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Capitulo 1.
INTRODUCCICN.

La cubierta vegeta! de México es una de la mas variadas de la tierra, pues en su
territorio estan representados practicamente todos los ecosistemas gue se conocen en
nuestro planeta, desde los desiertos, hasta las densas y frondosas selvas, desde la
vegetacién netamente tropical, hasta los pdramos de alta montafia (1).

Aproximadamenie el 40% del teritorio de la repdblica mexicana lo conforman fas
zonas aridas y semiaridas en donde uno de los principales problemas lo constituye el bajo
nivel de vida, ademds de la baja productividad del sector agropecuario y la escasa o nula
utilizacién de los recursos naturales de dichas zonas (2).

En estos ecosistemas (zonas aridas y semiaridas) en donde los suelos son muy
salinos, existen temporadas largas de sequia; la vegetacion nativa consiste por lo general
en un complejo de cacticeas y arbustos, en donde estdn ampliamente representadas las
leguminosas (3).

Las semillas de estas leguminosas muestran un contenido de proteina alrededor det
12 - 55%, dependiendo de las especies, y condiciones agrondmicas principalmente. Estas
semillas constituyen una fuente de proteina basica en las dietas de todos los grupos de
poblaciones y su consumo es mayor en los paises en vias de desamolio principaimente de
América latina y Africa. En los paises desarollados muchas de las leguminosas se utilizan
como forraje rico en proteinas para produccién animal intensiva (4,5).

E! género Acacia es muy comtn en el tenitorio nacional; varias de sus especies se
encuentran distribuidas en los climas semiaridos ya que son constituyentes primarios de la
vegetacion, En estos sistemas, son utiizados como érboles omamentales, para fabricar

musbles (Acacia seyal), para obtencién de taninos (Acacia meamsi), en la elaboracién de



perfumes (Acacia famesiana), asi como también algunas son utilizadas como plantas
medicinales como es e! caso de Acacia bilimeki (6,7,8).

Debido a la poca importancia que se ies da a dichas zonas existe muy poca
informacién sobre la potencialidad como alimento que su flora puede tener. Aln con esto el
namero de especies de Acacia domesticadas y explotadas es una pequefa proporcién del
. totat (5,9).

En México se han ragistrado 1500 especies de leguminosas de las cuales
solamente 20 de ellas se consumen, siendo e! frijol (Phaseolus vulgars) de las mas
conocidas y consumidas(10).

Acacia bilimekii es una leguminosa la cual pertenece a la subfamilia de las
Mimosoideas, en general este grupo no properciona alimentos de consumo humano, pero
hay algunas especies que suministran sustancias comestibles(11), al ser consumidas por la
ganaderia caprina {12), puede ser una l‘uent_e alkernativa de materia prima en la
elaboraciéon de alimentos balanceados para la produccién animal(11,12). Por lo que es
interesante e! estudic bromatoldgico, toxicolégico, asi como también la evaluacion por
métodos quimicos de la calidad de la proteina de esta leguminosa.

Para tener un mejor aprovechamiento de estas fuentes alternativas de proteina es
de vital importancia conocer los recursos con los que cuenta nuestro pais resultando muy
importante la investigacién que sobre la flora silvestre se realice con el fin de evaluar su
posible uso en la alimentacibn del hombre y/o animales{8). Por lo antericrmente
mencionado, es interesante y necesario realizar investigaciones en feguminosas silvestres

originarias de nuestro pais como la Acacia bifimekis.



Capitulo Ii.

OBJETIVOS.
Objetivo general:
-Establecer el valor nutricio de Iz semilla del Tehuistle (Acacia bilimekii), con la
finalidad de que dicha informacién sirva para el aprovechamienio de esta
leguminosa en la alimentacién animal.
Objetivos particulares:
-Determinar el andlisis proximal de Acacia bilimekii.
-Evatuar el contenido de factores antinutricionales y tdxicos en la semilla del
Tehuistle.

-Conocer la digestibilidad in vitro y con liquido ruminal de [a semilla deiTehuistle.



Capitulo (11
GENERALIDADES:
1i.1. Descripcion Botdnica de Acacia billmekdi.

Las leguminosas constituyen una familia extensa de aproximadamente 18,000
especies, y ias plantas comprendidas dentro de este grupo varian de tamafio, desde las
pequefias hierbas anuales de las zonas éridas, hasta los grandes &rbolas que crecen en
los trdpicos y que producen vainas de hasta un metro de largo(13). Las semillas de estas
. leguminosas se encuentran contenidas en una vaina caracteristica y el contenido proteinico
de estas es alio debido s; la simbiosis que establecen con Rhizobium. Las raices tienen
nédulos que encierman a estas bacterias que desempefian un papel singular y vital en la
nutricién de estos vegetales(11).
| La subfamilia Papilioncidea es la que mas diversidad muesta de las tres
subfamilias en las que se dividen las leguminosas, es aqui donde se encuentran las de
gran importancia econdmica ya que comprende a oleaginosas (soya y cacshuate
principalments), las especies que se utilizan como forrajes (alfalfa), o bien semillas de
leguminosas utilizadas en la alimentaci6n humana como por ejemplo el frijol, habas,
chicharas, lentejas etc.

Las subfamilia Caesalpiniodea también incluye un nimero econdmicamente
importante de especies especiaimente en (as tribus Caesalpinieae y Cassieae, las cuales
son utilizadas para fines omamentales, asi como tambigén por su apreciada madera, como
fuente de taninos y algunas producen material comestible como el tamarindo(9).

La subfamilia Mimosoideae estd compuesta por cinco tribus y una de esas
tibus son las Acaciae, en donde unc de los géneros econdmica y ecolbgicamente

interesantes son las Acacias (8,14).



lil.2. Composicién Quimica de las Leguminosas.

Las proteinas se encuentran distribuidas tanto en el reino vegetal, siendo de gran
impartancia en la dieta del hombre, ya que las proteina forman parte de todas las céluias
que conforman los tejidos de! 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
albuminas se encuentran en un 8-10%. Las leguminosas son importantes productos
alimenticios en todos los palses en desamollo; en donde son la principal fuente proteica.
Son consideradas como un suplemento natural de [os cereales, aunque son deficientes en
los amino&cidos metioning y cisteina, pero contienen cantidades adecuadas de lisina y
triptofano, mientras que los cereales son deficientes en lisina pero tienen cantidades
considerables de metionina y cisteina con respecto a las leguminosas(15).

La proteina cruda de los alimentos se calcula en base al nirbgeno total, que
cominmente es determinado por ol método de Kjeldah!.

El facter que se utiliza para convertir a proteina el nitrégeno de ia mayoria de las
plantas es de 6.25. Este valor surge de la observacién de gue un buen nimero de
proteinas tienen un contenido de nitrdgeno del 16%. El contenido en nitrégeno de una
proteina varia de acuerdo al peso molecular de ésta y a la proporcién de los aminoécidos
presentes, es decir, & mayor contenido de aminodcidos bésicos, mayor contenido de
nitrégenc, y por [o tanto menor factor de conversidn(16).

Las leguminosas contienen det 57-65% de hidratos de carbono (principaimente
almidén) que en general es bien aprovechados por los organismos superiores. Es

importanta mencionar que existen algunos hidratos de carbono, tales como los



galactésidos, pentosas, y hemicelulosas que no son aprovechados por los animales
monogastricas(13).

La fibra cruda es un grupo importante de los carbohidratos, estd formada
principaimente por hemicelulosa, celulosa y la lignina, las cuales no son digeridas por el
sistema digestivo humano, sin embargo, los rumiantes si pueden aprovechar este tipe de
compuestos. La concentracion de estos hidrates de carbono es de 2 al 5% en las
leguminosas(17).

Las grasas constimypn alrededor del 1-2%, en peso de la mayoria de las
leguminosas. Solamente el cacahuale (Arachis hipogaea) y la soya (Ghcine max)
constituyan fuentes importantes de lipidos. Las grasas de las semillas de las leguminosas
son ricas en &cidos grases esanciales, tales como el araquidénico, linoleico y linolénico.

El residuo inorgdnico que queda después de que la materia organica se ha
incinerado denominado cenizas, constituye en las leguminosas el 2 al 4 %. Al igual que las
gramineas, ias jeguminosas tienden a tener concentraciones aitas de potasio y fésforo,
pero por lo regular son mucho més ricas que las gramineas en calcio y magnesio (18).
in.3. Contenido de Aminoicidos de las Leguminosas.

De los veinte aminodcidos, que conforman las proteinas, ocho son nutricionalmente
indispensables para el organismo humano, ya que este no es capaz de sintetizarlos, estos
son: Fenilalanina, Lisina, Isoleuging, Leucina, Triptofano, Valina, Metionina, y Treonina. Las
leguminosas son deficientes en los amino&cidos meticnina y cisteina, pero contienen
cantidades adecuadas de lisina y triptofano.

El resto de los aminodcidos se consideran nutricionalmente no indispensables
debido a que s& pueden sintetizar en los tejidos de! hombre a partir de los amino4cidos

gsenciales o de otras fuentes nitrogenadas(19).



El valor biologico o calidad nutritiva de las proteinas de las leguminosas (cuyo valor
oscila entre 70 y 80) esta limitado por la escasez relativa dentro de su estructura de uno o
mas aminoécidos indispensables(20).

Todos los aminodcidos indispensables deben estar presentes en la dieta, y para
tener una eficiencia 6ptima, deben encontrarse en canfidades adecuadas. Si falta uno de

los aminodcidos esenciales, el organismo no podria sintetizar una proteina nuava(21).

il.4. Téxicos Presentes en Alimentos de Qrigen Vegetal:

La naturaleza ha dotado a ciertas plantas la capackiad de sintetizar una amplia
variedad de sustancias quimicas, las cuales se sabe que actiGan como mecanismo de
defensa ya que ejercen ciertos efectos dafiinos cuando son ingeridas por el hombre o los
animales(10).

. A principios de este siglo se descubrié que las semillas de algunas leguminosas, al
incorporarse de forma cruda a dietas experimentales, los animales presentaban un
crecimiento anormal debido a la presencia de sustancias que se consideraron como tixicas
tanto para el homi:ra como para ios animales. Estos primeros estudios se deben a Osbome
y Mendel!, los cuales nombraron a estas sustancias como “Toxialbiminas® (22).

Es por esto que se considera importante la determinacién de sustancias tixicas que
afectan el aprovechamiento de las leguminosas, y sobre todo en las variedades que
constituyan una parte importante en la dieta de grandes grupos de poblacitn ya sean
humanos o animales. Sus efectos indeseables se pueden producir a diferentes niveles,
algunas de estas sustancias se denominan factores antinutricionales porque afectan ef
metabolismo de nutrimentos y otras son verdaderos tixicos porque afteran o producen
anormalidades fisiolégicas o morfolgicas de tefidos que no pueden atenuarse por una

suplementacion de la dieta(23).



Hemaglutininas.

En las semillas de las leguminesas y también en otras plantas existen sustancias de
origen protelnico las cuales son capaces de aglutinar los globulos rojos de distintos
animales; a estas sustancias se les conoce por el nombre de fitohemaglutininas o lectinas.

