) 

Mezclar 39 mi de A Y 61 mi de B y aforarlo a 200 mI. Finalmente se ajusta el pH a 

7.0 empleando el potenciómetro. 

Procedimiento: 

LIBERACION DEL HCN DE LA MUESTRA 

1. Pesar de 20 a 500 mg de muestra finamente molida en un tubo de cultivo Pyrex. 

Si no se tiene información sobre el contenido de glucósidos cianogénicos en la 

muestra se pesan 500 mg. El ensayo se hace por duplicado. 

2. Adicionar 5 mi de solución de p-glucosidasa (fría) procurando humedecer toda la 

muestra. Homogenizar. 
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3. Colocar la tira de papel indicador humedecida (aproximadamente con 8 gotas de 

agua) en la boca del tubo sin tocar las paredes y cerrar hermeticamente con el 

tapón de rosca. (FIG.1) 

TUBO 

INDICADOR 

MUESTRA 

FIG.1 

4. Colocar los tubos en el baño de agua que ya debe estar a una temperatura de 40 

OC y con el control de velocidad de agitación ajustado a 3.5 rpm por espacio de 4 

horas. 

5. Transcurrido el tiempo, colocar los tubos en el congelador durante 30 minutos. 

6. Sacar los tubos del congelador y destapar para adicionar 1 mi de HCI 0.5N (frlo). 

Volver a tapar los tubos. Homogenizar teniendo la precaución de que el líquido no 

toque el papel indicador. Si se usan los tapones adecuados, la tira de papel 

quedará adherida al tapón y no se presentarán problemas de manipulación. 

7. Colocar los tubos en la incubadora por espacio de 30 minutos a 60 oC. 

Transcurrido el tiempo sacarlos y en ese momento se puede realizar visualmente la 
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detección cualitativa. Aquellos tubos que presenten una coloración café-rojiza se 

consideran positivos y se procederá a realizar la detección cuantitativa 

DETERMINACION CUANTITATIVA. 

Se procede a recuperar el papel indicador y se coloca en un tubo de cultivo, se le 

adicionan 20 mi de agua destilada, se tapa y se agita vigorosamente de 2 a 5 

minutos, con el fin de extraer el pigmento isopurpurina del papel indicador en el 

agua; se recupera el solvente (agua), eliminando los residuos del papel, por una 

simple filtración con papel de filtración rápida. 

Cuando sea necesario se puede hacer otra adición de agua, para extraer por 

completo el pigmento. 

La solución filtrada se lee en el espectofotómetro a 520 nm, previamente ajustado a 

100% de transmitancia con el blanco correspondiente (todos los reactivos excepto 

la muestra). 

Curva estándar. Para su elaboración, se usa una solución de KCN cuya 

concentración equivale a 100 microgramos de HCNlml, además con el fin de 

simular la interacción muestra·HCN liberado, se introduce en la curva estándar la 

llamada matriz alimenticia, en este caso es fécula de maiz comercial. 
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TABLA 3 

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR 

ml de solución réwlademalz mi buffer pH 7.0 i.!l!L. Hel O.5N (frio) -- (mg) 
~o&.> 

0.0 500 5~0 1.0 

0.05 500 5.0 1.0 

0.10 500 5.0 1.0 

0.20 500 5.0 1.0 

0.40 500 5.0 1.0 

0.00 500 50 1.0 

La curva estándar va de 5 a 60 microgramos de HCN, ya que fue el rango 

óptimo encontrado en la respuesta de concentración de HCN vs 0.0. (r = 0.99), en 

donde se cumple la ley de Lambert Beer. 

Cálculos 

Una vez que se tiene elaborada la curva estándar, el valor obtenido de absorbancia 

de la muestra se puede interpolar o calcular de acuerdo a la ecuación de la 

regresión lineal para obtener el contenido de HCN (x) en la muestra. 

Para tener el resultado en mg de HCN/100 g de muestra se utiliza la siguiente 

ecuación. 

