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INTRODUCCION

Los factores antinutricionales (FAN) son compuestos de diferentes estructuras quimicas
QuE $e encuentran en organismos vegetales y animales aunque es més frecuente su presencia en
los primeros. El efecto adverso de estos compuestos es que disminuyen la disponibilidad o
provocan la pérdida de algunos nutrientes esenciales.

Segtin la naturaleza y las propiedades biolégicas de los factores antinutricionales pueden
manifestar su actividad en diversas fases:

-Durante la ingesti6n, por ejemplo, cuando se trata de enzimas liberadas por la
masticacion, que destruyen algunos nutrientes y cuando los FAN inhiben las hidrolasas
digestivas.

-Durante el metabolismo, cuando la destoxificacién de la sustancia implica una pérdida de
moléculas end6genas(y).

Desde el punto de vista nutricional los FAN se clasifican en funcién del tipo de nutrientes
con los que interfiere. Por ejemplo:

-Los que afectan la utilizacién digestiva o metabélica de las proteinas y carbohidrartos.

-Los que interfieren en la asimilacién de los minerales.

-Los que inactivan ¢ aumentan el requerimiento de vitaminas

Algunos de los FAN mas conocidos son: inhibidores de proteasas y amilasas, lectinas o

hemaglutininas, taninos, fitatos y glucosinolatos entre otros.




1 os factores antinutricionates han sido muy estudiados en las semillas de leguminosas que
es donde més abundan pero hay poca informacién sobre los cambios de concentracién de estos
compuestos durante el desarrollo de las plantas, es por ello que se desarroli6 la siguiente tesis.

En este trabajo se plantea conocer mas sobre la fisiologfa de las leguminosas en cuanto a
la concentracién de tres factores antinutricionales en las diferentes etapas de desarrollo de las dos
variedades de frijol Phaseolus vulgaris: el frijol negro jamapa y una variedad holandesa
productora de ejote.

Se eligi6 esta variedad por ser muy consumida en México, en este trabajo se compara el
frijol negro jamapa con una varicdad curopea de frijol utilizada para producir ejotes, dado que no
existen trabajos similares al presente que permitan extender las comparaciones implicadas no se

puede comparar con ninguna otra variedad de frijol.



GENERALIDADES

EACTORES TOXICOS EN LAS LEGUMINOSAS

Dentro de las caracteristicas de tas leguminosas se encuentra que son buena fuente de
energia, tienen un alto contenido de proteina, contienen diversos minerales y vitaminas, tienen la
capacidad de adaptarse a diferentes climas y enriquecen el suelo de cultivo gracias a que las
bacterias que se alojan en los nédulos de sus rafces fijan el nitrégeno atmosférico entre otras, pero
también son portadoras de factores téxicos que limitan su aprovechamiento, algunos de estos
compuestos son: Los inhibidores de tripsina, las lectinas o hemaglutininas (enterotoxinas), los
glucssidos cianogénicos, las saponinas, los taninos, los factores bociogénicos, los factores
productores de latirismo, alcaloides, amino4cidos raros, factores anticoagulantes y otros
inhibidores de enzimas(i). Los factores antinutricionales que se presentan mas frecuentemente en
¢l frijol son los inhibidores de tripsina, las hemaglurininas, las saponinas y los glucésidos
cianogénicos.

Debido a que algunos de los factores antinutricionales son de naturaleza proteica pueden
set destruidos mediante un tratamiento térmico prolongado; sin embargo, hay casos de factores
antinutricionales de bajo peso molecular que presentan termoresistencia como los taninos, las
saponinas y los promotores de flatulencia.

TANINOS

Tanino es el nombre genérico aplicado a una serie de polifenoles que se encuentran en las
plantas y se clasifican como hidrolizables y condensados(1). Los taninos hidrolizables son sujetos a
ruptura por tanasas estereolfticas en el tracto digestivo. Los productos resulrantes incluyen

glucosa, 4cido elagico, 4cido quinico y 4cido gélico que es facilmente absorbido y excretado por la




otina. El galato que se consume en la dieta puede tener efectos antinutricionales, como la
disminucién de la palatabilidad de los alimentos y de 1a velocidad de crecimiento en pollos (24).

El contenido de taninos en las semillas es muy variable y por su sabor astringente se ha
supuesto que tienen una funcidn importante en los mecanismos de defensa de las plantas contra
insecros y predadores herbivoros (s).

Los taninos se localizan en las plantas en células especificas que se encuentran en el
parénquima cortical rodeando el tejido vascular en las raices, no se encuentran en las puntas de
las rafces o en meristemas laterales jovenes pero estdn presentes en todas las raices maduras. En
las hojas las células que contiencn taninos aparecen distribuidas cn el mes6filo, pero ausentes de
las células epidermales (s).

Los principales efectos antinutricionales que provocan los taninos incluyen bajas
ganancias de peso, y menor eficiencia de utilizacién de materia seca dietartia, principalmente la
proteina. El consumo de alimentos puede ser disminuido por el consumo de taninos, pues los
animales que tienen dietas con alto contenido de taninos consumen menos alimento que los
animales con dietas sin de taninos, por lo que crecen menos; siendo el efecto de los tanines
hidrolizables m4as evidente que el de los taninos condensados {s).

Tanto los taninos condensados come los hidrolizables inhiben la mayor{a de los ensayos
enzimaticos in vitre, tal vez porque en muchos ensayos las protefnas son el Gnico material presente
capaz de unirse a los taninos. En el intestino muchas otras prote{nas compiten por unirse a los
taninos y la inhibicién de las enzimas digestivas puede ser insignificante(7.8).

Existe una gran cantidad de evidencias de que la percepcién de los taninos como
inhibidores de la digesti6n es muy simplista e inadecuada. Hay evidencias de que en ratas

alimentadas con caseina marcada radioactivamente {(C-14) el aumento de proteina fecal inducido




por los taninos de la dieta no era de origen alimentario, sino de proteinas endégenas de la
membrana y de las secreciones del tracto digestivo {9).

Los taninos son responsables de la resequedad en la boca y astringencia debido a que se
unen a las proteinas salivares (protefnas ricas en prolina) (16) y otras proteinas endégenas
digestivas de muchos mamiferos consumidores de taninos (10.11), El complejo que se forma entre
estas proteinas y los taninos de la dieta no es digerido y pasa por el tracto digestivo relativamente
intacto como se juzga por el alto contenido de protefnas fecales (12-14).

Anteriormente se consideraba el tracto digestivo como el sitio de accién de los efectos
antinutricionales de los taninos, pero ahora se reconoce que varios de los efectos de los taninos de
la dieta ocurren en el tejido corporal (efectos sistémicos), no solo en el tracto intestinal. Estos
efectos incluyen anormalidades en el desarrclio de las piemas de pollo, induccién de enzimas
hep4ticas, disminucién del vol_umen de la orina y muertes muy répidas.

Los efecros en el tejido corporal son responsables de la disminucién de la velocidad de
crecimiento asociado con los taninos de la dieta. Cuando los dafios en la velocidad de
crecimiento se separaron en los efectos del consumo de alimento, del proceso de
digestién/absorci6n, y del metabolismo post-absorcién, fue este Gltimo ¢l més alterado por los
taninos (14).

Los taninos condensados son oligémeros y polimeros de monémeros de polihidroxiflavan-
ol unidos por enlaces 4-6 6 4-8. Los polimeros son dispersos v las cadenas son irregulares, algunas
veces ramificadas y regularmente contienen mas de un tipo de unidad base configuracional. Los
taninos condensados son relativamente inestables en solucién acuosa y forman complejos con

iones metlicos y proteinas (4).




El grupo orto-dihidroxil en el anillo B del flavenoide de los taninos condensados es el
principal grupo involucrado en la complejacién de metales. Estudios potenciométricos y
espectrofotométricos han mostrado que el Fe 111 forma complejos mono, di y tri dentados con los
taninos, al igual que el Al Tl1. Algunos metales divalentes forman complejos bien definidos con

orto-difencles aunque los complejos con los taninos estdn menos estudiados(s).

LECTINAS

Desde hace mas de un siglo se encontré que las semillas de ricino contenian una sustancia
(ricina) capaz de aglutinar los eritrocitos. Las lectinas o hemaglutininas son proteinas que pueden
interactuar de manera muy especifica con ciertos carbohidratos, estos pueden ser aziicares libres o
los tesiduos existentes en polisac4ridos, glucoproteinas o glucolipidos como los que se encuentran
en la membrana celular. Estas sustancias se encuentran en numerosas leguminosas consumidas
per el hombre como la soya o las alubias, asi como en algunos animales como esponjas,
crustaceos, moluscos y peces. (15,16).

En las plantas las lectinas se encuentran principalmente en las semillas, donde constituyen
un 10% del total de la proteina, pero también se encuentran en los cuerpos proteicos de los
cotiledones, hojas, corteza y rafz. an.