La primera descripcién de una lectina fué presentada por Stillmark que en 1889
estudié la semilla de ricino y atribuyé su toxicidad a una proteina que Hamd rcina.
Landstainer y Raubitscheck en 1808, encontraron en las leguminosas el grupne de lectinas
més importante, desde el punto de vista nutricional, observaron que los extractos producian
aglutinacién, pero en otros no se detectaba accién téxica al mismo iempo{22).

Posteriormente Summer aisld de una leguminosa (Canavalis ensiformis} una
globulina que llamd concavanina A y que presentd una actividad aglutinante. La
hermaglutinina de soya fue aislada por Liener y colaboradores en 1853, quienes estudiaron
sus caractaristicas quimicas y biolégicas(24).

Las lectinas son proteinas, algunas presentan uniones covalentes con axicanes y
otras contienen grupos sulfhvidrilos. Poseen una actividad especifica para ciertas moléculas
de azlcar, asi la actividad hemoaglutinante se explica muy probablemente por la reaccién
entre las lectinas con ciertos grupos receptores situados en la superficie de las membranas
de los glébulos rojos(22,24)

Para que una lectina prasente algin efecto darftino sobre ef organismo, es necesario
que resista el proceso de digestién.

Jaffé en 1960 encontrd que ia causa del efecto toxico de las lectinas ingeridas se
relaciona con su accién sobre la absorcién intestinal. Se supone que la lectina interacciona
con grupos receptores situados en la superficie de las células que conforman la mucosa
gastrica, de una manera semejante como se combinan con los glébulos rojos, interfiriendo

en la absorcién de nutrientes(25).



Se ha ohservado en estudios anteriores que cuando animales en expermentacion
consumen una dieta preparada con semillas de leguminosas con elevado contenido de
lactinas presentan diarreas, dafio hepéatico, absorcidén reducida de amincdcidos,
hipoglucemia, pérdida de peso, retardo en el crecimiento, y en algunos casos fa
muerte(26).

Las fitohemaglutininas como la mayoria de las proteinas, son termolébiles, y
generalmente su efecto téxico 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).

inhibidores de tripsina.

Los inhibidores de proteasas son también proteinas que fienen la capacidad de
inhibir Ia actividad proteolitica de cierlas enzimas. Los inhibidores de ftripsina son
probablemente los mas ampliamente distribuidos en el reino vegetal y particularmente en
las leguminosas. Actuan inhibiendo a la tripsinz, la cual es una enzima proteolitica de
suma importancia en la digestion de nutimentos en los humanos y animales
monogastricos(28).

Estos inhibidores de protaasas han llamado la atencién de los nutriblogos porque es
posible que tengan un papel importante en ! bajo valor nutritive de las proteinas vegetales.

En cuanto al mecanismo de inhibicién existen varias teorias entre los investigadores
erdre las cuales se menciona que:

-Los inhibidores de enzimas proteoliticas forrnan fuertes complejos con las enzimas que
eflos inhiben.

-La enzima e inhibidor experimentan algin tipo de interaccién enzima-sustrato.



-1 s inhibidores son resistentes a la protedlisis, aunque en la interaccién pusde ocumir la
roptura de algunos enlaces peptidicos(29).

Los inhibidoras mds estudiados son el de Kunitz y e! de Bowman-Birk. Entre la
proteasas inhibidas por estas sustancias estan las proteasas de tioles, pepsina, trombina,
colagenasas, y carboxipeptidasas(30).

£n los animales de experimentacidn que han sido tratados con extractos purificados
de inhibidores de tripsina, han presentado hipertrofia pancredtica, inhibicion en el
crecimiento y aumento en la secrecién de enzimas pancreaticas(31).

La mayoria de los inhibidores de tripsina en las leguminosas pueden ser destruidas
mediante el tratamientc térmico, con lo que se logra mejorar el valor nutritivo de la

proteina(23).

Glucésidos cianogénicos.

La presencia de glucbsidos cianogénicos enh el reino vegetal esta ampliamente
distribuida aungque en cantidades traza, Estos glucdsidos pueden contener en su molécula
un monosacarido generaimente glucosa, o bien un disacarido como la gentobiosa unidos a
un grupo ciano(22).

E! HCN es un potente inhibidor del sistema respiratorio a nivel celular, ya que su
sitio de accién es sobre ia citocromo oxidasa, la cual es el catalizador respiratorio terminal
de los organismos aerobios. Es dificit predecir las dimensiones del envenenamiento, ya
que la sensibilidad al HCN en los diferentes individucs es muy variable(31).

La amigdalina fué el primer giucésido cianogénico identificado en [as almendras
amargas, presentandose también en otras clases de semillas. La durrina se encuentra en
el sorgo y algunos pastos, en la linaza pedemos encontrer lotaustralina y linamarina, esta

ditima se presenta en diferentes variedades de leguminosas(22).
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Los glucosidos cianogénicos no son téxicos por si mismos, sino lo son por el HCN
liberado, la forma como se libera el HCN de estos glucosidos es por via enzimatica,
llegandose a presentar autélisis de estos compuestos, solo cuando se presenta un dafio
fisico en la planta. La liberacién espontanea del HCN en la planta depende de !a presencia
de una enzima especifica, la P-glucosidasa y agua, los enzimas se encuentran
extracelulares y actuan solamente despues 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
0.5-3-5mg/Kg de peso corporal. Con estas d‘osis se presentan sintomas iniciales de
adormecimiento peritérico con ligeros mareos, seguidos por confusién mental, cianocsis,
temblores, convuisiones, coma y finalmente la muerte. En caso de que fas dosis sean
menores a la dosis letal, puede presentarse dolor de cabeza, sensacién de opresién en la
garganta, palpitaciones y debilidad muscular. En estos casos el organismo es capaz de
llevar a cabo un proceso de destoxificacion, ya que existe una sulfotransferasa (rodanasa)
que cataliza la reaccién de! HCN con el ticsulfato formando sulfito y tiocianato que es

eliminado por [a orina{31,32).

Saponinas.

Son glucdsidos en los cuales una cadena de azucares estd unida a un aglicona o
sapogenina. La aglicona o sapogenina puede ser alcohol o fenol.

Las saponinas se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal {en
hojas, tallos y flores).

Las caracleristicas mas importantes de estos compuestos son: el sabor amargo,
forman espuma en soluciones acuosas, hemolizan eritrocitos, son muy téxicos para los

peces y anfibios y forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroides.
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La membrana celular de los erntrocitos estd constituida por esteroles, fosfolipidos y
proteinas. Se ha atribuido que €l punto de ataque en la hemélisis con las saponinas es el
colesterol de la membrana de los eritrocitos con e cual interactua, cambiando
dréasticamente [a permeabilidad de la membrana y provocando finalmente la roptura de ia
membrana con una pérdida inmediata del contenido celular.

Schmidt-Thome, estudiando esta reaccién encontraron que se naecesita una minima
cantidad de saponinas que rodeen a la membrana para que se produzca la hemélisis.

La velocidad de hemdlisis varia marcadaments con diferentes saponinas. A su vez
con una saponina dada la velocidad de reaccién sera diferente dependiendo de la clase de
eritrocito & probar.

De ascuerdo con lo anterior, el que una saponina sea incapaz de hemolizar, implicara
que carezca o que tiene menos afinidad por el colesterol(22).

En cuanto af contenido de saponinas en ciertos productos alimenticios, el estatus
‘dol Merk Index (1979) indica que précticamente las saponinas no son toxicas para el
hombre por ingestién oral(33).

Por ofro lado algunos autores si reportan cierta toxicidad oral en algunas saponinas
como se puede observar a continuacion;

Las dosis letales varian de 25 a 3000 mg/ Kg de peso corporal (Tal como se observa en la
tabla de toxicidad orat de algunas saponinas). Las saponinas normalmente crean lesiones
gastrointestinales, y si legan a la corriente sanguinea pueden hemolizar las células de los

giébulos rojos, producir fallas en la respiracién , convulsiones y coma(34).
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Tabla de toxicidad oral de algunas saponinas.

Fuente de saponina Animal Dosis  Dosificacién Referencia
Sapindus sapindus Ratén DL 3000 (Spector, 1856)

Ratén DL 1000 . (Spector, 1956)

Ratén Disge 50 (Vogel & Marek, 1962)
Agrosthema githago Conejo pL 56-52 [Spector, 1956}
{common corn cockle) Perro DL 20-25 (Spector, 1956)
Saponatia vaccaria Ratén oLse 950 (Abubakirov et. al. 1960)
Aesculus hippocastanum Rata Diso S0 {Abubakirov et. al. 1880)
(horse chesnut)
Hadera helix {ivy) Rata DLso 100 (Abubakirov et. al. 1860}
Gypsophila paniculata Rata bLse 50 (vogel & Marek, 1962}
Cyclamen eurspaeum Rata DLsy 160 (Voge! & Marek, 1962)
Digitalls purpurea Rata bisg 50 (Voge! & Marek, 1962}
(fox glove) Ratén Disoc 80 (Spectar, 1956)

L.a dosis letal ssta representada come DL
|.a dosis letal media este definida comeo DL 50.

Version condensada de datos recopitados por George (34)

Se ha observado que las saponinas de alfalfa y soya inhiben a ciertas enzimas,
como la a quimoetripsina , las proteasas de Triboliu y la colinesterasa , asi como las enzimas
concarnientes al ciclo det 4cido <¢itrico, la inhibicidn es no especifica y se ve suprimida por
Ia presencia de cualquier otra sustancia proteinica(35)

Se ha sugerido que la presencia de saponinas en las plantas es un mecanismo de
defensa, ya que inhiben el crecimiento de ciertos rﬁicroorganismos y protozoarios
patégencs. También se ha considerado que las saponinas pudieran ser material de

reserva,
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Alcaloides.

Son compuesios de estruciura compleja que contienen nitrogeno. Se encuentran
distribuidos en diversas familias de plantas en forma de &cidos orgdnicos, también se
encuentran en forma de glucésidos de la ramnosa, galactesa y glucosa, otras estan en
forma de ésteres de acidos organicos.

La clasificacion de los alcaloides en funcién a su estructura, es la siguiente:
Derivados de la omitina y lisina pirrolidinas, piperidinas, piridinas,

indolizidinas, tropanos.

Derivados del &cido nicotinico piridinas

Derivados de la fenilalanina y isoquinoleina

tirosina

Derivados del triptofano indoles, quinoleinas
Derivados de la histidina imidazoles

Alcaloides diversas purinas, macrociclos, etc.

Los alcaloides forman un grupo muy heterogéneo de accion farmacolégica potente
en los animales. No todos los alcaloides poseen la misma toxicidad, ni su efeclo téxico es
el mismo en todos ellos; asi, encontramos alcaloides neurotéxicoé, hepatotéxicos,
teratogénicos, cardiotdxicos, entre otros. Su accion, en general, sobre los humanos se da
sobre el sistema nervioso y &l enddcrino, siendo su accién, principalments sobre el sistema
nervioso{36).

Se ha considerado que los alcaloides son productos terminales del metabolismo del
nitrégenc en las plantas, como proteccion ¢ontra ataques de insectos y herbivoros, asi
también se ha sugerido que algunos intervienen estimulando y regulando actividades como

el desarrolfio, el metabolismo y reproduccién de la planta, como agentes destoxificantes.
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Los alcaloides son sintetizados a partir de los aminodcidos y su degradacion biolégica da

lugar a aminodacidos raros(37).

fll. 5. Digestibilidad en rumen anrtificial.