XxOx100 
mg HCN /100 9 de muestra = 

m 

Donde: 

x= mgde HCN 

D=número de veces que se adicionaron 20 mi de agua (dilución) 

m= mg de muestra 

52 



ALCALOIDES 

DETERMINACION CUAUTATIVA. 

Fundamento: La determinación está basada en la extracción de lOS alcaloides con 

metanol y la posterior acidificación del extracto para después someterto a un 

ensayo con 7 reactivos para alcaloides. El precipitado formado con los reactivos 

varia en cantidad con los diferentes alcaloides por lo que puede hacerse una 

estimación aproximada de la concentración de alcaloides. 

MATERIAL y REACTIVOS 

• Rotavapor BOCHI Mod R 

• Matraces bola de 100 mi PYREX 

• Papel fiHro Whatman No 4 

• Parrilla da agitación CORNING Mod PC-351 

• Estufa de vacío LAB-UNE 

• Acido nítrico 30% o d=1.180 

• Acido sulfúrico 1 % 

• Acido silicotungsténíco (4H2Q..SO¡?-12WO¡?-22H20) 

• Metanol R.A. 

• Sulfato de sodio anhidro 

• Reactivo de Mayar (a) 

• Reactivo de Wagener (b) 

• Reactivo de Dragendorff (e) 

• Reactivo de Sonnensciheín (d) 

• Reactivo de Hager (e) 

• Reactivo de Scheibler (f) 
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• Reactivo de Acido Silicotungsténico (g) 

Preparación 

a. Reactivo de Mayer. disolver 1.36 9 de HgCI2 en 60 mi de agua y aparte 

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

con agua destilada 

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

20 mi de agua; aforar a 100 mi con agua destilada. 

c. Reactivo de Dragendorff: disolver 8 g de nitrato de bismuto 

pentahidratado en 20 mi de HN03 al 30% (d=1.18) Y 27.2 g de KI en 50 mi de 

agua. Se mezcan las 2 soluciones y se deja reposar 24 horas. Decantar y aforar a 

100 mi con agua destilada. 

d. Reactivo de Sonnenschein: a 100 mi de solución calienta de molibdato de 

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

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

adicionar 10 mi de ácido nitrico concentrado; se fonna un precipitado amarillo, dejar 

reposar 1 hora. Eliminar el liquido sobrenadanta, resuspender el precipitado en 50 

mi de agua destilada y calentar. Cuando ya está caliente, se le agregan 100 mi de 

solución caliente de carbonato de sodio anhidro (28 g en 100 mi de agua), se forma 

una solución clara que se trasvasa a una cápsula de porcelana y se evapora a 

sequedad; flamear con un mechero bunsen la superficie del pOlvo hasta que se 

encienda para evaporar las sales de amonio. El polvo se pesa en un vaso de 

precipitados (deben obtenerse aproximadamente 30 g). y disolverlo en 200 mi de 

agua destilada caliente, calentar y adicionar 50 mi de ácido nitrico concentrado. 
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Aforar a 300 mi con agua destilada. Se obtiene una solución clara amarilla de 

~cido fosfomolibdico. 

e. Raactivo de Hager: preparar una solución saturada de ácido pícrico, esto 

es: 2.0 9 en 100 mi de agua. 

f. Reavtivo de Scheibler: disolver 10 g de tungstato de sodio y 7 9 de fosfato 

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

g. Reactivo de Acido Silicotungsténico: disolver 5.0 9 de ácido 

silicotungsténíco en la cantidad necesaria de ácido sulfúrico 6N para preparar 100 

mi de solución. 

Procedimiento 

1. Pesar de 2 a 4 9 de muestra seca y molida, adicionar 40 mi de metanol, agitar y 

dejarta toda la noche. 

2. Al día siguiente calentar durante 4 horas a 50 oC en baño de agua con agitación 

interrumpida. 

3. Filtrar el extracto y lavar .1 residuo con 20 mi de metano!. Transferir el filtrado a 

un matraz bola de 100 mi y con ilyuda del rotavapor evaporar el metanol hasta 

sequedad. 