La intensidad de aglutinacién por el extracto de la planta a menudo varfa con el origen de
las células probadas ,es por ello que los eritrocitos de diferentes especies animales se pueden
distinguit por sus reacciones de aglutinacién con diferentes hemaglutininas. Por ejemplo se
repottd que las lectinas del frijol de lima (Phaseolus lunatus) aglutinan eritrocitos humanos de

sangre tipo A pero no aquellas de tipo Bu 0 un.




Las lectinas se caracterizan por tener una gran afinidad por los residuos ghucidicos de la
superficie de los glébulos rojos que es muy especifica para eritrocitos de diferentes animales segin
la fuente vegetal de la que proviene, pero para que se lleve a cabo la interaccién lectina-eritrocito
deben existir como minimo dos grupos activosis) en su especificidad su interaccién es comparable
a la de un anticuerpo con su antigeno o incluso a la unién de una enzima con su sustrato; su
nombre indica lo especifico de la reaccién (lectinas: del lat{n legere, elegir) (15

Algunas lectinas estimulan a los linfocitos humanos y animales a llevar a cabo el proceso
de mitosis, lo que ha sido muy ttil para el estudio de la dinsmica y la funcién de los linfocitos. Las
moléculas que contienen carbohidratos se encuentran en las membranas de muchas células y
pueden sufrir cambios caracterfsticos durante el desarrollo embrienario y pueden ocurrir
transformaciones malignas posteriores al uso de lectinas 18).

Dado que son proteinas presentan termosensibilidad, por lo que su efecto téxico puede ser
eliminado mediante el proceso convencional de cocimiento (in.

En los experimentos realizados con ratas alimentadas con alubias crudas se observa una
disminucién del crecimiento acompafiada por inflamacién, edema y necrosis de las
microvellosidades intestinales, estas lesiones parecen favorecer la proliferacién de bacterias y su
fijacion a la superficie del epitelio causando dafio a corto plazo que puede producir la muerte de
los animales que con la ingestién de lectinas téxicas, (19).

La disminuci6n del crecimiento en las ratas de estos experimentos se debe a que
disminuye la absorcién de los nutrimentos, estos efectos son totalmente independientes de otros
factores antinutricionales presentes en las alubias de la dieta, como los inhibidores de tripsina (z0).

Su funcién en las plantas no es del todo conocida, se cree que participan en los procesos

de reconocimiento entre células o entre varias moléculas que contienen carbohidratos, también




transportan y almacenan azdcares. Pueden estar involucradas en mecanismos de defensa de la
planta contra la invasién de microorganismos dafiinos o contra el ataque de insectos (21).

Se ha estudiado la estructura quimica de algunas lectinas, y se ha encontrado que son
glicoproteinas y que contienen cationes divalentes (Mn, Ca, Zn). Alpunas se pueden separar en
subunidades que pueden ser de uno o dos diferentes tipos .En el caso del frijol se pueden

diferenciar cinco proteinas heterogeneas, lo que hace que la toxicidad de cultivos diferentes de

frijol sea diferente en cada caso (s).

INHIBIDORES DE TRIPSINA

Se denomina inhibidor a una sustancia que reduce la actividad de una enzima. Los
inhibidores mas comures son los que reducen la actividad de la tripsina, los cuales coexisten con
los inhibidores de quimotripsina qu.

Los inhibidores de tripsina se encuentran en los cereales como el trigo, maiz, centeno,
avena, arroz y alforjén; también se encuentran en chicharos y patatas pero los podemos encontrar
particularmente en las leguminosas, sobretodo el género Phaseolus, en la soya y en Vicia faba an
algunas de sus caracteristicas son: inhiben la tripsina, resisten la actividad proteolitica de otras
proteasas como la papaina v la pepsina, su de peso molecular varfa entre 20 000 y 8 000,
presentan resistencia relativa hacia ciertos factores ambientales, tales como el pH y el
calor(z3.24.25)

Al someter a estos inhibidores a un tratamiento térmico adecuado se puede destruir su
efecto por lo menos disminuirlo, ya que estos factores presentan termoestabilidad elevada; se ha

reportado que la actividad original se puede conservar entre el 50 y 80% después de un




tratamiento térmico. Esta termoestabilidad se atribuye al alto contenido de cisteina y enlaces
disulfuro presentes en los inhibidores @2).

Estos inhibidores se encuentran distribuidos en toda la planta, pero se encuentran en la
semitla principalmente. En algunos frijoles se han encontrado en las hojas inhibidores diferentes a
tos encontrados en ia semilla.

Se cree que estas moléculas desaparecen durante la germinacién de la semilla,
favoreciendo el catabolismo de proteinas durante esta etapa y durante la maduracién de la semilla
previenen la degradacién de las proteinas @s).

Los inhibidores m4s estudiados son el de Kunitz y el de Bowman-Birk que difieren en
varios aspectos: el de Bowman-Birk tiene un alto contenido de cisteina, pero esta desprovisto de
glicina y triptofano, puede inhibir a la tripsina y a la quimotripsina, su peso molecular es de 8 000
a 10000 vy tiene una gran cantidad de enlaces disulfuro, mientras que el inhibidor de Kunitz tiene
un bajo contenido de cisteina , posee dos enlaces disulfuro y su peso molecular es de 20 000 7.

Se ha demostrado que la accién antitripsica eleva la pérdida de nitrégeno en las heces,
pero que este nitrdgeno no solo es de origen alimentario, sino que una buena parte proviene de la
estimulacién de la secrecién pancrestica que depende de la colecistoquinina-pancreozimina, cuya
liberacién es inducida por la disminucién de enzimas proteoliticos libres presentes en la luz
intestinal, debida a la formaci6én de complejos enzima-inhibidor irreversibles, lo que provoca una
hipertrofia de este &rgano. El grado de hipertrofia pancrefitica en respuesta a los factores
antitripsicos es muy variable éegﬁn las especies animales; el hombre es una especie con respuesta
baja(17). Otros efectos antinutricionales y toxicos son la inhibicion del crecimiento por propiciar

la indisponibilidad de amino4cidos, en ratas producen hiperplasia de las células pancreaticas e




incremento en la concentracién de tripsinégeno v quimotripsinégeno en el pancreas , ademas
afectan el valor nutritivo de las proteinas 2.

Los inhibidores de tripsina tienen diferentes funciones en las plantas:
-Mecanismo de defensa contra los ataques de insectos y microorganismos, para lo cual en algunas
plantas después de un dafio mecénico o desprendimiento provecado por un araque de insectas se
lleva a cabo una acumulaci6n de inhibidores de tripsina no solo en ¢! lugar del ataque, también
en los tejidos adyacentes a este. (25)
- Almacenaje, ya que los inhibidores de tripsina representan entre 0.25-3.6 ¢/Kg de proteina en
las semillas de leguminosas.

- Control de proteinasas endégenas: para evitar la accién de éstas, que se activanen la

germinacién de la semilla (25).

DETERMINACION DE LAS ETAPAS DE DESARROLLO DEL FRUOL.

Para poder determinar las etapas que se trabajar{an en este trabajo se tomé como base el

siguiente diagrama (26)

y Germinacién | { floracién formacién semillas ;  maduracién |
I | | I 1 |
siembra 9d 45d. (22 4d.) (15d) 82d 99d

Se decidi6 determinar los factores antinutricionales en las diferentes etapas de desarrolio
del frijol negro jamapa para poder conocer el comportamiento de estos durante el desarrollo del

frijol , ya que desde hace tiempo se conoce la existencia de estos factores en las semillas, pero solo

11




en un trabajo se estudi6 el comportamiento desde la germinacién hasta la obtenci6n de la semilia
finalgn .

Asi se decidi6 basado en el diagrama mostrado anteriormente realizar las determinaciones
de factores antinutricionales a las siguientes etapas de desarrollo del frijol:

- Germinado

- Plantla

- Ejote

- Semilla en maduraci6n fisiclégica

- Semilla final

Se escogi trabajar con el frijol negro jamapa ya que s¢ desea comparar los resultados de
este trabajo con un trabajo realizado anteriormente en el que rambién se determinaron factores
antinutricionales en diferentes etapas de desarrollo del frijol, este trabajo se realiz6 sembrando los
frijoles en el invernadero de la Universidad de Chapingo y en este caso se sembraréin en macetas
en el invernadero del edificio E de la Facultad de Quimica.

Se decidié no recolectar muestras en la fase de floracién por que no se contaba con
mucho matetial y se considerd més importante estudiar las ctapas posteriores, ya que son las que

se utilizan para alimentacién humana.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Conocer los cambios en el contenido de tres factores antinutricionales en diferentes

etapas de desarrollo del frijol.

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Plantar las muestras del frijol negro jamapa y de la variedad europea y colectar muestras en

diferentes fases de desarrolio {(germinado, plantula, ejore, maduracién fisiolégica y semilla seca)

Medir y conocer el contenido de los sipuientes factores antinutricionales de las muestras en las
diferentes fases de desarrollo de ambas variedades de frijol: Inhibidores de tripsina, lectinas y

taninos.




PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES

-Frijol negro jamapa (Phaseolos vudgaris)

-Variedad holandesa de frijol utilizada para la obtencién de ejote (no fue clasificado)

-Estas dos variedades fueron sembradas en macetas con una mezcla de tierra negra y tierra de
hoja en proporcién de 3:1 en el invernadero del edifico E de la Facultad de Quimica con ciclo de

luz-oscuridad de 12 horas, a 25°C de temperatura constante.

FECHA DE SIEMBRA DE AMBAS VARIEDADES: 11-SEPTIEMBRE-1998.

CUADRO Not.-ESTADIOS DE RECOLECCION

Fase de desarrollo Dfas para recoleccién Fecha de recoleccién
GERMINADO 7 18-SEPTIEMBRE-1998
PLANTULA 3542 14-OCTUBRE-1998
EJOTE 60412 09-NOVIEMBRE- 1998
MADURACION FISIOLOGICA 85+ 4 04-DICIEMBRE-1998
SEMILLA FINAL 92 45 11-DICIEMBRE-1998

En la figura | se presenta el diagrama de trabajo realizado.




DIAGRAMA DE TRABAJO

FRIJOL INICIAL
SEMBRAR
Recolectar Recolectar Recolectar Recolectar
erminado Plantul Ei Semilla en Recolectar
z = ote Maduracién semilla final
Fisiolégica
|
LICFILIZAR
MOLER
REALIZAR
DETERMINACIONES
i INHIBIDORES
HUMEDAD PROTEINA LECTINAS DE TRIPSINA

TANINOS

FIGURA 1 Diagrama general del proceso de siembra y anslisis realizados a las muestras de frijol

negro jamapa y frijol de ejote europeo.
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METODOS ANALITICOS

A)DETERMINACION DE HUMEDAD (25)

.-poner a peso constante las charolas en la estufa a 130°C.

2.-Pesar 2-3 g de muestra en cada charola.

3.- Secar la muestra en la estufa a 100-110°C.

4.- Retirar de la estufa , dejar enfriar en desecador y pesar tan pronto como se s& equilibre con la
temperatura ambiente.

5. - Repetir las operaciones de secado hasta peso constante.

6. Calcular el % de humedad con la siguiente formula:

peso charola+ muestra inicial - _peso charola+muestra seca X100
peso muestra

B) DETERMINACION DE PROTEINA (28)
FUNDAMENTO

El método empleado usualmente para la determinacion de nitrégeno en alimentos es el
método Kjeldahl y varias modificaciones se han desartollado en la actualidad. El procedimiento
consiste en una oxidacién de la materia orgénica por accién del cido sulfarico para formar
dioxido de carbono, agua y liberar el nitr6geno como amoniaco; el amoniaco existe en la solucién
4cida como sulfato 4cido de amonio, debido a que en la mezcla de reaccién siempre hay un
exceso de 4cido

. t !
MATERIA ORGANICA + H2804 A _» CO2 + H20 + SO+ NH4HSO4
(200-370°C)
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La digesti6n de la muestra para formar el sulfato de amonio, es la parte mds dificil de la
operacidén. Muchos agentes catalizadores han sido usados para aumentar la velocidad de
digestién de la muestra; como el cobre, mercurio y selenio entre otros. Se han usado con mucha
efectividad la combinacién de catalizadores como es el uso de cobre-mercurio, cobre-selenio y
mercurio-selenio.

Numerosos agentes oxidantes han sido adicionados al final del periodo de digestién para
obtener una completa oxidacién; en varios tipos de muestra la pérdida de nitrégeno a través de
la formacién de aminas o de nitrégeno libre se ha presentado por el uso de estos agentes a
excepeibn del uso del peréxido de hidrégeno. El perdxido de hidrégeno debe ser usado
cuidadosamente ya que €5 comin preservarlo con acetanilida para reducir la formaci6n de
hidrégeno y agua.

Sales como sulfato de potasio o de sodio son comtnmente adicionadas para aumentar el
punto de ebullicién de la mezcla de digestién, sin embargo la relacion sal / dcido no debe ser muy
alta, ya que se podria presentar la pérdida de amoniaco de la sal de amonio.

El amoniaco obtenido después de la digestién es liberado por accién de un 4lcali y
atrapando el amoniaco liberado en una cantidad conocida de 4cido valorado.

MATERIAL / REACTIVOS.

- Digestor TECATOR mod. ab-20-40.

- Tubos de digestién TECATOR de 75 ml
- mezcla digestiva (a).

- Per6xido de hidrégeno al 30%

- Sulfato de porasio (R.A.)

- Solucién de NaOH al 60 %




- Solucién de scido bérico con indicadores (b).

- Solucién de HC10.001N valorada

(a). Disolver 3 g de sulfato de cobre en 20ml de agua destilada; a continuacién se agrega 50 ml de
4cido ortofosférico v una vez que este bien disuelta la sal, se adiciona con mucho cuidado y
reshalando por las paredes del recipiente 430ml de 4cido sulfiirico concentrado. Esta mezcla se
deja agitando aproximadamente 30 minutos.

{b). Se pesan 3 g de 4cido bérico y se coloca en un matraz aforado de 1 1; se adiciona agua hasta
disolverlo vy 2 continuacién se agregan 35ml del indicador A ( 100 mg de fenolftaleina aforados a
100ml con alcohol absoluto)y 10 del indicador B { 33mg de verde de bromoctesol +66 mg de
1ojo de metilo aforados a 100ml con alcohol etilico). Se ajusta el color a un tono café rojizo con
cido o slcali sepn se requiera y se afora a 11 con agua destilada.

PROCEDIMIENTO

Pesar de 20-70 mg de muestra y colocarlos en un tubo de digestién, se le agrega aprox.
0.5 g de K2504 Y 3ml de mezcla de digestién se coloca un blanco positivo donde se pesa 20 mg
de caseina y un blanco negativo donde se pesa 70 mg de sacarosa ; se ponen los tubos en el
digestor por espacio de 15 minutos y despues de ello se sacan del digestor que se enfrien un poco,
para poder adicionarles 1.5ml de H20z2 y nuevamente colocarlos cn el digestor a 370°C. Se
considera que la digestion est4 realizada cuando el tubo no muestra manchas y puntos negros y
ademés la mezcla de digestién sea uansparente.

Una vez realizada la digestién se deja enfriar y se afiaden 25 mi de agua destilada a cada
tubo, se enciende el analizador Kjeltec Auto 1030 como se describe ¢n el manual, se debe
asegurar que no hay burbujas en la bureta o en las tuberias del equipo, se coloca el tubo de
muestra con agua en posicién y se cierra la puerta de seguridad , cuando se enciende el foco que
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indica que ha terminado el ciclo se anoa el volumen de 4cido gastado en la titulacién de la
muestra, se abre la puerta de seguridad y saca el tubo .
CALCULOS:

Para determinar ¢l % de nitrégeno que contiene la muestra se sigue la siguiente ecuacion:

% N =mlHCL inuestra- ml HCl blanco X N HCI X 0.014 X 160
peso muestra

DONDE:
- ml HCL muestra = volumen de 4cido gastado en la dtulacion de la muestra
- ml HCL blanco= volumen de #cido gastado en la titulacién del blanco de sacarosa
- N HCL = normalidad del HCl con que se realiz6 la titulacion.

Para obtener el % de proteina de la muestra se multiplica el % de nitrégeno X 6.25

C) DETERMINACION DE INHIBIDORES DE TRIPSINA (29)
FUNDAMENTO:

La técnica es la utilizada por Kakade y colaboradores, la cual se basa en la medicion de la
inhibicién producida por un extracto alcalino (NaOH 0.01N) de la muestra sobre una soluci6én
estandar de tripsina.

El extracto directo o diluido se pone en contacto con una solucién estandarizada de tripsina
(40ug / 10 mL) y después de cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente, por
medio de un sustrato sintético (BAPNA), el cual producir una coloracién que se lee en el
espectrofotmetro a una longitud de onda de 410 nm. Dicha cloraci6n es inversamente
proporcional al contenido de inhibidores de la muestra.

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como el incremento de 0.01
unidades de absorbancia a 410 nm. por 10 mL de mezcla de reaccién descritas por Kakade y
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colaboradores. La actividad de inhibidores de tripsina se expresa en términos de unidades de

tripsina inhibida (U.T.L).

MATERIAL / REACTIVOS:

Potenciometro CORING miod. 10.

Parrilla con agitacién magnética THERMOLINE med. SP-13025.
Bafio marfa GRANT mod. SE 10.

Espectrofotémetro COLEMAN mod. Junior II-A.

Mezclador de tubos LAB-LINE mod. Super-mixer.

NaQH 0.01N,

Solucién amortiguadora de TRIS, pH 8.2 y 0.05M (a).

Solucién BAPNA (b).

Acido acético al 30%.

Solucién estandar de tripsina {c ).

HCI 0.001N.