Se han empleado extensamente los estudios en rumen artificial con el fin de valorar
la utilizacién de distintas sustancias alimenticias especialmente los forrajes. Johnson en
1966, elaboré una revision de algunos de los métodos empleados. Aunque el
procedimiento puede variar de uno a ofro laboratorio, las necasidades escenciales incluyen
la fermentacién por parte de los microorganismos en el rumen scbre el sustrato que se
desea probar en un buffer durante un pericdo de tiempo. Para analizar cuantitativamente
los resultados se emplea la fermentacién de la celulosa o de materia seca.

Esta técnica requiere pequefias cantidades de material a probar y pueden valorarse
muchos forrajes en un pericdo de tiempo relativamente corto si lo comparamos con el que
se necesita en los ensayos de digestibilidad. Las posibliidades de un forraje nuevo, sobre
todo cuando el material del que dispenemos es limitado, son cbvias. itos Indices de
comrelacién entre la digestion in vitro de 1a celulosa o de la materia seca y la digestiom in
vivo de la materia seca son de 0.9 o incluso mas altos, permitiendo asi una estimacidén

bastants buena sobre ia digestibilidad del forraje ensayado (38).

ll.6. Aspectos Botdnicos de Acacla bilimekii,

Miranda y Hemandez incluyen al tehuistle (Acacia bilimekii) dentro del matorral
espinoso con espinas laterales. La vegetacidn consiste en agrupaciones secundarias
onginadas por la tala o destruccién de diversos tipos de selva; sobre todo la selva baja
caducifolia 0 selvas bajas espinosas. Acacia bifimekii se encuentra muy bien difundido en la

cuenca det Baisas. Este tipo de vegetaciéon encuentra aprovechamiento especial a través
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de la ganaderia caprina ampliamente desarroliada en Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Durango, Zacatecas, San Luis Potosi y Oaxaca (12). '

La clasificacion botdnica de esta leguminosa fué elaborada por Macbride en ¢l afio
de 1919, en donde en forma general se menciona que Acacia bilimekii es un arbol o
arbusto de hasia 6m de alto, que tiene su habitat en la selva baja caducifolia , en paimares
, &n 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 distribucion de esta
leguminosa en la Republica Mexicana comprende Jos Estados de México, Morelos;
Guerrero, Puabla y Oaxaca. Otros nombres con los que se conoce a Acacia bilimekii son:

Tehuistle y Espino.

1l.7. Usos de Acacia bilimekil.

" Medicinal - La céscara se utiliza para lavar heridas {evitando asi infecciones).
Curtiduria.- La cAscara (por sus taninos).

Construccitn.- Se utilizan el tronco y las ramas.

Combustible.- Ef ttonco y las ramas.

Forralero.- La vaina as su estadio inmaduro se utiliza para la alimentacién de las cabras.
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Capitulo IV

PARTE EXPERIMENTAL

La leguminosa silvestre estudiada pertenece al género Acacia (Acacia bilimekil), la
cual es originaria del estado de Puebla. Fue recolectada y clasificada en el afio de 1998
pot el Bidlogo José Luis Contreras Jimenez, Investigador de! Herbario de la Benemérita
Universidad Auténema de Puebla (HUAP).

PREPARACION DE LA MUESTRA

1.-Se separd la vaina de la semilla del fruto.
2.-La semilla y la vaina de Acacia bilimekii se sometieron a una molienda por separado en
un molino Thomas Wiley med. 4, con malla de 1 mm de diametro,
3.-Las muestra molidas se guardaron en frascos de vidrio y se utilizaron para los andlisis
de nutrimentos y componentes toxicos.
4.-El estudio incluyé el andlisis quimico proximal de la vaina y !a semilla por separado
siguiendo las técnicas descritas en el AOAC, asi como las determinaciones de proteina
verdadera, aminodcides (incluyendo tptéfano), téxicos naturales, digestibilidad *m vitro®,
digestibilidad rurninat “in vitro® .

Analisis proximal (39):

Humedad
Cenizas
Proteina cruda
Grasa cruda

Fibra cruda
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Hidratos de carbono calculados por diferencia.
Determinacién de proteina verdadera(40,41)
Determinaci6n de aminodcidos(42)
Determinacidon de triptofano{43,44)
Andlisis de componentes antinutricionales y toxicos:
Inhibidores de tripsina{45)
Hemaglutininas (lectinas) (46,47)
Saponinas(48)
Glucésidos cianogénicos (49)
Alcaloides(50)
Digestibilidad proteinica “in vitro" (51)

Digestibilidad “in vitro™ con liquide ruminal (52)

DETERMINACION DE PROTEINA VERDADERA

Fundamento: La técnica se basa en la solubilizacion del nitrégeno no proteinico; asi,
como de la proteina soluble con |a posterior precipitacidn de dicha proteina con tungstato
de sodio. Esto con el fin de eliminar el nitrégeno no proteinico que pueds interferir en la
determinacién del nitrégeno por microKjeldhal.

Material y Reactivos.

*Digestor TECATOR Mod. AB 20/40

*Destilador KIELTEC AUTO 1030 ANALYZER

*Tubos para digestién de 75 ml TECATOR

*Agitador magnético marca CORNING Mod 10.

*Papel WHATMAN # 4

*Mezcla digestiva (1)
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*Perbxido de hidrégeno al 30% R.A.

*Solucién precipitante (2)

*Hidréxido de sodio al 40% R.A.

*Sulfato de potasio R.A.

*Acido bérico at 1% con indicadores (3)

*Acido clorhidrico valorado 0.01N

Preparacion:

1.

Se mezclan durante 30 minutos los siguientes reactives. 3 g de CuSQO« 5H20, con 300
il de H2504 Y 100 ml de HaPOa4.

Salucién precipitanta; Disolver 5 g de tungstato de sodio y 1.51 g de Na2RPQs 12 H20
en 20 ml de agua, afadir 22 ml de HCl 2N, mezclar y aforar a 50 ml con agua
destilada.

Acido bérico al 1% con indicadores. Pesar 10 g de acido borico y disolverlos en agua
destilada, adicionar 10 m! de vede de bromocreso! (100 mg disueltos y aforados a 100
ml con metanol) y 7 mi de rojo de metito { 100 mg disueltos y aforados a 100 ml con
metanol), llevar a un volumen final de 1000 mi con agua destilada. Se sjusta el &cido

bérico a un color café rojizo,

Procedimiento:

1.

Peasar de 50 - 100 mg de muestra finamente molida en un vaso de precipitados de 50
ml, agregar 5 mi de agua caliente y agitar mecanicamente por 15 minutos. Agregar 2
ml de solucién precipitante y dejar en reposo por 5 minutos. Transferir
cuantitativaments para su filtracidn en papel whatman No 4, utilizando 25 ml de agua
destilada caliente y ligera succion.

Colecar el pape! filtro con el precipitado en un tubo de digestién. Agregar 0.5 g de

K2504, & mi de la mezcla digestiva y colocar en e! digestor {previamente calentado a
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370°C) por 15 minutos. Después de ese tiempo, retirar, dejar enfriar y afadir 3 m} de
H202 AL 30% e introducir nuevamente al digestor. Calentar hasta que la digestién sea
completa (aproximadamente 30 minutes).

3. Una vez efectuada [a digestion se deja enfriar y se procede a realizar ia destilacion y
titulaclén para determinar el contenido de nitrdgeno. Una vez frios los tubos,
agregaries 25 ml de agua destilada e inmediatamente después colocar los tubos en la
cdmara lateral del KIELTEC AUTQO 1030 ANALYZER, colocando primere los blancos
y después las muestras. Al cerrar la puerta de! compariimento lateral, la destilacién y
titulacion se efectia automaticamente. Anotar el volumen de HCI gastado, abra 1a

puerta y cambie et tubo.

(P-B} x N x meq x 100

%N =

%Proteina = %N2 x F

Donde:

P = ml de HC1 0.04 N usados para titular ia muestra,
B = ml de HC1 0.01 N gastados para titular el blanco.
N = Normalidad de la solucion de HCI.

meq = miliequivalentes de nitrégeno (0.014).

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

. Fundamento: Se basa en la realizacién de una hidr6lisis acida (HCl 6 N a8 145° C) de la
proteina de ia muestra para romper los enlaces peptidicos logrando asi la liberacién de )
los amino4cidos, después mediante un autoanalizador de aminodcidos se logra la
separacién y la cuantificacién de los rnismgs. El autcanatizador basa su funcionamiento
en wuna cromatografia de intercambio i6nico en donde se separan los aminoécidos,
posterior a la separacion ocurre una reaccién con ninhidrina formando un compuesto
colorido que permite la determinacién colorimétrica de cada aminoécido presente en la
muestra.

Matarial y Reactivos:

*Autoanalizador de aminoacidos TECHNICON Mod. NC-2P

*Rotavapor BUCHI Mod R

*Potenciémetro CORNING Med. 10

*Digestor TECATOR Mod. AB-20/40

*Vortex LABLINE Mod. Super-Mixer No. 1280

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

*Membrana MILLIPORE tipo HAFT 025 00 {tamafio de poro 0.45uM)

*Tubos de cultivo de pared gruesa con tapdn de rosca y cubierta interior de tefion marca
PYREX No 8826.

*Microjeringa HAMILTON Mod. 1001-LTN.

*Acido clorhidrico 6N

*Metilcelosolve al 50%

*Amortiguador de Acetato d sodio 0.4 N (a)

“Sulfato de hidrazina (b)

*Ninhidrina (¢ )
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*Solucién lavadora {d}

*Amortiguador de dilucién ()

*Amortiguadores de Acetato para regeneracién y elucién (f)

*Hidréxido de sodio 0.1 N

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

agua destilada en un dispositivo de agitacién, agregar lentamente 1.312 ¢ de
acetato de sodio anhidro para pravenir la cristalizacion, de ser necesario puede
calentarse para la completa sclubilizacién de la sal. Una vez fria a solucién se
la agregan 400 m! de Acido acético glacial lentaments y se deja enfriar. Aforar

a4 litros,

NOTA 1. El pH de este amortiguador debe ser de 5.51 + 0.02, si se requiere

gjustar se debe usar alcali o dcido concentrado.

b} Sulfato de hidrazina: Disolver 1.049 g de sulfato de hidrazina en agua destilada

c}

desionizada, a continuacién agregar 0.4 ml de 4cido sulfirico concentrado
{R.A.) y 30 ml de solucién BRIJ-35 al 20 %, se lleva esta sclucién a un volumen
de 4 [itros. Para su conservacidn se requiere adicionar 0.8 ml de Acido
caprilico.

Ninhidrina: Disolver 40 g de ninhidrina en 2 litros de metil-calosolve, a
continuacién adicionar lentamente 1 litro del amortiguador de acetato de sodio

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

NGCTA 2: Tener cuidado de no tener contacto directo con la ninhidrina.

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

agente antioxidante.
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e) Amortiguador de dilucién: se prepara una solucién de 4cido clorhidrico 0.2N (A)
y una solucidn de cloruro de sodic 0.2 N (11.68g /) (B). Setoman SOmide Ay
33.3 mi de B, se lleva a 200 ml con agua destilada, adicionando hidroquinona
al 0.01%. Ei pH de! amortiguador debe ser de 1.50£0.05.

f) Amortiguadores de acetatos para regeneracion y elucién: La preparacién se
presenta a continuacion y en la tabla 1 se muestra los reactives y las
cantidades de los mismos.