4. Resuspender el residuo con 2 mi de metanol y 12 mi de Hel al 1%, agitar. 

5. Repartir el residuo resuspendido en 7 porciones empleando una pipeta Pasteur y 

ensayar cada porción con cada uno de los reactivos de alcaloides, a continuación 

se presenta un cuadro de losreaclivos y el precipitado caracteñstico que fonman al 

ponerse en contacto con soluciones aciduladas que contienen alcaloides. 
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REACTIVO PRECIPITADO 

Mayer pp blanco 

Wagner pp floculento color marrón. 

Dragendorff pp anaranjado-marrón. 

Sonnenchein pp amarillo 

Hager ppamanllo. 

Scheibler pp blanco-grisáseo 

Acido Silicotungsténico pp blanco-grisáseo 

Debido a la frecuencia de reacciones falsas-positivas con los reactivos comunes de 

alcaloides, solo se considera como positiva la presencia de este tipo de 

compuestos, cuando cualquiera de las fracciones A y B den reacción positiva con 

los 7 reactivos referidos anteriormente. Hay que mencionar que el reactivo de 

Hager (ácido pfcrico) debido a su baja sensibilidad, cuando da reacción negativa y 

todas las demás dan reacción positiva, este resullado se puede descartar, 

considerando positiva la presencia de alcaloides en la muestra. 

DETERMlNACION DE DIGESTlB1UDAD PROTEINlCA "IN VlTRO" . 

Fundamento: La técnica está basada en la simulación de la digestión. Para ello se 

pone en contacto la muestra con pepsina en medio ácido y posteriormente con 

pancreatina, realizandose así una digestión enzimática semejante a la que es 

llevada a cabo en los monográstricos. 

Material y Reactivos: 

<Baño de agua con agitación y control térmico LAS- UNE INSTRUMENTS 

56 



"Tubos de cultivo de pared gruesa con tapón de rosca y cubierta de tenón PYREX 

No 9826 

"Digestor TECATOR Mod. AB-20/40 

"Destilador KJELTEC AUTO 1030 ANAL VZER 

"Tubos para digestión de 75 mi TECATOR 

"Balanza analitica 

"Pepsina al 0.3% en HCI 0.1 N 

"Pancreatina al 4% en buffer de fosfatos pH = B.O ± 0.1 

"Na OH 0.2N 

"Papel WHA TMAN No 542 

"Mezcla digestiva (a) 

"Sulfato da sodio RA. 

"Peróxido de Hidrógeno al 30% 

"Hidróxido da sodio al 60% 

"Acido bórico con indicadoras (b) 

"Acido ctorhidrico 0.001 N 

"Buffer de fosfatos pH = 8.0 ± 0.1 (e) 

(a) y (b). Se preparan igual que pare proteina cruda 

(e). Se preparan dos soluciones. 

A: Pesar 27.8 g de fosfato monobásico de sodio, disolver y aforar en un litro de 

agua destilada. La solución resultante es 0.2M. 

B: Pesar 53.85 g de fosfato dibásico de sodio heptahidratado, disolver y aforar a un 

rrtro con agua destilada. La solución resultante es 0.2N. 

Tomar 5.3 mi de A y 94.7 mi de B, llevar a 190 mi , ajustar el pH y aforar a 200 mI. 
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Procedimiento: 

1. Pesar aproximadamente 0.750 g de proteína (máximo 2 9 de muestra). 

2. Agregar 20 mi de pepsina al 0.3 % en HCI 0.1 N. Dejar en agitación a 37·C por 3 

horas. 

3.Transcurridas las 3 horas, adicionar 10 mi de NaOH 0.2N para nuetralizar. 

4. Agregar 20 mi de pancreatina a14% en buffer de fosfalos pH = 8.0 ± 0.1 . Dejar 

con agitación a 37"C durante 24 horas. 