(a)- 6.05 g de tris {rrihidroximetil-amino metano) y 2.94 g de CaCl2.2Hz0 se disuelven

en 900 ml de agua destilada. Se ajusta el pH a 8.2 y se afora a un volumen de 11.

(b)- 100mg de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCl (BAPNA) se disuelvan en 2.5 ml

de dimetil-sulféxido y se diluye a 250 ml con amortiguador TRIS previamente preparado y

calentado a 37°C. ESTA SOLUCION DEBE SER PREPARADA EL MISMO Dia Y

CUANDO ESTE EN USO DEBE MANTENERSE A 37°C.

(c}- se pesan con mucha exactitud 4 mg de tripsina bovina (SIGMA # T-8253)y se

disuelven en 200 ml de HCI1 0.001N. Esta solucién contiene 20 pig de tripsina / ml y debe
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ser alimacenada en refrigeracién donde puede durar de 2-3 semanas sin pérdida apreciable
de actividad.
PROCEDIMIENTO
A). Preparacion del extracto

Se pesa 1 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitado y se le
adiciona 45 ml de NaOH 0.01N, se ajusta ¢l pH de esta suspensién a 9.6 + 0.2 y se afora
con NaOH 0.C1N a 50 ml. A continuaci6n se pasa a un vaso que COnNtenga Un Magneto,
para poder agitar la suspensién mecAnicamente en la parrilla de agiracién por espacio de 2
Y horas a 300 r.p.m. Después de dicho tiempo se quita el magneto y se deja Y2 horaen
reposo, y por simple decantacién se obtiene el sobrenadante ¢liminando el residuo
insoluble. El scbrenadante debe ser diluido hasra el punto de que 1 ml produzca una

inhibicion de 40-60% ; este requisito es indispensable para reducir nuestra desviacién

estandar rclativa.
B). Determinacién de la acrividad.

Porciones de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4 v 1.8 m! de extracto directo o diluido son pipeteados
a tubos de ensaye por duplicado y ajustado el volumen a 2.0 m!l con agua destilada, se
introducen al bafio maria a 37°C. Se adicicnan 2.0 ml de solucién estandar de tripsina
(previamente mantenida a 37°C) y se mantienen en contacto inhibidor-tripsina por
espacio de 10 minutos. A continuacién se adicionan 5 ml de solucién de BAPNA (a
37°C) a cada tubo y se mantiene dicha mezcla de reaccion por 10 minutos exactos {con
cronémetro). La reaccién enzimética se detiene por la adicién de 1 ml de &cido acético al

30% ; el cual debe homogeneizarse inmediatamente.
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Cuando por la adicién del 4cido acético al tubo de reaccidn se enturbie o forme un
precipitado, serd necesario filtrar el contenido a través de papel filtro (Whatman #1) para
ello es conveniente dejar el tubo en reposo por 15 minutos (aprox.) para después filtrar
primeramente el sobrenadante y por dltimo se filtra la porcion del precipitado gelatinoso.
Sin embargo es necesario cerciorarse que el filtrado estd transparente.

CUADRO No 2 Serie de tubos necesarios para determinar actividad inhibitoria

CLAVE: ml EXT: mi H2O mlstd.tripsina  10min gll BAPNA 10 min gll de acido

A37°C acético al 30%
Bi 1.8 0.2 2.0+1.0AA 5.0 -
1 1.8 02 20 “ 1.0
B2 1.4 0.6 20+1.0AA * e
2 1.4 06 20 “ 1.0
B3 1.0 1.0 2.0+1.0AA “ .-
3 1.0 10 20 “ 1.0
B4 0.6 1.4 20+1.0AA “ -
4 0.6 1.4 2.0 “ 1.0
BR 0.0 2.0 2.0+10AA “ -
R 0.0 20 20 “ 1.0

B1=blanco del tubo ly asf respectivamente para B, B3 y B4
AA= ml de Acido acético al 30%
BR =Blanco de reactivos

La lectura en el espectrofotémetro de realiza a 410nm y es necesario para cada una
de las alicuotas de! extracto, primeramente ajustar el aparato a 100% de transmitancia
con su respectivo blanco. Hay que recordar que el tubo con 0.0 ml de extracto es la
referencia (40 pg tripsina/10ml), sobre el cual s basaran los calculos.
NOTA: Cuando se trabaja con ¢l extracto directo, es comidn que se arrastren

coloraciones indeseables que pueden interferir en la determinacién; por lo que es

conveniente tomar una alicuota més de cada una de las porciones, las cuales serviran
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como sus Tespectivos blancos. A estos tubos, una vez adicionados los 2.0 ml de solucién de
tripsina inmediatamente se les adiciona 1.0 ml de 4cido acético al 30% y pot altimo los
5.0 ml de solucién de BAPNA, como se puede observar en estos tubos no es necesario
llevar un control de tiempo.
CALCULOS:
La lectura de absotbancia (A), directamente se puede pasar a unidades de tripsina (U.T.
previamente definidas) :
UT.=AX100

Ya que se pone una serie de alicuotas del extracto, se tendrd a su vez una serie de
valores de U.T., los cuales al restar este valor al dato de referencia, dari los respectivos
valores de tripsina inhibida (U.T.I) y por consiguiente se puede calcular el valor de
U.T.I/m! de cada una de las alicuotas.

UTL/ml—_R-U.T
ml alicuota

Cuando se pone en una gréfica la actividad enzimética inhibiroria (U T.I/m]) como una
funcién de la alicuota del extracto de prueba, se observa una correlacion lineal negativa,

de donde se puede obtener el valor extrapolado, correspondiente al valor cero de la

solucién inhibitoria.

4 / B (valor extrapolado)
Tripsina inhibida y= mx+b
(U.T.L/ml)
r=-09

Volumen extracto (ml)

Figura 2 — Volamen de extracto vs. UT1/ml
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Este dato extrapolado es el valor més cercano a la actividad inhibitoria verdadera o real (si
se refiere uno al inhibidor de soya tipo Kunitz).

NOTA:Cuando s¢ obtiene una correlacién lincal no satisfactoria (1< 0.9}, se pucde trabajar el
valor promedio de la seric de alicuotas reportado en términos de U.T.1/ml.

Es conveniente reportar las unidades de inhibicién por mg de proteina de la muestra para
lo cual es necesario determinar el contenido de proteina en el extracto directo. De no tener el
anterior dato se puede reportar las unidades de inhibicién con respecto a 1 mg de de muestra:

U.T.I/mg muestra = B X F X 50/1000
DONDE:
B= valor extrapolado o promedio en (U.T.L/mlb).
F= factor de diluci6n, el cual depende de la (s) dilucién {es) realizada (s}. Cuando se trabaja el
extracto directo F=1.

F= Alfal X Alfal Al= aforo; al alicuota

D} DETERMINACION SEMICUANTITATIVA DE HEMAGLUTININAS oo.
FUNDAMENTOQ:

La deteccién de hemaglutininas o lectinas en extractos de plantas se lleva a cabo con una
técnica de diluciones seriadas en la cual se determina el punto final por una estimacién visual de
la aglutinacién de los glébulos rojos en estudio.

El método de microtitulacién es rdpido y requiere una minima cantidad de muestra. Se
necesita trabajar con glébulos rojos lavados y activados con una solucién de proteasa disponible
(como pronasa, tripsina o papaina) , ya que la sensibilidad de la aglurinacién se mejora
considerablemente con este tratamiento.

MATERIAL/REACTIVOS:
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- Agitador magnético con tacémerro marca THERMOLINE.

- Centrifuga para tubos marca DYNAC.

- Tubos de centrifuga de 15 ml con graduacién.

- Jeringa de 5 0 10 ml con agua #22.

- Incubadora marca BLUE-M.

- Espectroforometro COLEMAN junior I11-A.

- Adaptador para celdas de 10 X 75 mm (acondicionado a una abertura de lcm).

- Microtiter kit (cook eng-Alexander Virginia USA).

- Filtro de vidrio poroso (poro grueso).

- Sangre de hamster desfibrinada y lavada

- Solucién anticoagulante (a).

- Soluci¢n salina al 1%

- Soluci6n salina al 0.9%

- Solucién de proteasa al 0.1% en soluci6n salina (b).

- Tripsina de pancreas porcino (SIGMA T-8118)

- Pronasa de S. Grisens (SIGMA P - 5005).

a) Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar ya sea sol. de

heparina o citrato, las cuales se usan en la siguiente relacién:

- Solucién de heparina : sangre = 15-20 Ul : 1 ml sangre.

- Solucién de citrato : sangre = 0.1 ml: 1 ml sangre.

Si la sangre no se va a trabajar de inmediato y se desea conservar en refrigeracién por
unos dias, lo més conveniente es usar como solucién anticoagulante, la solucién ELSEVER, enla
siguiente proporcion: 1:1 0 sea 1 ml de solucién ELSERVER por 1 ml de sangre fresca.
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b} En términos generales se usa tripsina al 0.1% en solucién salina, para el proceso de
sensibilizacion; sin embargo, cuando se trabaja con sangre de cualquier roedor (ratén,
hamster, etc.}, es conveniente trabajar con pronasa al 0.2% en solucitn salina.