Forma de preparar las soluciones amortiguadoras.

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

2.- Adicionar los reactivos liguidos o [as soluciones comespondiantes a exepcién del acido
caprilico, el cual se adiciona hasta después de ajustar el pH. '

3.- Agregar agua hasta un volumen aproximado de 900 ml, de tal manera que se tenga
un margen para poder ajustar el pH

4.- Ajustar ef pH con ayuda de un potenciémetro en escala expandida e! cual se calibrd
previamente con buffer de referencia pH = 4.00. Aforar en un matraz volumétrico de 1
litro con ayuda del &cido caprilico para romper la espuma.

5.- Filtrar con pape! filtro y vacio para eliminar cualquier particula extrafia , ya que estas
soluciones pasaran por la resina de intercambio idnico.

&.- El amortiguador ajustado y aforado se vacia en un recipiente que contenga |a cantidad
espacificada de 4cido caprilico en la tabla 1.

BUFFER1 Regeneracion de la resina

BUFFER 2  Elucién de aminoacidos acidos y neutros,

BUFFER 3  Elucién de amino4cidos basicos.

NaQH 0.2 N Lavado de Ia resina.
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Procedimiento:

HIDROLIS!IS Y PREPARACION DEL HIDROLIZADO

1.-Pesar dentro de un tubo de hidrélisis la cantidad de muestra (A) finamente molida y
desengrasada (cuando e! contenido de grasa sea mayor al § %). Adicionar con cuidado la
cantidad de acido clorhidrico 6 N (B), resbalandolo por las paredes tratando de que foda
la muestra se humadezca con el reactivo; de ser necesario para o anterior se puede

ayudar de un agitador mecénico (Vortex).

0.05 X 100

% P

4 X100

% P
Donde:
A = Cantidad de muestra en gramos
B = ml de 4cido { HCI 6N)
%P = Porcentaje de proteina en la muestra
2.-Una vez pesada [a muestra y agregado el &cido, se le insufla nitrdgeno durante
30 segundos aproximadamente , cerrar e tubo con un tapén de rosca.
3.- Colocar el tubo en el digestor a una temperatura de 145°C+1, durante 4 horas.

El digestor se calienta previamente.
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TABLA 1

Preparacién de los amortiguadores

REACTIVO BUFFER 1 BUFFER 2 BUFFER3 NaOH 2N
Acetato de sodio 4.1g 5.09 87.0g —_
anhidro
Acido acético glacial 20.0 15.0mi 20.0ml —_
Solucion de acetato — 0.6 mi 2.0ml —
dezinc 0.5 M
Alcohol etilico 78.0mi 78.0mi —_ —_
absolute
Alcohol benzilico — —— 11.0ml —
Hidroquinona 011g 011g —_ ——
(antioxidante}
Solucion BRIJ-35 al 80mi 8.0ml 8.0mi —
20% (MERK # 1962)
EDTA (5&f disadica) D1g b — o
Hidrdxido de sodic — — - 80p
(lentejas)
Acido caprilico 0.2ml 0.2 mi 02ml _
{conservador)
Agua desionizada 1.01 101 1.0 1.01
(<1 ppm Nat)
Ajuste de pH 4.0 10.02 4.110.02 531+0.02
{escala expandida)
[ Ma +] 0.05M 0.06M 1.08 M 0.2M
{ Zn++] 0.0M 0.0603M 0.001M 0.0M
BUFFER 1 Regeneracién y equilibrio de ia resina
BUFFER 2 Elucién de aminodcides dcidos y neutros
BUFFER 3 Elucién de aminodcidos tésicos
NaOH 0.2 N Lavado de |a resina

25




4 -Transcurridas las 4 horas dejar enfriar ef tubo y agregar 5 ml de estandar intermno
de noreucina 5mM, homogenizar y transferir cuantitativamente a un matraz de
bola de 100 ml, ejuagar el tubo con solucién lavadora, incorporar este volumen al
hidrolizado.

5.- Lavar nuevamente el tubo de hiddlisis con solucién lavadara, resuspender el
residuo y evaporar el disolvante en el rotavapor hasta sequedad.

6.- Resuspender el residuo con Ia solucion lavadora, es importante que el volumen
no sobrepase los 20 ml.

7.- Ajustar el pH de! filtrado a 6.810.2 con un potenciémetro de escala expandida.
Si se forma precipitado, filtrar a través de papel filtro doble (Whatman # 52) con
ayuda vacio. Lavar el residuo con agua desionizada y aforar a 25 mi con agua
desionizada. En caso de que [a muestra no vaya a ser empleada en ese momento,
se le insufla nitrbgeno y se guarda en congelador.

INYECCION DEL HIDROLIZADO

1.- Dituir el hidrelizado tomando 1 ml del misma y 1 mi del amortiguador de dilucién
(pH = 1.5), con esto los aminodcidos pasan a su forma catidnica.

2.- Tomar el hidrolizado dilvido con una jeringa de 5 mi y filtrar a través del
dispositivo millipere descartando las primeras 5 gotas.

3.- Con una microjeringa se inyectan de 100 a 200 p de! hidroltizado en a columna
de intercambio ibnico del autoanalizador de amincécidos.

SEPARACION Y CUANTIFICACION

Una vez que el hidrolizado ha sido inyectado en la columna catiénica la
separacion de fos aminodcidos ocurre en una forma secuencial pues el aparate
bombea los amortiguadores de diferente pH a través de la columna llevandeose a

cabo la elucidn de los amino4cidos. Los aminodcidos ya separados reaccionan con
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ninhidrina, pasan por un bafo de aceite a 83°C y desarroilan color; el cual es
detectado en un colorimetro que esta conectado a un registrador que grafica el
area comrespondiente a cada aminodcido.

Antes de llevar a cabo el andlisis de aminodcidos de las muestras debe correrse
un estandar de aminoécidos de concentracidn conocida ya que sobre éste se
basaran los calculos. A continuacién se muestran las condiciones fisicas y el

programa utilizado para el andlisis realizado.

Condiciones fisicas.

Tamafio de la columna 470 X4 mm
Apertura del empaque de ia columna 420mmi 5
Temperatura de la columna 80°C

Velocidad de flujo de los amortiguadores 0.6 mi/min

Velocidad de flujo del nitrdgeno 0.32mlmin
Temperatura del bafto da reaccion 89°C +05
Sensibilidad del registrador 2.5U
Velocidad de [a carta 3.0 mm/min
Programa
PASO TIEMPOCARACTERIZACION
1 2 Amoitiguador # 1, metil-celosolve
2 8 Amortiguador # 2, metil-celosolve
3 110 Amortiguador # 2, ninhidrina, registrador
5 120 Amortiguador # 3, ninhidrina, registrador
5] 2 NaCH 0.2N, metil-celosoive, registradar
7 6 Amortiguador # 1, metil-celosolve, registrador
8 10 Amortiguador # 1, metil-celosolve, apaga registrador
9 16 NaOH 0.2N, metil-celosotve
10 45 Amontiguador # 1, metilcelosolve

NOTA: En todos los pasos hay flujo de suifato de hidrazina,
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Célculos:
Previamente hay que correr una solucion estandar de aminoacidos que contenga
0.025uM de cada uno, parg de este aminograma obtener el area de cada uno de
los aminoacidos.
Tanto en el estandar como en las muestras se debe inciuir una cantidad constante
del aminoécido sintético norleucina ( estandar intemo) para poder hacer los
cdlculos en base a los llamados equivalentes de norleucina de cada uno de los
aminoacidos.
Enaa = Anstd / Aastd

Bonde:
Enaa = Equivalente de norieucina del amino4cido wn‘espondiente
Anstd = Area de norleucina en el estandar
Aastd = Area del aminoacido correspondiente en el estandar

Del aminograma del hidrolizado de la muestra, se calcula e! area bajo la
curva de cada uno de los aminodcidos, asi como el &rea de noreucina en ef
correspondiente aminograma, para lo anterior es conveniente trabajar con la mitad
superior de cada uno de los picos, para evitar trabajar con la linea base que en
ocasiones es demasiado iregular, asi a continuacién se muestran los célculos que
a continuacion se deben desamollar para cada uno de los aminoéacidos en donde
sa expresa su contenido en mg del amino&cido por gramo de nitrégeno de la
muestra.

Aaaz = Baa X Haa

Aaa X Enaa X pMstd X Pmaa X A

mgaa /gN =
Anm X a X mgNm
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Dande:

Aaa = Area del aminodcido en el aminograma de fa muestra

Baa = Base a |2 mitad del pico

Haa = Altura def pico desde la linea base

Enaa = Equivalentes de norleucina del amincdcido comespondiente en e! estandar
uMstd = Micromoles del aminoacido en el estandar

PMaa = Peso molecular del aminodcido

A = Aforo (ml)

ANm = Area de norleucina en al aminograma de la muestra

a = Alicuota inyectada en ml

mgNm = miligramos de nitrégeno de la muestra hidrolizada

DETERMINACION DE TRIPTOFAND.

Fundamento: Debido a que la hidrélisis &cida ( que se usa comunmente para la
determinacién de ja mayoria de los aminoacidos de una proteina ), destruye
completamente al triptofano; se realizara una hidrolisis aicalina {con LIOH 4N a
145°C) de la proteina y una vez liberado el triptofano se sometera a reaccionar con
el reactivo de Ahrich (p-dimeti-aminobenzaldehido en medio &cido ) que nos
producirg un derivado colorido, proporcional al contenido de este aminoacido.
Material y Reactivos:

*Tubos de cultivo de pared gruesa con tapén de rosca y cubierta inteiror de teflén
PYREX No 9826

*Digestor marca TECATOR mod AB-20/40

*Espectofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340

*Potenciémetro CORNING mod. 10
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*Hidroxido de litio 4N

*Solucion lavadora agua-etanol (3:1)

*Acido orto-fosfrico concentrado

*Solucion estandar de triptofano (50pg / ml)

*Acido clorhidrico concentrado

*Solucién de p-dimetiaminobenzaldehide al 0.5% en 4cido clorhidrico
concentrado

*Nitrite de sodio al 0.2%

Procedimento:

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

acuerdo al contenido de proteina,

100 X 100

mg muestra =

%Proteina
A continuacién se le adiciona con mucho cuidado la cantidad de &lcali
necesaria, teniendo la precaucion de no salpicar la muestra en la pared del tubo.

400

mi de &lcali =

| % Proteina
Una vez que se tiene I5 cantidad de muestra y alcali adecuado se le insufla
nitrégeno durante 30 segundos aproximadamente, se cierma el tubo perfectamente
y s coloca en el digestor que debe estar en 145°C. El tiempo de hidrdlisis va de 4

a 8 horas, dependiendo del contenide de proteina de la muestra.
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Contenido de proteina Tiempo de hidrdlisis
<35% 8 horas
3564% 8 horas
>64% 4 horas

Transcumide el tiempo de hidrélisis se deja enfriar el tubo, ya frio se
transvasa el contenido del tubo a un vaso de pracipitados, lavando el tubo con
salucion lavadora (aproximadamente 20 ml). Se neutraliza el hidrolizado con acido
ortofosforico y se filtra sobre pape! de filtracién répida en un buchner con ayuda de
vacio, lavando el residuo con solucién lavadora caliente, al hidrolizado ya filtrado
se le checa el pH ( pH = 7) se afora a 50 mb.