5. Al día siguiente filtrar cuantitativamente a través de papel Whatman 542, 

utilizando 25 mi de agua destilada caliente y con ayuda de ligero vacío. Determinar 

las proteínas del residuo por el método del Kjeldahl (como se realizó para la 

determinación de proteína cruda, solamente que aquí es necesario agregar 9 mi de 

mezcla digestiva), de manera simultanea se corren los blancos (todos los reactivos 

excepto la muestra). 

Cálculos: 

%digestibilidad 

Donde: 

( % P.T.muestra - % P.T.residuol X 100 

% P.T.muestra 

P.T. muestra = Proteína total de la muestra. 

P.T. residuo = Proteína total del residuo. 

DIGESTIBILIDAD RUMINAL "IN VITRO". 

Fundamento: La técnica está basada en la simulación de la digestión de los 

rumiantes. Para ello se pone en contacto la muestra con líquido ruminal; de esta 
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fonna se desarrolla una digestión bacteriana y posterionnente con pepsina ácida 

se realiza una digestión enzimática. 

Material y Reactivos: 

'Baño de agua con agitación y contnolténnico LAS- UNE INSTRUMENTS 

'Tubos de cultivo de pared gruesa con tapón de rosca y cubierta de tefión PYREX 

No 9826 

'Balanza analitica 

'Papel WHATMAN No 541 

'Solución amortiguadora de McOungan (a) 

'Solución de pepsina ácida (b) 

'Solución amortiguadora, liquido ruminaJ (e) 

'Solución de ácido domidrico 6N 

'Solución de dururo de magnesio al 4% 

'Solución de ácido domidrico 3N 

'Bióxido de carbono 

-Liquido ruminaJ.(d) 

(a). Para la solución amortiguadora se preparan dos soluciones. 

Solución 1:Disolver 3.7g de fosfalo dibásico de sodio y 9.89 de bicarbonato de 

sodio, aforar con agua desionizada a 1 litno 

Solución 2: se pesan los siguientes reactivos en mencionadas proporciones: 

Clururo de sodio 4.7g 

Clururo de potasio 5.7g 

Cloruro de calcio 0.4g 

Cloruro de magnesio 0.6g 

Se llevan a un volumen de 100 mI. 
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La solución amortiguadora se prepara adicionando 10 mi de la solución 2 a un litro 

de la solución 1, se agita durante 15 minutos. Las soluciones deben de prepararse 

el mismo día de su uso. 

(b).0.2 g de pepsina se disuelven en 1 mi de ácido dorhidrico 6N, esta relación 

debe ser por tubo. 

(e) Solución amortiguadora-liquido ruminal:se obtiene el liquido ruminal de una vaca 

fistulada, filtrando el liquido a través de una gasa (para retener el alimento que el 

liquido ruminal pudiera arrastrar consigo). Es importante mantener la temperatura 

del liquidO ruminal (38"C) y ambiente anaerobio. Para trat¡3r de conservar las 

condiciones del rumen, el liquido ruminal se puede transportar en un recipiente 

termo al cual se le insufla cen para mantener condiciones anaerobias. Se ajusta el 

pH de la solución amortiguadora a 7 (cada tubo requiere de 5 mi de solución 

amortiguadora ajustada), se adiciona 1 mi de la solución de doruro de magnesio al 

4% por cada litro de solución amortiguadora a utilizar. Tomar 5 mi de esta solución 

ajustada y se mezdan con 15 mi de líquidO ruminal (esta relación es por tubo). 

Introducir en un baño de agua a 38"C la solución amortiguadora-liquido ruminal se 

le burbujea Ce:. por espacio de 5-8 minutos. 

Procedimiento: 

1. Pesar 0.25g de muestra finamente molida en cada tubo ( la determinación se 

hace por triplicado) 

2. Adicionar a cada tubo 20 mi de la solución amortiguadora - liquido ruminal a 

38°C, tapar los tubos con el tapón e introducirtos al baño de agua previamente 

calentado a una temperatura de 38OC. 