METODOLOGIA:

a) Preparacién del extracto:
Una vez que se tiene la muestra finamente molida ( y desengrasada si el contenido de grasa es
mayor del 5% ), se suspende 1 g en 10 ml de solucién salina al 1% , se efectiia una extraccion
con agitacién mecénica durante 2 horas a 300 rpm a la temperatura ambiente.

Después de este tiempo se centrifuga el extracto a 1,400 rpm durante 15 min. Para
eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtra a través de un filtro de vidrio porose
{grueso).

b) Preparaci6n de la sangre
Una vez que se sangre al hamster, la sangre se coloca en un matraz pequefio que contenga
solucién anticoagulante, agitar suavemente para la completa homogenizacidn de la sangre
con la solucién anticoagulante (no interrumpir hasta el momento de diluirla).

La sangre con anticoagulante se transvasa a tubos de centrifuga para lavarla {3 veces) con
sol. salina al 0.9% , la relacién sangre : solucién salina es aproximadamente 1 : 5.

Se cenwrifuga a 1,500 rpm durante 10 min., después del Gltimo lavado, en el tubo de
centrifuga se mide la cantidad de paquete de eritrocitos y se diluyen al 4% para lo cual se agregan
por cada 1.0 ml de glébulos rojos 24 ml de solucién salina al 0.9%.

c) Sensibilizacién de los gl6bulos rojos
A cada 10 ml de suspensi6n de glsbulos al 4% agregarles 1 ml de soluci6n de pronasa al
0.2%(en solucién salina) y colocarlos en incubadora por espacio de 1 hora a 37°C.
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Después del tiempo estipulado, centrifugar para eliminar la enzima sobrenadante, dando
ademis 3 lavados con solucién salina al 0.9%. Después del dltimo lavado se resuspende cl
paquete de glébulos rojos al 5% , por lo cual cada 1.0 ml de paquete de eritrocitos sc le adicionan
19 ml de solucién salina al 0.9% .

NOTA: Cuando se observa que la sangre tiene algunos codgulos (aunque sean pequefios), €5
necesario filtrar esta suspension a través de un pequefio trozo de gasa colocado dentro de un
embudo de cuello corto.
d) Ajuste de la suspension de glébulos rojos.
Se toma 1 ml de la suspensién de globulos rojos ya sensibilizada y se agregan 4 ml de solucién
salina a1 0.9% . Se lee el espectrofotémetro a 620 nm, usando un adaptador de celdas que
permita cl paso de solo 1 cm2 de luz y como blanco solucién salina al 0.9% .

La lectura que se debe obtener seré de 25% + 1 de transmitancia, en caso contraria se
reatizar la dilucién necesaria para que la suspension de glébulos quede dentro de dicha rango.
e) Microtitulacion

En las placas tipo “V" del microtiter colocar en cada pozo de una hilera 50 pl de solucién
salina al 0.9% con el pipetador de gota evitando tocar las paredes del pozo.

A continuacién llenar el microdilutor de 50 p!l por contacto con la superficie del extracto
problema y se procede a realizar las diluciones sucesivas en la hilera escogida, introduciendo el
microdilutor en el pozo y rotdndolo sin excesiva presi6n.

NOTA: Es recomendable checar que el volumen que esté tomando el microdultor, sea el

requetido. Esto realiza con solucién salina al 0.9% en una placa de prueba.
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Por iltimo con un pipetero de gota colocar en cada pozo 50 pl de la suspensién de
glébulos rojos sensibilizada v ajustada. Lucgo se rota la placa en forma circular y sc lleva a la
incubadora a 37°C por espacio de | hora.

f} Lectura
Una vez transcurrido el ticmpo estipulado se coloca la placa de plastico sobre ¢l dispositivo de
lectura.

Se observa a través del espejo el fondo de los pozos de cada hilera de prueba. Se reporta la
miéxima dilucién que presente aglutinacion.

INOTA: cuando se trabaja con sangre de alta sensibilidad {como hamster o rat6n) o un extracto
de alto dtulo, es conveniente realizar un mayor niimero de diluciones, por lo cual se pueden

tomar hasta 3 hileras realizando la serie de dilucién en forma de culebra.

E)DETERMINACION DE TANINOS (31)
RESUMEN

Extraccién de taninos por agitacién con dimetilformamida. Posteriormente cenrrifugar v
adicionar citrato férrico amoniacal y amoniaco a una alicuota de sobrenadante para desarrollar
color y leer absorbancia de la solucién obtenida en especerofotémetro a 525 nm. Se determina el
contenido de taninos usando una curva patrén preparada con 4cido ténico.
MATERIAL/REACTIVOS:
NOTA: el agua utilizada en esta determinacién debe ser desionizada.

- Acido ténico: cristales grado analitico (SIGMA # T-0125).

- Solucién estandar de referencia de 4cido t4nico que contenga 0.2g/100ml agua

- Dimerilformamida solucién al 75% (V/V).
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- Citrato férrico de amonio (SIGMA # F-5879) .

- Solucién de citrato férrico de amonio que contenga 0.35g/100ml preparada 24 horas
antes de usarse. El contenido de hierro debe estar entre 17-20%..

- Cenrrifuga marca DYNAC.

- Tubos de centrifuga de 50 ml con tapa hermética.

- Parrilla con agitacién magnética THERMOLINE mod. SP-13025

- Agitador mecénico para tubos de ensaye LAB-LINE mod. Super-mixer.

- Bafio regulador de temperatura GRANT mod. SE-10.

- Espectrofotémetro COLEMAN junior 11-A

- Celdas para espectrofotémerro de 1 cm de espesor.

PROCEDIMIENTO

PREPARACION DE LA CURVA PATRON:

1. Preparar 7 matraces volumétricos de 25 ml y afiadir 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 ml respectivamente de
la solucion estandar de 4cido tanico 0.2g/100ml, lievando a 1a marca de aforo con la solucién
de dimetilformamida. La escala asi obtenida corresponde a 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 mg de 4cido
tAnico respectivamente.

2. Rotular 8 tubos de ensaye, correspondiendo el # 1 al blanco de la curva, al cual se le adiciona
1 ml de la solucién de dimetilformamida. Los restantes corresponden a los puntos de la curva
a los cuales se les adiciona respectivamente 1 ml de las soluciones de 4cido tinico preparadas
anteriormente, El intervalo obtenido es de 80 yg a 560 pg de 4cido rénico.

3. Anadir 5 ml de agua a cada tubo y mezclar unos segundos. Después afiadir | ml de solucién
de citrato fértico amoniacal 0.35g/100ml, mezcla y posteriormente afiadir 1 ml de solucion de
amoniaco 0.232g/100m! {ver cuadro 1).
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4. Después de la dltima adicién agitar e introducir en bafio de temperatura controlada y
mantener 10 £+ Imin. A 30 + 1°C para permitir el desarrollo 6ptimo del color.
5. Transferir a celdas de medicién y leer en espectrofotémetro a 525 nm.

6. Trazar grifica de absorbancia vs concentracién de 4cido tanico en ug

CUADRO No 3 Curva patrén
TUBO Sol. 4cido tanico H2O | Citrato férrico amoniacal Amoniaco
(2-14 mg) (ml} 0.35g/100m! 0.232¢/100ml
{ml) (ml) {ml)
1 (blanco) 1 ml DMF 75% 5 1 1
2 1 5 1 1
3 1 5 1 |
4 1 5 1 1
5 1 5 1 1
6 1 5 1 1
7 1 5 1 1
8 1 5 1 1

OBTENCION DEL EXTRACTO:

1. Pesar de 0.3 al g de muestra en un vaso de precipirado de 50 m!

1. Disolver con 20 ml de solucién de dimetilformamida al 75% en agua medidos con probeta y
agitar moderadamente en agitador magnético durante 60 + 3 min.

2. Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 ml enjuagando el vaso y magneto
3 veces con porciones de 1 ml cada una de la solucitn de dimetilformamida al 75%. Llevar a
la marca de aforo con el mismo reactivo, homogeneizar y transferir a un tubo de centrifuga de
50 ml, tapar el tubo y centrifugar a 2700 rpm (correspondiente a 100 unidades en centrifuga
DYNAC) por 10 + 1 min.

3. Decantar el sobrenadante en un vaso de precipitado y homogeneizarlo.
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DETERMINACION
Una vez obtenido el extracto de a muestra problema, rotular como minimo 3 wbos de
ensaye (uno corresponde al blanco y los otros 2 al problema, llevindose a cabo la lectura por
duplicado).
1. Afadir los diferentes reactivos, de acuerdo al orden propucsto en el cuadro No 2. Mezclar
perfectamente en Vortex el contenido de los tubos después de cada adicién.
2. Después de la tlrima adicion agitar e introducir en bafio de temperatura controlada y
mantener 10 + I min. a 30 4+ {°C para permitir el desarrolio éptimo del color.
3. Transferir a celdas de medicién y leer en ¢l especiroforémerro a 525 nm,
4. Mediante la ecuacion de la linca recta obtenida con los datos de 1a curva patrén determinar el

contenido de taninos y reportar como % de 4cido ténico.