Se toman 3 alicuotas de 2 ml cada una de! hidrolizado ( uno de los tubos
nos servira como blanco ), adicionara uno de los tubos 7.5 ml de 4cido clorhidrico
concentrado, mientra que a los ofro dos se les adiciona 7.5 mi de p-dimetil-
aminobenzaldehido en medio &cido, se agitan y se dejan en reposc 15 minutos en
la oscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo se les adiciona 0.5 ml de nitrito de sodio, se
agita nuevaments se deja en la oscuridad por 15 minutos para que desamolle la
coloracion; por dltimo se lee en el espectofotémetro a 590 nm, usando el tubo de!
blanco para ajustar a cero el espectofotémetro,

Se corre a mismo tiempo una curva estandar de triptofanc de 0 a 100 pg,
tomando alicuotas de 0.0, 0.4, 0.8, 1.0, 1.6, 2.0 m! de la splucién estandar de

triptofano y levando a 2 ml con agua destilada.
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Calculos:

tXAX10
g triptofano/100g de muestra =

aXmX%P

Donde:

t = ug de triptofano, abtenido por interpolacion
A = Aforo

a = Alicuota

m = mg de muestra

% = porcienta de proteina en la muestra

COMPONENTES ANTINUTRICIONALES Y TOXICQS

INHIBIDORES DE TRIPSINA.

Fundamento: La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso directo o
diluido de una muestra con una solucion estandar de Tripsina {40 mg/mi)
posteriormente se determina la actividad proteolitica remanente usando un sustrato
sintético (Benzoil-arginina-p-nitroanilida [BAPNA], el cual producird coloracion que
es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de Tripsina y que se lee
en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 410 nm. Dicha coloracién es
inversamente proporcional a | contenido de inhibidores de tripsina en la muestra.

La reaccidn que se fleva a cabo es la siguiente:
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HeN, NH HN_ NH
NH,
( Ha)s ((sz)a
~CH-C— __TRPSINA _ A
PilH NH pH8 JRTC IIIH CH OH +
=0 =0
NO;
p-nitoanilida
{pigmento amarilio)

Bem“‘afglnlna—pﬂtmaml:da Berwzoil-arginina

(BAPNA)

Material y Reactivos:
*Potenciémetro CORNING Mod. 10
* Parrilla con agitacién magnética THERMOLYNE Mod. SP-13025
* Baflo maria GRANT Mod. SE10
* Espectrofotometro SEQUOIA TURNER Mod.340
* Mezclador de tubos LAB-LINE Mod. SUPER-MIXER
* NaOH 0.01N
* Soluciébn amortiguadora de TRIS pH 8.2 y 0.05M (a)
* Solucién BAPNA (b)
* Acido acético al 30%
* Solucién estandar de tripsina ()
* HCI 0.001N
Preparacién:

a. Solucién amortiguadora Tris (hidroximetil-amino-metane): pesar 6.05 g de

tris y 2.84 g CaCly 2H50, disolverios en 800 m! de agua destilada. Ajustar el pH a

8.2 y aforar a 1 litro.

33



b. Solucién de benzoll-arginina-p-nitroaniiida (BAPNA): disolver 100 mg de
BAPNA en 2.5 ml de dimetil-sulféxido, la disolucion es mas rapida si se calienta en
bafic de agua a 37 OC, se afora a 250 mi con amortiguador Tris previamente
calentado a 37 ©C. Esta solucion se prepara el mismo dia de su uso y se mantiene
a370C,

c. Solucién estandar de Tripsina: pesar con mucha exactitud 4 mg de
tripsina bovina (SIGMA T-8253) y se disueiven en 200 ml de HCI 0.001N. Esta
solucion contiene 20 mg de tripsina/m! y debe ser. aimacenada en refrigeracion
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 superor al 5%) en un vaso de precipitado; adicionar 45 mi
de NaOH 0.01N, ajustar el pH de la suspensién a 9.6+0.2 y aforar a 50 ml con
NaQH 0.01N.

2. Transferir 2 un vaso de precipitades y agitar mecanicamente an la parrilla de
agltacién por espacio de 2 horas y media a 300 r.p.m. Después de dicho tiempo
retirar el magneto y dejar reposar el extracte durante media hora.

3. Decantar el sobrenadante y eliminar el residuo insoluble. El scbrenadante debe
ser diluido de ta! manera que 1 m! del extracto produzca una inhibicién entre 40 y

60%, esto ayuda a reducir la desviacién estandar.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD:
1. Preparar 10 tubos de ensayo como se muestra en el cuadre 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 ml de tripsina a 37 °C agitando cada tubo con el
vortex. A los blancos se les adiciona ademdas 1 ml de acido acético para detener [a

reaccion.

3. Colocar todos los tubos en ol baio de agua a 37 9C y dejar incubar durante 10

min para que entren en contacto inhibidor y enzima.

4. Adicionar a cada tubo 5 mi de solucién de BAPNA a 37 9C y volver a colocar los
tubos en el bafio de agua para incubarios durante 10 min. Debe controlarse
estrictamente el tiempo sobre todo después de adicionar el BAPNA para lo cual
puede emplearse un crondmetro.
5. Detener la reaccién enzimdtica aftadiendo 1 ml de 4cido acético a cada tubo a
excepcion de los blancos a los cuales ya se les habia adicionado.
6. Es frecuente la formacién de precipitado o el enturbiamiento de fa mezcla de
reaccién por lo que se deja reposar durante 15 min y después se filtra primero el
sobrenadante y posteriormente la porcidn residual a través de papel Whatman # 1.
E! filttrado deberd estar translucido.

A continuacidén se muestra el cuadro 1 que pemmite observar en forma

esquematica la serie de tubos para la determinacion de actividad inhibitoria.
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TABLA 2

Tubo | mibBd. | mHg0 'mi Std. Tripsina in . mi BAPNA | 10.min.. ‘okdo acttico 30%
7o (Aac)
B1 18 02 2.0+1.0 mi Aac* 50 0.0
1 18 02 20 50 10
B2 |14 08 2.0+1.0 ml Asc* 50 6.0
2 14 o8 20 50 10
B3 |10 10 20+1.0 mi Asc’ 50 00
3 10 10 70 50 10
B4 |08 14 20+1.0 ml Aac 50 00
4 08 14 20 50 10
BR |00 20 20+1.0 mi Aac” 5D 0.0
R 0o 20 20 50 )

* A los blancos les adiciona enseguida 1 m! de acido acético 30%.
7. La lectura de cada tubo se realiza en el espectrofotpmetro a 410 nm en e
espectro visible. Previamente se deba ir ajustando a 100% de transmitancia con el
respectivo blanco de cada dilucién. Es importante remarcar que el tubo que
contiane 0.0 ml de extracto (40 mg tripsina/10 ml) es nuestra referencia y sobre
este tubo se basardn los calculos,
NOTA: Es importante trabajar cada tubo con su blanco porque en ocasiones se
arrastran coloraciones del extracto directo provocando interferencias en et momento
de leer en el espectrofotometro, de este modo mediante el blanco se hace una
corraccion.
Célculos:

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un
incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm por 10 m! de mezcla de

reaccibn descritas por Kakade y colaboradoras. La actividad de los inhibidores de

k1]




Tripsina se expresa en términos de Unidades de Tripsina Inhibida (UTL1). La
lectura de absorbancia (A), puede ser transformada directamente en unidades de
tripsina:
UT.=Ax 100

Ya que se tiene una serie de alicuotas, se tendran a su vez una serie de
valores de U.T., es conveniente determinar ef % de inhibicién para lo cual se toma
como referencia ef tubo 3 que es el gue contiene 1 m! de extracto. Si el % de
inhibicién no cae dentro del rango de 40 af 60% de mhibicion es necesario hacer un

ajuste del extracto para que cumpla este requisito

%inhibicion =— A3

Donde:
R = U.T. de |a referencia
A3=U.T. deltubo3
m = peso da {a muestra en gramos
Para obtaner fos valores correspondientes de U.T.L. se restan los valores de
U.T. al dato de referencia y posteriormente se puede calcular el valor de U.T.L/mi

de cada una de las alicuotas.

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

Cuando se grafica la actividad enzimatica inhibitoria (U.T.L./ml} vs. mi de
extracto de prueba, se cbserva una comrelacién lineal negativa de donde se puede

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

Grafica U.T.1 / ml vs. ml de extracto

\ B {Valor extrapoclado)

Tripsina
Inhibida
(UTl/mi)

Volumen extracto (ml)
Este valor extrapolado, es el valor mas cercano a la actividad inhibitoria real
o verdadera (si se refiere uno al inhibidor de soya del tipo Kunitz).
Si la correlacién lineal no es satisfactoria (r<0.9), se puede trabajar con un

valor promedio de ia serie de alicuotas y reportar en U.T.L/ml.

U.T.L/ml = UT1/ ml de extracto
Es conveniente reportar en unidades de tripsina inhibida con respecto a 1

‘ mg de muestra:

50
1000

UTi/mgmuestra=B xF X

K}



Donde.

B = valor extrapolade ¢ promedio en U.T.L/ml

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

HEMAGLUTININAS

DETERMINACION SEMICUANTITATIVA

Fundamento: La determinacién se basa en e! poder aglutinante que tienen ciertos
componentes de naturaleza protéica hacia los eiitrocitos. Se emplea la técnica de
microtitulacibn basada en una serie de microdiluciones donde el punto final de
aglutinacién se determina mediante unpa estimacién visual con un dispositivo
especificp, para ello se requiere que los eﬁﬁdtos sean sensibilizados mediante
una proteasa. En el presente estudio se levd a cabo la determinacién
semicuantitativa de hemaglutininas con eritrocitos de hamster.

Material y Reactivos:

* Agitador magnético con tacdmetro THERMOLYNE

* Centrifuga DYNAC

* Tubos de centrifuga de 15 mi graduados PYREX

* Incubadora BLUE-M

* Espectrofotébmetro COLEMAN Mod Junior A

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

* Filtro de vidrio de poro grueso

* Microdiluter de 50 m! MICRCGTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA)

* Pipeteador de gota de 50 m} DYNATECH

* Placas para aglutinacién tipo V
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* Pipeta automatica de 12 canales LABSYSTEMS
*Sangre de hamster sensibilizada
* Sangre ds vaca sensibilizada
* Solucitn salina al 1%
* Solucién salina al 0.9%
* Solucién anticoagulante (a)
* Solucién de proteasa al 0.1% en solucién salina (b}
* Tripsina de pancreas porcino SIGMA T-8128
* Pronasa de S. grisens SIGMA P-5005
Preparacién:

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

15-20 Ul de heparina por mililitro de sangre
0.1 mi de solucién de citrato por mi de sangre

Si la sangre no se va a usar de inmediato y se desea conservar en
refrigeracién por unos dias, lo mas conveniente es emplear la solucion ALSEVER
como anticoagulante en proporcion 1:1. Esta solucion es muy recomendable para
mantener |a sangre de hamster.

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

en solucién safina.
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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 m! de solucién salina at 1%.