3. Tapar el baño donde están los tubos para mantener las condiciones de oscuridad 

del rumen, accionar la agitación y dejartos durante 48 horas. 
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4. Transcurrido este tiempo, sacar los tubos del baño, adiciona~es 0.05 mI de ácido 

clorhidrico 3N, para detener la digestión bacteriana, enseguida adi~e a cada 

tubo 1 mi de la solución de pepsina ácida , agitar suavemente tos tubos para 

mezclar bien la pepsina, tapar e introduci~os al baño nuevamente, dejaOOs durante 

48 horas. 

4. Al término de este tiempo sacar los tubos del baño y filtrar (con ayuda de Yacio) 

Su contenido sobre papel Whatman 541 previamente puesto 8 peso constante a 

100"C , lavar el residuo con agua destilada y finalmente introducir el papel con el 

residuo en la estufa para la eliminación de la humedad a 100"C, hasta peso 

constante, de manera simultánea se corren blancos (todos los reactivos exepto la 

muestra). 

Cálculos: 

% Digestibilidad = M.S. (M S.""'" M.S, ....... ¡ X 100 
M.S. 

M.S. = Gramos de muestra seca = muestra - (muestra X humedad) 
100 

Donde 

%Digestibilidad = 'Yo de digestibilidad de la muestra 

M.S. = Gramos de muestra seca. 

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

M.S.blanco = Peso del residuo seco del blanco en gramos 
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Capitulo V. 

RESULTADOS y DISCUSION: 

En las tablas 4 y 5 se presentan los resultados del análisis quimico proximal (en 

base húmeda y seca respectivamente) de vaina y semillas de Acacia bilimekii. 

En la semilla el resultado más interesante fue el contenido de proteína cruda, ya 

que se observó un valor del 35.5% (en base seca) valor superior al presentado por la 

mayoría de las leguminosas, mismo que se encuentra alrededor del 20%. Así mismo los 

porcentajes de extracto etéreo (6.51%) y de fibra cruda (13.07%) obtenidos en la semilla 

fueron mayores a los reportados para otras especies de leguminosas. 

Con respecto a los hidratos de carbono asimilables y cenizas, se obtuvieron 

valores similares a los encontrados en la literatura para las leguminosas (13, 17). 

Los componentes mayoritarios de la vaina fueron la fibra cruda y los 

carbohidratos asimilables ya que en conjunto representan el 85.62% del peso en seco de 

la muestra, por lo que la vaina representa una fuente rica en este tipo de nutrimentos 

para rumiantes principalmente. 

Tabla 4 : Análisis proximal de Acacia bilímekií 9 I 100 9 de muestra. Datos en base 

húmeda. 

DETERMINACION SEMILLA VAINA 

HUMEDAD 9.74 •. 64 

CENIZAS 4.70 U3 

EXTRACTO ETEREO 5.68 0,47 

FIBRA CRUDA 11.80 47.41 

PROTElNA CRUDA 32.04 7.BO 

HIDRATOS DE CARBONO ASIMILABLES· 35.75 29.75 

"Hidratos de Carbono aSimilables calculados por diferenCia. 
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Tabla 5 : Análisis proximal de Acacia bilimekíi g I 100 g de muestra. Datos en base 

seca 

DETERMINACION SEMILlA VAINA 

CENIZAS 5.31 5.23 

EXTRACTO ETEREO 6.51 0.52 

FIBRA CRUDA 13.07 5247 

PROTEINA CRUDA 35.SO 8.63 

HIDRATOS DE CARBONO ASIMILABLES· 39.61 33.15 

• Hidratos de carbono aSimilables calculados por diferenCia. 

En la labia 6 se muestran los resultados obtenidos en la determinación de 

proteína verdadera de la vaina y la semilla del tehuistle. 

En esta determinación se comprueba que la semilla de Acacia bilimekii es una 

rica fuente de proteína, pero la cantidad del nitrógeno determinado por el método 

Kjeldahl no siempre corresponde al nitrógeno proteíco, por lo que hizo interesante la 

cuantificación de los demás compuestos que aportan nitrógeno en este determinación 

tales como los alcaloides, glucósidos cianogénicos y aminoácidos no proteinicos 

principalmente. 