CUADRO No 4 Determinacién de taninos

TUBO | MUESTRA H:0 Cirrato férrico aminiacal Amoniaco
(ml} {ml) 0.35g/100mt 0.232g/100ml
{ml) {ml}
I(blanco 1 6 "
)
2 1 5 1 1
3 1 5 1 i
NOTAS :

- Para evitar que el agua del bafio penetre a los tubos se recomienda taparlos con papel
aluminio o parafilm

- El agua empleada en las determinaciones debers ser desionizada.

31




RESULTADOS Y DISCUSION

Se observé que ambas variedades tienen un ciclo biolégico muy parecido, a pesar de que el
frijol negro jamapa se utiliza para la produccién de semilla y la otra variedad se utiliza para
obtener gjore.

Este trabajo se realizé en el invernadero pensando en tener temperatura y condiciones
climéticas contreladas para las plantas, o cual resulto muy bien cuando las plantas se hallaban
solas en uno de los cubiculos del invernadero, pero al estar en contacto con otros frijoles fueron
infectadas con hongos y las atac6 una plaga de arafas, lo cual provoct que en la variedad
productora de gjore no se pudiera recolectar la fase de maduracién fisiolégica ya que se decidi6
colectar la Gltima fase y no la fase de maduracién fisiol6gica; en el frijol negro jamapa las perdidas
no fueron tan graves, pero aun asi como se vera en los resultados de las determinaciones de los
factores antinutricionales estos variaron de lo que se reportd anteriormente ya que se cree que
estos factores act(an como factores de defensa de las plantas. Cabe mencionar que las muestras
de las etapas afectadas se trataron igual que las otras por considerar que el dafio se produce a
nivel metabélico.

Los resultados de la determinacién de humedad original de las diferentes etapas del frijol
negro jamapa indican que la semilla tiene una humedad de 6.68%, las tres etapas siguientes
(germinado, plantula y ejore) tienen valores muy similares 86.01,85.31 y 85.05%
respectivamente, la semilla en maduracién fisicldgica tiene 50.20% de humedad v la semilla final
tiene 6.56%, un valor muy cercano al de fa semilla original {TABLA 1).

Los resultados del frijol productor de ejote indican que la semilla inicial tiene una

humedad dec 6.78%, las tres etapas siguientes tienen valores de 86.65, 85.38 v 85.45%
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tespectivamente y la semilla final presenta una humedad de 6.44, valor muy similar al de la
semilla inicial (TABLA 2).

Se realizaron 4 repeticiones de las determinaciones de proteina, lectinas, inhibidores de
tripsina y taninos y a estas se les realizé un analisis estadistico para saber que fases presentan
diferencia significativa en cada determinacién, para esto primero se realizé un andlisis de
varianza a los datos de todas las fases, posteriormente se realiz6 un analisis de rango maltiple de
Duncan para determinar en que etapas presentan diferencia significativa.

Con base en los resultados de la determinacidn de proteina del frijol negro jamapa (Tabla
3) se ve que de la semilla inicial a la etapa de germinado se registra un aumento en la cantidad de
proteina, siendo esta etapa donde se encuentran en mayor concentracion, esto ya que las células
presentes en el cotiledén tienen vacuolas donde se almacenan proteinas como reservas para la
planta (21). Se ve una disminucién en la etapa de pléntula, donde en otro trabajo se habia
reportado la mayor cantidad de proteinas (27) y se ve un aumento progresivo en las siguiences
etapas hasta que la semilla final alcanza un nivel similar al de la semilla inicial completando asf un
ciclo. En el anélisis estadistico practicado a estos datos se encontrd que existe diferencia
significativa entre las diferentes fases de la determinacién, al realizar Ia prueba de Duncan se
encontré que no existe diferencia significartiva entre la semilla inicial y la semilla final.

En el caso del frijol productor de ejote se tiene que del grano inicial a la fase de germinado
hay un aumento y es en esta fase donde se encuentra la mayor cantidad de proteinas, en la etapa
de pléntula se nota una disminucién de alrededor del 50% de la cantidad de proteina, se
incrementa un poco en la fase de ejote, no se pudo colectar la fase de madurez fisioldgica y en la
semilla final se tiene una cantidad de proteina superior a la de la semilla inicial. En este caso al
realizar el anlisis de varianza se encontrd que también existe diferencia significativa entre las
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diferentes fases y con fa prueba de Duncan se encontr que existe diferencia significativa entre

todas las etapas.

En la figura 3 se muestran m4s claramente los cambios presentados por las dos diferentes

variedades de frijol en el contenido de proteinas durante su desarrollo.
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TABLA | CONTENIDO DE HUEMEDAD ORIGINAL (%)

FRIJOL NEGRO JAMAPA

ETAPA HUMEDAD (%)
SEMILLA INICIAL 6.68
GERMINADO 85.01
PLANTULA 84.31
EJOTE 84.05
MADURACION FISIOLOGICA 50.20
SEMILLA FINAL 6.56

TABLA 2 CONTENIDO DE HUMEDAD ORIGINAL(%)

FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
ETAPA HUMEDAD (%)
SEMILLA INICIAL 6.78
GERMINADO 86.65
PLANTULA 85.38
EJOTE 85.45

SEMILLA FINAL 6.44
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TABLA 3 CONTENIDO DE PROTEINA (%)

FREOL NEGRO JAMAPA

ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL (1) 27.51 +0.29
GERMINADO (G) 3491 4027
PLANTULA (P) 15.61 +0.15
EJOTE (E) 19.01 + 025
MADURACION FISIOLOGICA (MF) 26.39 4 0.03
SEMILLA FINAL (F) 2760 +0.15

TABLA 4 ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE PROTEINA
EN EL FRIJOL NEGRO JAMAPA
PRUEBA DE ANOVA (0e=0.05)

VARIACIO A Gl MS F Valor critico
N para F

Tratamiento 873.552333 5 174.71045 922.9290  2.772850

ERROR 3.4074 18 0.1893

Total 876.959733 23

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

R6=0.7222
R5=0.7114
R4=0.6983 G IE MF EP
R3=0.6787
R2=0.6461

NOTA: el subrayado indica que no existe diferencia significativa entre las fases
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TABLA 5 CONTENIDO DE PROTEINA (%)
FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE

ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL () 21.58 £ 0.09
GERMINADO (G) 26.35 + 0.01
PLANTULA (P 13.22 + 0.02
EJOTE (E) 17.43 £ 0.03
SEMILLA FINAL (F) 23.64 + 0.24

TABLA 6 ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE PROTEINA
EN EL FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
PRUEBA DE ANOVA (o =0.05)

VARIACIO  SS Gl MS F valor critico
N para F

Tratamiento 373.86353 4 9346588 1180.870  3.055568

ERROR 1.18725 15 007915

Total 375.05078 19

PRUEBA DE RANGQO MULTIPLE DE DUNCAN

R5=0.4656
R4= 0.4572 G F1EP
R3=0.4445
R1= 042134
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FIGURA 3. - Contenido de proteina total expresado en base seca en las crapas de desarrollo del

frijol negro jamapa (NJ} y del frijol productor de ¢jote (FE) (g / 100 g de muestra}
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Los resultados de la determinacién de lectinas para el frijol negro jamapa se presentan en
la Tabla 7 donde podemos ver gue la semilla inicial presenta un titulo clevado (14 en base seca),
s¢ ve una pequefia disminucion en el germinado (12 en base seca) en las fases de plantula y ejote
se aprecia que la canridad de tectinas disminuye; en la fase de maduracién fisiolégica se vuelve a
incrementar la cantidad de lectinas igualando el nivel del germinado, la semilla final presenta un
nivel mayor de lectinas aunque este nivel es menor al que presentd la semilla inicial. Estos
resultados son diferentes al obtenido en otro trabajo donde se ha utilizé el frijol negro jamapa an,
esto se debe posiblemente a que en este trabajo las plantas fueron atacados por hongos y araiias,
lo que provocd un incremento en los factores de defensa de la planta(zo}. Al realizar el analisis
estadistico de los datos obtenidos se encontré diferencia significariva entre las etapas,
posteriormente se determinG que las etapas que presentan diferencia significativa son la pléncula y
el ejote.

En cuanto al frijol productor de cjote (tabla 9) vemos que no hay cambio en el contenido
de lectinas en las fases de semilla inicial y germinado, en la fase de plantula se ve una disminucién
importante en el contenido de lectinas, estas se incrementan nuevamente en la fase de ejote
alcanzando el nivel de la semilla inicial y en la semilla final vemos que la cantidad de lectinas es
superior al que presenta la semilla inicial. Al realizar el andlisis estadistico vemos que al iguat que
en el frijol negro jamapa en el frijol productor de ejote también existe diferencia significativa
entre los daros obtenidos en esta determinacién, con un andlisis posterior se determiné que la
etapa de plantula es la que presenta diferencia significativa respecto a todas las otras.