2. Extraer por agitacién mecénica durante 2 horas a 300 rpm. a temperatura
ambiente.

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

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

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

PREPARACION DE LA SANGRE:

1. Una vez sanémdo el animal, colocar la sangre en un matraz pequeiio que
contenga la sofucién 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 solucion salina a! 0.9%. La relacién
sangre:solucién salina es 1:5 aproximadamente. Si la sangre no estd muy
hemolizada es suficiente realizar dos lavados (el sobrenadante debe ser incoloro).
3. Después del Gitimo lavado, medir en el tubo de centrifuga la cantidad de paguete
de eritrocitos y diluidos al 4%, para lo cual se debén agregar 24 m! de solucién

salina al 0.9% por cada 1.0 ml de globulos rojos.
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SENSIBILIZACION DE LOS GLOBULOS ROJOS:
1. Por cada 10 ml de suspensién de globulos rojos al 4% agregar 1 mi de solucién

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 °C durante 1
hora.

2. Transcurrido el tiempo de sensibilizacién centrifugar para eliminar ia enzima
sobrenadante y dar 3 {avados con sclucion salina al 0.9% centifugando a 1,500
r.p.m. durante 10 minutos. Es importante realizar los tres lavados para eliminar
completamente la enzima.

3. Después del Ultimo lavado resuspender el paguete de eritrocitos; por cada 1.0 ml
de paquete de eritrocitos sensibilizados se agregan 19 mil de solucién salina al
0.9% (la suspensidn queda al 5%). Cuando se observa que la sangre tiene algunos
coagulos, es necesario filtrar a través de gasa en un embudo de tallo corto.
AJUSTE DE LA SUSPENSION DE ERITROCITOS:

1. Tomar 1 ml de ta suspensidn de globulos rojos sensibilizados y agregar 4 ml de
solucién salina al 0.9%, homogenizar suavemente, Sa lea en ef espectrofotémetro a
620 nm; se ajusta a 100% de transmitancia usando solucién salina al 0.9% como
blanco.

2. Diluir la suspension hasta que la lectura sea de 25%+1 de transmitancia. Al finat
la suspensién debe quedar al 4% y dar dicha lectura de transmitancia en e!
espectrofotometro a 620 nm.

PREPARACION DE LAS PLACAS.
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1. Con ayuda de la pipeta automatica de 12 canales depositar 50 ml de solucién
salina al 0.8% en cada pozo de las placas tipo V del microtiter, evitando tocar tas
paredes de los pozos.

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

3. Con el pipeteador de gota se adicionan 50 W (una gota) de ertrocitos

sensibilizades en cada pozo, se rota la placa en forma circular y se incuba a 379C
durante 1 hora.
LECTURA

Transcurrido el tiempo, colocar ia placa en el dispositivo de lectura teniendo
cuidado de no agitar la placa. Se observa a través del espejo el fondo de fos pozos
de cada hilera de prueba. Se considera positivo aquel pozo que presente una
difusidn de eritrocitos en todo el pozo (aghtinacién) y negativo aque! pozo donde se
cbserve sedimentacién de eritocitos en el centro. Se reporta la maxima dilucién
donde se presenta aglutinacién (tituto).
SAPONINAS
DETERMINACION SEMICUANTITATIVA
Fundamento: La determinacién estd basada en al aprovechamiento de la
capacidad hemolitica de las saponinas sobre eritrocitos de conejo. Se emplea un

método de microtitulacion (como en la determinacion de hemaglutininas) en el cual
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se pone en contacto un extracto metanélico de la muestra, resuspendido en
solucion salina, con los eritrocitos sensibilizados.

MATERIAL Y REACTIVOS

* Equipo para extraccién de grasas Goldfisch LABCONCO

* Vasos de borde esmerilado KIMAX

* Rotavapor BUCHI Mod R

* Incubadora BLUE-M

* Centrifuga DYNATECH

* Tubos para centrifuga de 15 mi graduados PYREX

* Placas para hemdlisis tipo U

* Pipeta automdtica de 12 canales LABSYSTEMS

* Microditutores de 50 m! MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA)

* Pipeteadores de gota de 50 ml DYNATECH

* Eter de petrolec R.A.

* Mezcla metanol-agua 85:15

* Solucion salina a} 0.9%

* Eritrocitos de conejo sensibitizados (a)

* Pronasa a! 0.2% (Pronasa de S. grisens SIGMA P-5005) en solucién salina al
0.9%

* Solucién estandar de saponinas {saponina de quillaja BDH y digitonina SIGMA}

(b}



* Placas para hemdlisis tipo U

* Pipeta automatica de 12 canales LABSYSTEMS

* Microdilutores de 50 ml MICROTITER KiT {Cook Eng-Alexander Virginia USA)

* Pipeteadores de gota de 50 mi DYNATECH

* Eter de petroleo RA

* Mezcla metanol-agua 85:15

* Solucidn salina al 0.9%

* Eritrocitos de conejo sensibilizados (a)

* Pronasa al 0.2% (Pronasa de IS. grisans SIGMA P-5005) en solucién salina al
0.9%

* Solucién estandar de saponinas (saponina de quillaja BDH y digitonina SIGMA}
(b)

Preparacion:

a. La preparacién de la sangre de conejo se leva a cabo de la misma forma
que en ia determinacion de hemagiutininas, empleando pronasa a! 0.2% para la
sensibilizacién de los eritrocitos.

b. Solucién aestandar de saponinas: preparar una solucidn de saponinas al
0.5% en solucitn salina 0.9% empleando una mezcla 1:1 de sapoina de quitlaja y
digitonina.

Procedimiento:

PREPARACION DE LA MUESTRA

1. Pesar 7.5 g de muestra en un cartuche de celulosa. Colocar el cartucho en el
extractor de grasas Goldfish y desengrasar con éter de petrbleo {igual que en ia

detenminacion de grasa cruda).
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EXTRACCION DE SAPONINAS
1. Sobre la muestra desengrasada y empleando el mismo extractor Goldfish, se
leva a cabo una extraccién con 50ml de mezcla metanol-agua 85:15 durante 2
horas y colocando el control de temperatura al méximo. Debe emplearse un vaso
de borde esmerilado limpio.
2. El extracto metandlico se transfiere del vaso a un matraz bola de 100 ml y se
concentra con el rotavapor hasta sequedad. Es importante eliminar todo el metanol.
3. Resuspender el residuo del matraz bola con solucién salina al 0.9%. Filtrar a
través de pape! Whatman No. 4 y aforar & filtrado a 100 m! con solucién salina al
0.9%.
PREPARACION DE LAS PLACAS

Las ptacas tipo U se preparan de la misma manera como se preparan las
placas para la determinacién de hemaglutininas. En cada placa se aplica en una
hilera del estandar de saponinas como control positivo, de la misma forma como se

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

incubacion a 379°C durants 1 hora.
LECTURA

Transcurrido al tiempo de incubacion se colocan las placas en el dispositivo
para lectura, se consideran positivos aquellos pozos que se observen translucidos
(hemdlisis) y negativos aquellos pozos donde se presente sedimentacion de
eritrocitos en el centro def pozo. ‘
CALCULOS

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

tomando la méaxima dilucion donde se presente hemélisis (titulo).
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Dado a que se realiza una dilucion seriada, se tiene la siguiente férmula,

Mg de muestra = concentracion del extracto.

2
donde:
t = titulo de hemdlisis.
Se reportan unidades hemgliticas por miligramo de muestra (U.H. / mg de muestra)
. Por definicién un microgramo del estandar de saponinas es equivalente a 10
unidades hemoliticas.
GLUCOSIDOS CIANOGENICOS
Fundamento: E! presente método aprovecha la reaccidn sensible y especifica de
Guignard, la cual es ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la deteccion
tanto de gluctsidos cianogénicos como del propio HCN. Para cuantificar el HCN
total que potencialmente puede ser liberado se hace usc de una hidnilisis
enzimética (por medio de una b-glucosidasa) del comespondiente glucésido
cianogénico, e HCN liberade reacciona con el 4cido picrico formando la
isoporpurina de color café rnojizo, el color es directamente proporcional al contendio
de HCN que a su vez proviene de los glucdsidos cianogénicos presentes en la
muestra. Con ¢l método anterior, se pueden detectar hasta cantidades del onden
de 5 microgramoss de HCN que equivalen a 46 microgramos de glicosido

cianogénico (referido a linamarina).

47



OH
NO, NO; NO, NHOH
medio
+2 HCN
al—céﬁs_b +1/2 Qe
CN CN
NO
2 NO,
ACIDG PICRICO ISOPURPURINA
MATERIAL Y REACTIVOS

* Baiic de agua con agitacién LAB-LINE INSTRUMENTS
* Incubadora BLUE-M
* Congefador comercial
* Espectrofotémetro SEQUOIA-TURNER Mod 340
* Tubos de cuitivo con tapon de rosca PYREX No. 9826
* Solucidn de b-glucosidasa SIGMA G-8625 con activador (a)
* Solucién de picrato de sodio alcalinizada (b)
* Papel indicador de HCN (c)
* Solucién estandar de HCN equivalente a 100 mg de HCN/mi (24. 1mgKCN/100 ml)
*HCI0.5N
* Amortiguador de fosfatos pH=7.0 (d)
* Fécula de maiz comercial.
Preparacion:
a. Solucién de B-glucosidasa con activador: pesar 0.25 g de p-glucosidasa y
disolverlos en buffer de fosfatos pH=7.0, agitando con cuidado para evitar la

formacion de espuma. Una vez disuelta la enzima se agregan 1.7 g de NaNO3 que
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actua como activador de dicha enzima, aforar a 250 mi con buffer pH 7.0. La

concentracion final es de 1 mg de b-glucosidasa /m! y 0.08 M de NaNO43.

b. Solucién de picrato de sodio alcalinizada: pesar 2.5 g de acido picrico y
disolverios en agua destilada, agregar 12.5 g de carbonato de sodio, agltar hasta su
disolucidn, aforar a 500 mi con agua destitada.

c. Papel indicador de HCN: sumergir papel Whatman No. 2 en una solucién

de picrato de sodio alcalinizada (b), escurrir y secar en estufa a una temperatura de

55-600C durante 30 minutos. Cuando esté seco, cortar tiras de 2x10 cm.

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

A: Solucién de fosfato de sodio monobdsico 0.2 M (27.8gen 1)

B: Solucion de fosfato de sodio dibésico 0.2 M (53.65 g de NapHPO4

7H20 4 71.7 g de NaoHPO4 12H20 en 11}
Mezclar 39 mi de A y 81 ml de B y aforarlo a 200 ml. Finalmente se ajusta el pH a
7.0 empleando el potencidbmetro.
Procedimiento:
LIBERACION DEL HCN DE LA MUESTRA
1. Pesar de 20 a 500 mg de muestra finamente molida en un tubo de cultive Pyrex.
Si no se tiene informacién sobre el contenido de glucosides cianogénicos en la
muastra se pesan 500 mg. E! ensayo se hace por duplicado.
2. Adicionar 5 ml de solucion de f-glucosidasa (fria) 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

tapén de rosca. (FIG.1)

+— TUBC

PAPEL
INDICADOR

'— MUESTRA

FIG.1

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

OC y con el contro! de velocidad de agitacién ajustado a 3.5 rpm por espacio de 4
horas.

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

8. Sacar los tubos del congelador y destapar para adicionar 1 ml de HCI 0.5N (frfo).
Volver a tapar los tubos. Homogenizar teniendo la precaucién de que ef liquido no
toque el papel indicador. Si se usan los tapones adecuados, la tira de papel

quedard adherida ai tapén y no se presentaran problemas de manipulacién.