Es importante mencionar que durante la determinación de proteina verdadera, al 

poner en contacto la harina de la semilla con agua se liberaron sustancias aromáticas, 

esto posiblemente limite el uso del fruto maduro de forma directa, por lo que se hace 

necesario un tratamiento térmico para eliminar este factor no deseado. 
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Tabla 6 : Contenido de proteína cruda, proteína verdadera y nitrógeno no proteínico en 

las muestra de Acacia bilimekii (g 1100g de muestra). 

Muestra: Semilla. 

Base I'\úmeda "'" """ 
Proteina cruda (~) 32.04 35.50 -_ .. ) 24.69 27.35 N_ ........ Ico( .. ) 22.94 22.96 

En la semilla encontramos que la diferencia entre el nitrógeno proteico y el no 

proteico se puede deber, a la escasa presencia de aminoácidos raros en la muestra 

como se verá mas adelante. 

Muestra: Vaina. -- ... .... 
Prdelna crudiI (,.) 7.80 8.63 

--('4) 5.~1 8.54 

-"'-") 24.23 24.22 

• 
En la tabla 7 observamos el contenido de tóxicos y factores antinutricionale. tanto 

en la vaina como en la semilla de Acacia bilimekii. 

En la vaina las saponinas se presentaron en mayor proporción obteniéndose un 

valor de 256.84 U.H.lmg de muestra, la semilla presentó un valor de 85.61 U.H.lmg de 

muestra los cuales son valores altos si se comparan con los valores reportados para la 

haba (42.1U.H.lmg de muestra) y alfalfa (21.3 U.H.lmg de muestra) (53). Este resultado 

concuerda con lo obtenido para las hemaglutininas en donde se observó hemólisis pero 

no aglutinación por lo que no podemos asegurar la presencia o no de hemaglutininas 
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Tabla 7 : Contenido de factores antinutricionales y tóxicos de Acacia bilimekii. 

....... v .... 

HemagJutlninas. No detectadas por este método No detectadas por este método 

(TItulo) 

Inhibidore& de tripslna. 13.31 No_ 

(UTII mg de muestra)· 

"-"",,,. 85.61 256.84 

(U.Hlmg da muestra) 

.....- - -GIuc6&Idos cianogénlcos. No_ No_. 

(mg HCW100g de 1TUlIdra) 

. -UTI - Unidades de tnpSln8 inhibida . 

En la determinación de saponinas, el est8ndar presentó un tftulo de 8 que corresponde a 684.9 U.H.lmg 

Los inhibidores de tripsina se presentaron en mayor cantidad en la semiUs y el 

valor obtenido es de 13.31 UHII rng de muestra, por lo que se hace necesario un 

tratamiento ténnico ligero para disminuir la cantidad de este tipo compuestos, ya que los 

valores reportados para Vicia faba, (haba) que es de 42.70 UTUrng de muestra (11). Los 

glucósidos cianogénicos no se detectaron por el método utilizado en este trabajo 

experimental. 

En la tabla 8 se visuliza la composición aminoacidica de la semilla de Acacia 

bilimekii en donde se observó que la muestra tiene un contenido de isoleucina y leucina 

más bajo que el patrón de la F.A.O., con respecto a la cantidad de treonina vemos que la 

diferencia entre las cantidades reportadas de nuestra referencia con la muestra no es 

muy grande. 

Las proteínas de Acacia bilimekií presentaron un contenido menor de 

aminoácidos aromáticos que la proteína de referencia, por lo que podemos decir que la 
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semilla no es rica en este tipo de compuestos pero tiene un score químico de más de 80 

para este tipo de compuestos. 

La cantidad de lisina que contiene la semilla de esta leguminosa tiene un score 

de 71.14, con esto podemos asegurar que la semilla del tehuistle se puede suplementar 

con cereales, pudiendose obtener de eslo proteína de mejor calidad. 