En la fipura 4 podemos ver el cambio en el contenido de lectinas en ambas variedades de

frijol en las diferentes etapas de su desarrollo.
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TABLA 7 CONTENIDO DE LECTINAS (TITULO®)

FRIJOL NEGRO JAMAPA
ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL (D) 14 +0.33
GERMINADO (G) 12 +02
PLANTULA (P) 5 +0.0
EJOTE (E) 7 £0.92
MADURACION FISIOLOGICA (MF) 12403
SEMILLA FINAL (F) 13 +09

*TITULO= mixima dilucién positiva

TABLA 8 ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE LECTINAS
EN EL FRI)JOL NEGRO JAMAPA
PRUEBA DE ANOVA (o = 0.05)

VARIACIO 5§ Gl MS F Valor critico
N para F

Tratamiento 196.375 5 39,275  85.69091  2.772850

ERROR 8.25 18  0.458333

Total 204.625 23

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

R6=1.1238
R5= 1.1068
R4= 1.0865 1. F G MF E P
R3= 1.0561 s ——
R2=1.0053
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TABLA 9 CONTENIDO DE LECTINAS(TITULO*)

FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL (1) 14+ 1.33
GERMINADO (G) 14 + 015
PLANTULA (P) 6400
EJOTE (E) 14 +0.33
SEMILLA FINAL (F) 15 + 0.2

*TITULO=Méxima dilucién positiva

TABLA 10 ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE LECTINAS
EN EL FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
PRUEBA DE ANOVA ( o=0.05)

VARIACIO $S Gl MS F Valor critico
N para F

Tratamiento 170.7 4 42675 98.48077  3.055568

ERROR 6.5 15 0.433333

Total 177.2 19

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

R5= 1.0890
R4= 1.0693
R3= 1.0401
RZ= 0.9903

T
o
s
-
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*= Maxima dilucion a la que se distingue aglutinacién de eritrocitos

FIGURA 4-Contenido de lectinas expresado en base seca en las etapas de desarrollo del frijol

negro jamapa (NJ) y del frijol producror de ejote (FE}(Titulo®}
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En la tabla 11 se encuentran los resultados de la determinacién de taninos realizada al
frijol negro jamapa, en donde podemos ver en la semilla inicial se encontrd 1.13% de 4cido
tdnico, en el germinado esta cantidad disminuye hasta 0.44% debido a que en esta etapa la planta
ya eliminé la cascarilla de la semilla, en la fase de plantula se encontré un nivel de taninos
superior al que presenta la semilla inicial, en la fase de ejote se encontrd un nivel muy similar al
de la semilla inicial, esta cantidad se vuelve a incrementar en la semilla en maduracién fisiolégica
siendo en esta etapa donde se encuentra la mayor cantidad de taninos en esta variedad de frijol,
en la semilla final se presenta una nueva disminucion de la cantidad de taninos pero este nivel es
superior al presentado por la semilla inicial. Al realizar ¢l anilisis estadistico de estos datos se
encontré que existe diferencia significativa encre todas las etapas. Esto puede deberse a que por ia
invasion de hongos y arafias la sintesis de taninos haya sufrido alguna alteracion ya que estas
moléculas también pueden actuar como mecanismos de defensa de la planta (6.

Por lo que respecta al frijol productor de ejote {Tabla 13} vemos que la scmilla inicial
contiene 1.06% de 4cido ténico, esta cantidad disminuye en el germinado hasta 0.35%, en la fase
de plantula se presenta un aumento en la cantidad de taninos, siendo este el nivel mas alto
encontrado en esta variedad de frijol, el ejote se encontrs un nivel de 0.25% de fcido ténico
siendo este el nivel m4s bajo encontrado en ambas variedades y en la semilla final se encuentra
que el nivel es notablemente inferior al que presenta la semibla inicial. Es posible que el dafio
causado por la infeccitn fiingica pueda haber afectado la sintesis de taninos. Al realizar el anglisis
estadistico se encontré que existe diferencia significativa entre todas las etapas.

En la figura 5 podemos ver la comparacién del contenido de taninos en ambas variedades

en las diferentes etapas estudiadas.
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TABLA 11 CONTENIDO DE TANINOS(% ACIDO TANICO)

FRIJOL NEGRO JAMAPA
ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL (1) 1.13 + 3.2E-05
GERMINADO (G) 0.44 + 2.1E-05
PLANTULA (P) 1.40 + 1.7E-04
EJOTE (E) .11 + 6.7E-05
MADURACION FISIOLOGICA (MF) 1.46 4+ 2.4E-05
SEMILLA FINAL (F) 1.24 + 3.0E-06

TABLA 12 ANALISIS ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE TANINOS
EN EL FRIJOL NEGRO JAMAPA
PRUEBA DE ANOVA ( a=0.05)

VARIACIO  SS§ Gl MS$ F Valor critico
N para F

Tratamiento  2.4337575 5 0486751  9136.11 2.772850

ERROR 0.000959 18 5.327E-05

Toral 2.4347165 23

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

Ré=0.0121
R5=0.0119
R4=10.0117 MF P F T E G
R3=0.0114
RZ=0.0108
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TABLA 13 CONTENIDO DE TANINOS (% ACIDO TANICO)

FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL (1) 1.06 + 4.2E-04
GERMINADO (G) 035 + 3.2E-05
PLANTULA (P) 1.46 + 2.3E-04
EJOTE (E) 0.25 4 9.1E-05
SEMILLA FINAL (F) 0.42 £+ 6.0E-04

TABLA 14 ANALISIS ESTADISTICA DEL CONTENIDO DE TANINOS
EN EL FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
PRUEBA DE ANOVA ( a=0.05)

VARIACIO SS Gl MS F Valor eritico
N para F

Tratamiento 3.90005 4 0975012 3545.5  3.055568

ERROR 0.004125 15 0.000275

Total 3.904175 19

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

R5= 0.0275
R4=0.0269 EILF GP
R3=0.0262
R2=0.0249
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FIGURA 5- Contenido de taninos expresado en basc scca en las etapas de desarrollo del
frijol negro jampa (N)) y frijol productor de ejote (FE) expresado en % 4cido ténico
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Los resultados de la determinacién de inhibidores de tripsina del frijol negro jamapa se
encuentran en la tabla 15 donde podemos ver que la semilla inicial presenta 26.65 UTl/mg, este
nivel disminuye en el germinado y vuelve a disminuir hasta casi desaparecer en la plantula, en la
fase de ejote se incrementa el contenido de inhibidores de tripsina y se vuelve a incrementar en
la fase de maduraci6n fisiolégica superando por mucho ¢l nivel de la semilla inicial y siendo asi el
nivel m4s alwo registrado en esta vatiedad no solo en este estudio sino en un estudio previo
realizado al frijol negro jamapa (27, en la fase de semilla final se puede ver una gran disminucién
en el contenido de inhibidores de tripsina para alcanzar un nivel muy similar al de la semilla
original. En el andlisis estadistico vemos que no existe diferencia significariva entre las etapas de
la semilla inicial y final asf como tampoco existe diferencia entre el germinado y la planula.

En cuanto al frijol productor de ejote(TABLA 17} podemos ver que la semilla inicial
tiene un contenido alto de inhibidores, similar al de la semilla del frijol negro jamapa, en la fase
de germinado se ve una disminucion en el contenido de inhibidores (3.88 UTI/mg), en la fase de
plantula los inhibidores de tripsina practicamente desaparecen en esta variedad de frijol, en la
fase de ejote vemos un gran aumento en el contenido de inhibidores de tripsina, siendo mucho
mayor que el contenido de inhibidores de la semilla inicial, en la semilla final podemos ver que la
cantidad de inhibidores es similar al de la semilla inicial, pero en este caso la cantidad es mayor.
Al realizar el anlisis estadistico vemos que existe diferencia significativa entre todas las etapas

Si tomamos en cuenta que a partir de 10 UTl/ing de muestra la actividad de los
inhibidores se considera importante, ¢l valor obtenido este estudio en la etapa de maduracitn
fisiolSgica del frijol negro jamapa es de mucha consideracién, ya que incluso sobrepasa el valor de
inhibidores para la soya cruda que es considerado como uno de los més altos (22).Estos cambios se
muestran el la figura 6 donde podemos ver la diferencia en la conducta de ambas variedades.