7. Colocar los tubos en [a incubadora por espacio de 30 minutos a 60 9C.

Transcurrido el tiempo sacarlos y en ese momento se puede realizar visualmente la
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deteccién cualitativa. Aquellos tubos que presenten una coloracion café-rojiza se
consideran positivos y se procederé a realizar la deteccion cuantitativa
DETERMINACION CUANTITATIVA.
Se procede a recuperar e} papel indicador y se coloca en un tubo de cultivo, se le
adicionan 20 ml 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 filtracién con papel de filtracion rapida.
Cuando sea necesario se puede hacer ofra adicibn de agua, para extraer por
complato el pigmento.
La solucitin filtrada se lee en el espectofotdmetro a 520 nm, previamente ajustado a
100% de transmitancia con el blanco comespondiente (todos los reactivos excepto
la muestra).

Curva estandar. Para su elaboracion, se usa una solucién de KCN cuya
concentracién equivate a 100 microgramos de HCN/mi, ademﬁs con el fin de
simular la interaccién muestra-HCN liberado, se introduce en la curva estandar la

I'amada matriz alimenticia, en este caso es fécula de maiz comercial.
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TABLA 3

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR

i Ga soluckdn | féculade makz | mibaffer pH 7.0 4hrs HCTO.5N (frio)
estandar (mg) _40 %
0.0 - 500 50 1.0
.05 500 50 10
0.10 500 50 1.0
0.20 500 50 1.0
0.40 500 5.0 1.0
0.60 500 50 1.0

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

bptimo encontrado en la respuesta de concentracién de HCN vs D.C. {r = 0.99), en

donde se cumple !a ley de Lambert Beer.

Cilculos

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

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

regresion 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

ecuacion.

mg HCN /100 g de muestra =

Daonde:

X=mg de HCN

D=numero de veces que se adicionaron 20 ml de agua (dilucién)

m= mg de muestra
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ALCALOIDES

DETERMINACION CUALITATIVA.

Fundamento: La determinacion esté basada en la extraccion de los alcaloides con
metanol y la posterior acidificacién del extracto para después someterlo a un
ensayo con 7 feactivos para alcaloides. E! precipitado formado con [os reactivos
varia en cantidad con los diferentes alcaloides por lo que puede hacerse una
estimacion aproximada de la concentracién de alcaloides.

MATERIAL ¥ REACTIVOS

* Rotavapor BUCH! Mod R

* Matraces bola de 100 ml PYREX

* Papel filtro Whatman No 4

* Pariilla de agitacién CORNING Mod PC-351

* Estufa de vacio LAB-LINE

* Acido nitrico 30% o d=1.180

* Acido sulfirico 1%

* Acido silicotungsténico (4Hp0-S02-12W02-22H50)

* Metano! R.A.

* Sulfato de sodio gnhidro

* Reactivo de Mayer (a)

* Reactivo de Wagener (b)

* Reactivo de Dragendorff ()

* Reactivo de Sonnenschein (d)

* Reactivo de Hager (e)

* Reactivo de Scheibler (f)
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* Reactivo de Acido Silicotungsténico (g)
Preparacién

a. Reactivo de Mayer: disoiver 1.36 g de HgCly en 60 ml de agua y aparte
disolver 5.0 g de KI en 10 ml 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 ml de agua; aforar a 100 ml con agua destilada.

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

pentahidratade en 20 ml de HNOg al 30% (d=1.18) y 27.2 g de Ki en 50 ml de

agua. Se mezcan las 2 soluciones y se deja reposar 24 horas, Decantar y aforar a
100 ml con agua destilada.

d. Reactivo de Sonnenschein: a 100 ml de solucién caliente de molibdato de
amonio (43g en 100 ml de agua), adicionar 100 m! de una solucién caliente de
fosfato dibésico de sodic anhidro (10 g en 100 mi de agua); a esta solucién clara
adicionar 10 m! de acide nitrico concentrado; se forma un precipitado amarilio, dejar
reposar 1 hora. Eliminar el liquido sobrenadante, resuspender el precipitado en 50
ml de agua destilada y calentar. Cuando ya esté caliente, se le agregan 100 mi de
solucién caliente de carbonato de sodio anhidro (28 g en 100 ml de agua), se forma
una solucidn clara que se trasvasa a una capsula 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, E! polve se pesa en un vasc de
precipitados (deben obtenerse aproximadamente 30 g). y disolverlo en 200 ml de

agua destilada caliente, calentar y adicionar 50 ml de acido nitrico concentrado.
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Aforar a 300 mi con agua destilada. Se obtiene una solucién clara amarilla de
acido fosfomolibdico.

e. Reactivo de Hager: preparar una solucion saturada de &cido picrico, esto
es: 2.0 g en 100 ml de agua.

f. Reavtivo de Sche_ib_[er: disolver 10 g de tungstato de sodio y 7 g de fosfato
disddico en 50 mi de agua. Acidular la solucién con &cido nitrico.

g. Reactivo de Acido Silicotungsténico. disoiver 5.0 g de acido
siicotungsténico en la cantidad necesaria de &cido sulfurico 6N para preparar 100
m| de solucion.

Procedimiento
1. Pesar de 2 a 4 g de muestra seca y molida, adicionar 40 ml de metanol, agitar y

dejarta toda la noche.

2. Al dia siguiente calentar durante 4 horas a 50 °C en bafio de agua con agitacién
inferrumpida.

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

4. Resuspendar el residuo con 2 m! de metancl y 12 m! de HCI al 1%, agitar.

5. Repartir el residuo resuspendido en 7 porcionas empleandc una pipeta Pasteur y
ensayar cada porcién con cada uno de los reactivos de alcaloides, a continuacion
se presenta un cuadro de los reactivos y el precipitado caracteristico que forman at

penerse en contacto con soluciones aciduladas que contienen alcaloides.
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REACTIVO PRECIPITADO
Mayer pp blanco
Wagner pp floculento color marron.
Dragendorff pp anaranjado-marron.
Sonnenchein pp amarillo
Hager pp amarillo,
Scheiblar pp blanco-grisdseo
Acido Silicotungsténico pp blanco-grisdseo

Debido a la frecuencia de reaccionas falsas-positivas con los reactivos comunes de
alcaloides, solo se considera como positiva la presencia de este tipo de
compuestos, cuando cualguiera de las fracciones A y B den reacci6n positiva con
los 7 reactivos referidos anteriormente. Hay que mencionar que el reactivo de
Hager (4cido picrico) debido a su baja sensibilidad, cuando da reaccion negativa y
todas las demés dan reaccién positiva, este resultado se puede descartar,

considerando positiva la presencia de alcaloides en la muestra.

DETERMINACION DE DIGESTIBILIDAD PROTEINICA N VITRO"” .

Fundamento: La técnica estd basada en la simulacién de la digestién. Para ello se
pone en contacto |la muestra con pepsina en medio &cido y posteriormente con
pancreatina, realizandose asi una digestibn enzimética semejante a la que es
levada a cabo en los monograstricos.

Material y Reactivos:

*Bafio de agua con agitacién y control térmico LAB- LINE INSTRUMENTS
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*Tubos de cultivo de pared gruesa con tapon de rosca y cubieria de tefion PYREX
No 9826

*Digestor TECATOR Mod. AB-20/40

*Destilador KIELTEC AUTO 1030 ANALYZER

*Tubos para digestidn de 75 ml TECATOR

*Balanza analitica

*Pepsina al 0.3% en HCI0.1 N

*Pancreatina a! 4% en buffer de fosfatos pH=8.0+0.1

*Na OH 0.2N

*Papel WHATMAN No 542

*Mezcla digestiva (a)

*Suffato de sodio R.A.

*Perdxido de Hidrogeno al 30%

*Hidroxido de sodio al 60%

*Acido bérico con indicadores (b)

*Acido clorhidrico 0.001N

*Buffer de fosfatos pH = 8.0+ 0.1 (¢)

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

{c). Se preparan dos solucicnes.

A: Pesar 27.8 g de fosfato monobdésico de sodio, disolver y aforar en un litre de
agua destilada. La solucidn resultante es 0.2M.

B: Pesar 53.85 g de fosfato dibasico de sedio heptahidratado, disolver y aforar a un
litro con agua destilada. La solucion resultante es 0.2N.

Tomar 5.3 mi de A y 84.7 m! de B, flevar a 180 m!, ajustar el pH y aforar a 200 ml.
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Procedimiento:

1. Pesar aproximadamente 0.750 g de proteina {méximo 2 g de muestra).

2. Agregar 20 ml de pepsina al 0.3 % en HCI 0.1 N. Dejar en agitacién a 37°C por 3
horas.

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

4. Agregar 20 m! de pancreatina al 4% en buffer de fosfatos pH =80+ 0.1. Dejar
con agitacion a 37°C durante 24 horas.

5. Al dia siguiente filtrar cuantitativamente a través de papel Whatman 542,
utilizando 25 ml de agua destilada caliente y con ayuda de ligero vacio. Determinar
las proteinas del residuo por el método del Kjeldaht (como se realizd para la
determinacién de proteina cruda, solamente que aqui es necesario agregar 9 ml de
mezcla digestiva), de manera simultanea se comen los blancos (todos los reactivos

excepto la muestra).

Célculos:

__{ % P.T.muestra - % P.T.residuo} X 100
% P.T.muestra

%digestibilidad

Donde:
P.T. muestra = Proteina total de {a muestra.

P.T. residuo = Proteina total del residuo.

DIGESTIBILIDAD RUMINAL “IN VITRQ".
Fundamento: La técnica estd basada en la simulacion de la digestién de los

rumiantes. Para ello se pone en contacto la muestra con jiquido ruminal; de esta
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forma se desamrolla una digestion bacteriana y posteriormente con pepsina acida
se realiza una digestion enzimatica.

Material y Reactivos:

*Bafio de agua con agitacion y control térmico LAB- LINE INSTRUMENTS

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

*Balanza analitica

*Papeal WHATMAN No 541

*Solucién amortiguadora de McDungall (a)

*Solucion de pepsina acida (b}

*Solucién amortiguadora, liquido ruminal (c)

*Solucién de acido clorhidrico 6N

*Solucion de clururo de magnesio al 4%

*Solucién de acido clorhidrico 3N

*Biéxido de carbono

-Liquido ruminal.({d)

{a). Para la solucién amortiguadora se preparan dos soluciones.

Solucién 1:Disolver 3.7g de fosfato dibasico de sodio y 9.8g de bicarbonato de
sodio, aforar con agua desionizada a 1 litro

Solucién 2: se pesan los siguientes reactives en mencionadas proporciones:
Ciururo de sodic 4.7g

Clururo de potasio 5.7g

Cloruro de calcio 0.4g

Cloruro de magnesio 0.6g

Se llevan a un volumen de 100 ml.
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La solucién amortiguadera se prepara adicionando 10 ml de la solucién 2 a un litro
de la solucién 1, se agita durante 15 minutos. Las soluciones deben de prepararse
el mismo dia de su uso.

(b).0.2 g de pepsina se disuelven en 1 m! de acido clorhidrico 6N, esta relacion
debe ser por tubo.