Los aminoácidos azufrados se presentaron en menor cantidad, principalmente la 

cisteína, la cual no fué detectada por método de intercambio iónico utilizado en este 

desarrollo experimentat, la bibliografía reporta que las leguminosas en general son 

deficientes en este tipo de aminoácidos. Otro aminoácido que se presentó en baja 

cantidad en esta muestra es el triptófano, observandose un valor por debajo del 

esperado, ya que las leguminosas tienen cantidad considerable de este aminoácido, 

suficiente como para suplementar la deficiencia de los cereales. 

En resumen podemos decir que la calidad de la proteina es buena si se 

suplementa con cereales, ya que es deficiente en aminoácidos azufrados y triplofano, 

pero tiene cantidades considerables de lisina y en los demás aminoácidos esenciales. 

En el aminograma se observaron dos picos en el registro cuyos tiempos de 

retención no corresponden a ninguno de los aminoácidos conocidos por lo que se 

supone la existencia de aminoácidos no proteicos. 
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Tabla 8 : Contenido de aminoácidos dispensables e indispensables en semilla de Acacia 

bilimekii (g 116g de N). 

- Patrón F AO·. Score Oulmico 

Acldo aspártlco 9.46 

Acido gJutémlco 12.90 

Serina 5.07 

P ..... 287 

Alanlna -+- GlIcina 5.72 H_ 
2.58 

........ 12.99 

1- 2.66 4.0 

""""" 8.69 7.04 

lJoIna 3.87 5.44 

T""""'" 3.37 4.0 

TripIofano 0.29 0.96 

v .... 3.88 4.96 

.......... 0.95 

T olal de Azufnsdo8" 1.00 4.72 

F_ 279 

Total de AromátIcos· .. 5.35 6.06 

'Contenldo de aminoáCIdos reportados para la prole,"a patrón de la FAO (54). 

""Total de S2ufrados = Mellonina + Cisteina. 

***Total de aromáticos = Fenilalanina + Tirosina. 

66." 

95,.03 

71.14 

84.25 

30.21 

74.19 

19.15 

87.99 

Como última determinación se realizó la prueba de digesllbilidad "in vitro' con la 

finalidad de conocer que porcentaje de la proteina es digerible para los animales 

monogástricos, aunque de antemano se supuso que el porcentaje de digestibilidad seria 

bajo, dado al contenido tan alto de fibra. Con esto se confirmó que esta semilla no es 

recomendable para alimentación de animales monogástricos (ver tabla 9). La 
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digestibilidad utilizando líquido ruminal arrojó valores por encima de los reportados en la 

bibliografía, ya que los valores por arriba del 45% de digestibilidad, se considera buen 

forraje(48). Por lo que creemos que es factible la utilización de este fruto en forma 

íntegra para la alimentación animal, previa eliminación de los inhibidores de tripsina 

presentes en las semillas, ya que se vio en este estudio que son los compuestos que 

limitan la utilización directa del tehuislle. 

Tabla 9 : Comparación de la Digestibilidad in vitro y la digestibilidad con liquido ruminal 

de la semilla del TehuisUe. 

"In lJIro" ('lo) 

19.29 45.92 

51,42 71.09 
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Capitulo VI 

Conclusiones: 

De acuerdo con los resultados obtenidos en el análisis químico proximal 

podemos asegurar que la semilla del tehuistle representa una buena fuente de 

proteina. Esta proteína es deficiente en aminoácidos azufrados y presenta una 

cantidad considerable de aminoácidos aromáticos, pero el contenido de triptofano 

resultó bajo para ser una leguminosa, contiene también una cantidad importante de 

lisina, con lo cual la suplementación con cereales es factible para mejorar la calidad 

de la proteina. 

En cuanto a fadores tóxicos y fado res antinutricionales en la semilla del 

tehuistte solamente se detectó inhibidores de tripsina en cantidad moderada, 

sustancia que limita la utilización directa de esta semilla en la alimentación animal por 

lo que se podria hacer necesario un tratamiento térmico para disminuir la 

concentración de estos compuestos. 

Los buenos resultados obtenidos en la digestibilidad in vitre con liquido 

ruminal hace que esta semilla sea una fuente alternativa en la alimentación para 

rumiantes. 
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