{¢) Scolucién amortiguadora-liquido ruminal;se obtiene e! liquido ruminal de una vaca
fistulada, filtrando el liquido a través de una gasa (para retener el alimento que el
liquido ruminal pudiera amrastrar consigo). Es importante mantener ia temperatura
del liquido ruminal (38°C) y ambiente anaerobic. Para tratar de conservar las
condiciones de! rumen, el liquido ruminal se puede transportar en un recipiente
termo a! cual se le insufla CO2 para mantener condiciones anaserobias. S ajusta el
pH de la solucion amortiguadora a 7 {(cada tubo requiere de & ml de solucién
amortiguadora ajustada), se adiciona 1 m! de la solucién de cloruro de magnesio al
4% por cada litro de solucién amortiguadora a utilizar. Tomar 5 mt de esta solucién
ajustada y se mezclan con 15 ml de fliquide rumina! (esta relacién es por tubo).
Introducir en un bafio de agua a 38°C la solucién amortiguadora-liquido ruminal se
le burbujea CO; por espacio de 5-8 minutos.

Procedimiento:

1. Pesar 0.25g de muestra finamente molida en cada tubo ( la determinacién se
hace por triplicado)

2. Adicionar a cada tubo 20 ml de la solucién amortiguadora - liquido ruminal a
38°C, tapar los tubos con el tapén e introducirios al bafo de agua previamente
calentado a una temperatura de 38°C.

3. Tapar el bafio donde estan los tubos para mantener las condiciones de oscuridad

del rumen, accionar la agitacion y dejarios durante 48 horas.
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4, Transcurrido este tiempo, sacar los tubos del bafio, adicicnartes 0.05 ml de acido
clorhidrico 3N, para detener la digestion bacteriana, enseguida adicionarle a cada
tubo 1 ml de la solucidn de pepsina acida , agitar suavemente los tubos para
mezclar bien la pepsina, tapar e introducirlos al bafio nuevamente, dejarlos durante
48 horas.

4. Al términc de este tiempo sacar los tubos del bafio y filtrar (con ayuda de vacio)
su contenido sobre papel Whatman 541 previamente puesto a peso constante a
120°C | lavar el residuo con agua destilada y finalmente introducir el papel con el
residuo en la estufa para la eliminacién de la humedad a 100°C, hasta peso
constante, de manera simultinea se corren blancos {todos los reactives exepto la

muestra).

Cilculos:

% Digestibilidad = M.S. — (M.S. residuo — M.S, blaneo) X 100

) M.S.

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

Donde

%Digestibilidad = % de digestibilidad de la muestra

M.S. = Gramos de muestra seca.

M.S residuc = 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 resuftados del andlisis quimico proximal {en
base himeda y seca respectivamente) de vaina y semillas de Acacia bilimekii.

En Ja semilla el resultado mas interesante fue el contenido de proteina cruda, ya
que se observd un valor del 35.5% (en base seca ) valor superior al presentado por la
mayoria de las leguminosas, mismo que se encuentra alrededor del 20%. Asi 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 principaimeante.

Tabla 4 : Andlisis proximal de Acacia bilimekii g / 100 g de muestra. Datos en base

humeda.

DETERMINACION SEMILLA VAINA

HUMEDAD 974 2.64

CENIZAS 479 473

EXTRACTCQ ETEREQ 588 0.47

FIBRA CRUDA 11.80 47 .41

PROTEINA CRUDA 3204 7.80

HIDRATOS DE CARBONO ASIMILABLES® 35.75 2975

*Hidratos de Carbono asimilables calculados por diferencia.
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Tabla 5 : Andlisis proximal de Acacia bilimekii g / 100 g de muestra. Datos en base

seca
DETERMINACION SEMILLA VAINA
CENIZAS 5.31 523
EXTRACTOQ ETEREO 651 052
FIERA CRUDA 13.07 5247
FROTEINA CRUDA 3550 863
HIDRATOS DE CARBONO ASIMILABLES® 868 3315

*Hidratos de carbono asimilables calculados por diferencia.

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de
proteina verdadera de la vaina y l|a semilla del tehuistie.

En esta determinacién se comprueba que la semilla de Acacia bilimekii es una
rica fuente de proteina, perc [a cantidad del nitrégeno determinado por el método
Kjeldahl no siempre commesponde al nitrbgeno proteico, por lo que hizo interesante la
cuantificacion de les demas compuestos que aportan nitrbgeno en esta determinacion
tales como los alcaloides, gluctsidos danogénicos y aminodcidos no proteinicos
principalmente.

Es importante mencionar que durante la determinacién de proteina verdadera, al
poner en contacto la harina de la semilla con agua se fiberaron sustancias aromaticas,
esto posiblemente limite e! uso de! 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 : Centenido de proteina cruda, proteina verdadera y nitrogeno no proteinico en

tas muestra de Acacia bilimekii { g / 100g de muestra).

Muestra . Semilla.

Base himeda base seca
Proleina cruda (%) 32.04 35.50
Protging verdadera(%) 2469 27.35
Nogeno no protelco(%) 264 2298

En la semilla encontramos que fa diferencia entre el nitrbgenc proteico y el no

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

como se verd mas adelante.

Muestra : Vaina.
Base himeads Bese seca
Proteina cruda (%) 780 a8l
Protadne verctaiers (%) X 654
Nitrdgena no proteico{%) 2423 2422

En la tabla 7 observamos el contenido de tdxicos y factores antinu;ridonales tanto
en la vaina como en la semilla de Acacia bilimekii.

En {a vaina [as saponinas se presentaron en mayor proporcién obteniéndose un
valor de 256.84 U.H./mg de muestra, la semilla presentd un valor de 85.81 U.H./mg de
muestra los cuales son valores altos si se comparan con los valores reportados para la
haba (42.1U.H./mg de muestra) y alfalfa (21.3 U.H./mg de muestra} (63} . Este resultado
concuerda con lo obtenido para las hermaglutininas en donde se observé hemdlisis pero

no aglutinacién por lo que no podemos asegurar la presencia o no de hemaglutininas



Tabla 7 : Contenido de factores antinutricionales y téxicos de Acacia bilimekii.

Semita Vaira
Hemaglutinins. No deteciadas por este método No defectadas por esta método
(Titso)
inhibidores de tripsina. 1331 No detectados
(UTI1/ g de muestra)”
Saporinas. B581 56,64
{U.H /mg da muestra) ‘
Alcaiides Negatha Negativa
Glucbeides Cancgenicos., No detnctados No detectsdos.
{mg HENA00g de muestra)

*UTI = Unidades de tripsina inhibida,
En fa determinacion de saponinas, ¢l estandar presentd un titulo de 8 que corresponde a 684.8 U.H./mg

Los inhibidores de tripsina se presentaron en mayor cantidad en la semiia y el
valor obtenido es de 13.31 UHIf mg de muestra, por lo que se hace naecesario un
tratamiento térmico ligero para disminuir ia cantidad de este tipe compuestos, ya que ios
valores repartados para Vicia faba, (haba) que es de 42.70 UTI/mg de muestra (11). Los
gluctsidos cianogénicos no se detectaron por e método utilizado en este trabajo
experimental.

En la tabla 8 se visuliza la composicidn aminoacidica de la semilla de Acacia
bilimekii en donde se observé que [a muestra tiene un contenido de isoleucina y leucina
més bajo que el patrén de la F.A.Q., 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 proteinas de Acacia bilimeki presentaron un contenido menor de

aminodcidos aromaticos que la proteina de referencia, por lo que podemos decir que la

65



semilla no es rica en este tipo de compuestos pero tiene un score quimico de mds 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 esto proteina de mejor calidad,

Los aminodcidos azufrados se presentaron en menor cantidad, principalmente la
cisteina, la cual no fué detectada por método de intercambio idnico utilizado en este
desamollo experimental, la biblicgrafia reporta que las leguminosas en general son
deficientas en este tipo de aminoacidos. Otro aminodcido que se presenté en baja
cantidad en esta muestra es el triptéfano, observandose un valor por debajo del
esperado, ya que las leguminosas tienen cantidad considerable de eéste aminodcido,
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 aminog&cidos azufrados y triptofano,
pero tiene cantidades considerables de lisina y en 10s demas aminoacidos esenciales.

En el aminograma se observaron dos picos en el registro cuyos tiempos de
retencién no comesponden a ninguno de los aminoacidos conocidos por lo que se

supone la existencia de aminodcidos no proteicos.
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Tabla 8 ; Contenido de aminogcidos dispensables e indispensables en semilla de Acacia

bilimekii (g /16g de N).

Semilla Palron F A.O". Score Quimico
Acida aspartico 548
Acido glutmico 1290
Serina 507
Proina 267
Alanina + Glicina 572
Histiciira 258
Argiina 1299
laokeucing 268 40 86.50
{eucina B8.69 T.04 85,03
Lisina 387 5.44 71.14
Treorina 337 20 [
Triptofanc 0.2 096 2021
Valina 368 ry 7419
Metioftia 0%
Tolal de Azufrados™ 100 272 1615
Ferdaanira 279
Total de Aronticos” ™ 535 .08 87.99

*Contenido de aminoacidos reportados para la proteina patrén de la FAQ (54).
**Total de azufrados = Metionina + Cisteina.
***Total de aromadticos = Fenilalanina + Tirosina.

Como dltima determinacién se realizé la prueba de digestibilidad “in vitro® con la
finalidad de conocer que porcentaje de la proteina es digerible para los animales
monogastricos, aunque de antemano se supuso que el porcantaje de digestibilidad seria
bajo, dado at contenido tan alto de fibra. Con esto se confirnd que esta semilla no es

recomendable para alimentacion de animales monogastricos (ver tabla 9). La
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digestibilidad utilizando liquido ruminal arrojd valores por encima de los reportados en la
bibliografia , ya que los valores por arriba del 45% de digestibilidad, se considera buen
forraje(48). Por lo que creemos que es factible la utilizacion de este fruto en forma
integra para la alimentaci6én animal, previa eliminacion de los inhibidores de tripsina
presentes en las semillas, ya que se vio en este estudio que son los compuestos que
limitan la utilizacién directa dei tehuistle.

Tabla 9 : Comparacién de la Digestibilidad in vitro y la digestibilidad con liquido ruminat

de la semilla del Tehuistle.

Muesira “In vitro™ (%) Con [iquide ruminal (%)
Vaina 19.29 45.92
Semilla 5142 7.0
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Capitulo VI
Conclusiones:

De acuerdo con los resultados obtenidos en el andlisis quimico proximal
podemos asegurar que la semilla de! tehuistie representa una buena fuente de
proteina, Esta proteina es deficiente en aminodcidos azufrados y presenta una
cantidad considerable de amino#cidos aromaticos, pero el contenido de triptofano
resultd bajo para ser una legumineosa, contiene también una cantidad importante de
lisina, con lo cual 1a suplementacion con cereales es factible para mejorar la calidad
de Ia proteina.

En cuanto & factores toxicos y factores antinutricionales en la semilla del
tehuistte solamente se detectd inhibidores de tripsina en cantidad moderada,
sustancia que limita la utilizacitn directa de esta semilla en la alimentacién animal por
lo gque se podria hacer necesario un tratamiento térmico para disminuir la
concentracién de estos compuestos.

Los buenos resultados obtenidos en la digestibilidad in vitro con liquido
ruminal hace que esta semilla sea una fuente altemativa en la alimentacién para

rumiantes,
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Capitulo VI
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