47




TABLA 15 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA (UTT**/mg)

FRIJOL NEGRO JAMAPA
ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL (1) 26.65 + 0.06
GERMINADO (G) 5.45 + 0.02
PLANTULA (P) 1.12 + 0.09
EJOTE (E) 13.12 + 0.44
MADURACION FISIOLOGICA (MF) 104.59 + 83.1
SEMILLA FINAL (F) 25.36 + 0.07

**= Unidades de tripsina inhibida

TABLA 16 ANALISIS DE VARIANZA DEL CONTENIDC DE INHIBIDORES DE
TRIPSINA
EN EL FRIJOL NEGRC JAMAPA
PRUEBA DE ANOVA { a=0.05)

VARIACIO  SS Gl MS F Valor critico
N para F

Tratamiento 24167.2269 5 4833.445 346.1496  2.772850

ERROR 251.342195 18 13.96345

Total 24418.5691 23

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

R6= 6.203
R5= 6.110
R4= 5997 MF I FEGP
R3= 5829
R2=5.549
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TABLA 17 CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA (UTI**/mg)

FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
ETAPA BASE SECA
SEMILLA INICIAL {I) 2582 1+ 1.36
GERMINADO () 421 +0.01
PLANTULA (P) 0.16 + 0.006
EJOTE (B) 39.61 £9.85
SEMILLA FINAL (F) 29.03 £ 0.26

#%=Inidades de tripsina inhibida

TABLA 18 ANALISIS ESTADISTIDO DEL CONTENIDO DE INHIBIDORES DE
TRIPSINA
EN EL FRIJOL PRODUCTOR DE EJOTE
PRUEBA DE ANOVA (a=0.05)

VARIACIO SS Gl MS F Valor critico
N para F

Tratamiento 4428.26223 4 1107.065 482.2245  3.055568

ERROR 34.4362042 15 2.295747

Total 4462 .69844 19

PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUNCAN

R5=12.50
R4=1.46 EF1GP
R3=1239
RZ=12.28
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*= Unidades de Tripsina Inhibida

FIGURA 6 - Contenido de inhibidores de tripsina expresado en base seca en las etapas de
desarrollo del frijol negro jamapa (NJ) y de frijol productor de ejote (FE) (UTT*/mg de muestra
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Como se puede apreciar los resultados de proteina, lectinas e inhibidores de tripsina en
este trabajo son diferentes a otro realizado anteriormente(27), en ese también se trabajé con el
frijol negro jamapa vy se estudié ¢} contenido de proteina, lectinas ¢ inhibidores de cripsina, en el
afio de [988, este se realizd en el invernadero de 1a Universidad de Chapingo vy el presente trabajo
se realizs en el invernadero de la Facultad de Quimica, 3 continuacién se muestran las diferencias
encontradas en ambos trabajos.

Como se puede ver en la figura7 la cantidad de protefna de la etapa de semilla inicial en
este trabajo es de 27.51% v en el realizado anteriormente es de 20.69%, en el germinado cn este
trabajo se encontré 34.91%, mientras en el anterior se determiné 24.35%, esto puede deberse a
que desde la semilla inicial la cantidad de proteina ¢s mayor y por ¢llo ¢l perminado presenta una
mavyor cantidad de proteinas; en la etapa de plintula en este trabajo se observa una disminucién
de la cantidad de proteina (15.61%), mientras en el realizado en Chapingo se registra un
aumento en esta etapa(27.10%), en la etapa de ejote en el presente trabajo se registra un
aumento en la cantidad de proteina, mientras ¢n el anterior vemos una disminucién respecto a la
ctapa de plantula y en las dos dltimas etapas podemos ver que la cantidad de proteina es mayor
en esta ocasidn que en el trabajo anterior. En cste caso vemos que a pesar de que en ambos casos
se trabaj6 en el invernadero el comportamiento de la misma variedad es diferente, por lo que una
de las diferencias reside en que la semilla utilizada en este caso tiene mayor cantidad de proteina
desde 1a semilla inicial, por ello en el germinado, la semilla en maduracién fisiologica y en la

semilla final la canridad de proteina en este trabajo ¢s mayor que en el anterior.
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FIGURA 7.- Comparacién del contenido de proteina expresado en base seca entre el trabajo
realizado en Chapingo v el realizado en la facultad de Quimica

Se puede apreciar que el contenido de lectinas también presenta diferencias en ambos
trabajos (FIGURA 8), vemos que este es mayor en las ctapas de semilla inicial y germinado en el
trabajo realizado en la Faculrad de Quimica, en las etapas de plantula y ejote en el trabajo
realizado en Chapingo no ;e detec;an lectinas, mientras que en este trabajo se detecta un titulo
de 5y 7 respectivamente, se observa una tendencia descendente de las dos primeras etapas a las
siguientes, en este trabajo se obtuvo una mayor cantidad de lectinas, pero se sigue la misma
tendencia descendente, en las etapas finales se aprecia un incremento en la cantidad de lectinas

pero este es mayor en el trabajo anterior (donde ¢l titulo cambia de 5 a 8) que en este trabajo

(donde el cambio es de 12 a 13); en general podemos decir que la cantidad de lectinas en la
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semilla que se utilizd en esta ocasién es mayor a ka urilizada en el trabajo anterior, esto puede
deberse a que la semilla que se utilizd ¢n esta ocasidn habia estado almacenada por un periedo
mayor gque la primera provocando que ¢l contenido de lectinas aumente en esta semilla, lo que
puecde también explicar el alto contentdo de proteina en esta semilla, ya que las lectinas
representan el 10% de la proteina total en la semillagsy. La diferencia que se musetra en estos
trabajos también puede deberse a que la determinacién de lectinas en el trabajo realizado en
Chapingo se realizé con eritrocitos de conejo, que presentan una sensibilidad diferente a los

eritrocitos de hamster utilizados en csta ocasién.

-
(8]

0. —o— CHAPINGO
—6—FAC. DE
_QUIMICA

LECTINAS (TITULO*)

0 7 35 60 8 92
DIAS

FTITULO= maxima dilucién positiva
FIGURA 8 Comparacién del contanido de lectinas entre el trabajo realizado en Chapingo y el
realizado en la Facultad de Quimica
En cuanto a los inhibidores de tripsina también se pueden apreciar diferencias entre
ambos trabajos{FIGURA 9), por ejemplo en la semilla inicial la cantidad de inhibidores cs de

26.65 UTI en el trabajo realizade en Chapingo y en este es de 24.87 UTI, en la etapa siguiente se
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aprecia una disminucién de la cantidad de inhibidores de tripsina en ambos trabajos, en la ctapa
de pléntuta también se nota una disminucién de los inhibidores de tripsina, pero en el trabajo
anterior estos no se detectaron y en esta ocasion se cuantificaron 1.12 UTI, en Ia etapa de ejote
en el trabajo anterior tampoco se detectaron, sin embargo en este la cantidad detectada
representa el 50% de los inhibidores encontrados en la semilia inicial y en la etapa de maduracién
fisiolégica mientras que en el trabajo anterior se registraron 22.7 UTI en este se registran 104.59
UT]L siendo esta canridad equiparable a la reportada para la soya , lo cual puede confirmar la
teoria de que estos factores sirven también como defensa de la planta, ya que es durante esta
etapa v la anterior que se presenta la invasién de hongos ¢ inscctos en las plantas del invernadero,
mientras que en Chapingo no se registré ninguna invasién de este tipo. En la semilla final la
cantidad de inhibidores encontrada en este trabajo es un poco mayor a la encontrada en el

trabajo anterior, pero quedan en el mismo rango ambas .

s ¢

Inhibidores de
tripsina {(UTI*)
8

*UTI= unidades de tripsina inhibida
FIGURA 9 Comparacién del contenido de inhibidores de tripsina entre ¢l trabsa jo

realizado en Chapingo v el realizado en la Facultad de Quimica

54




CONCLUSIONES
¢ Lacantidad de proteina total de ambas variedades se incrementa notablemente en el

germinado, ya que en esta etapa la planta sintetiza proteinas como reserva, mismas que se
consumen durante el desarrollo de la planta, por lo que disminuye en la pldntula y aumenta
paulatinamente en las etapas posteriores hasta alcanzar niveles muy similares, de tal modo que las
€tapas de semilla final y semilla inicial no presentan diferencia significativa en el frijol negro
jamapa mientras que en el frijol productor de ejote todas las etapas presentan diferencia

sipnificativa.

* Al comparar los resultados de la determinacién de proteina en el frijol negro jamapa en dos
trabajos diferentes se ve que la cantidad de proteina en el trabajo realizado en Chapingo no
presenta variaciones muy drésticas en la cantidad de proteinas, mientras que en este trabajo los
cambios son mas notorios, esto demuestra las diferencias que se pueden presentar al cultivar la

misma especie.

s Laslectinas no presentan disminucién notable en los germinados, pero si en la plantula que
presenta diferencia significativa con las otras etapas en ambas variedades, esto ya que los factores
de proteccién de la planta se sintetizan alternados y en esta etapa los taninos se sintetizaron en
mayor cantidad. En el ejote aumentan, siendo mayor el incremento en el frijol de ejote, en el frijol
negro jamapa aumentan en la etapa de maduracién fisiolégica y en la semilla final quedando en el
nivel de Ia semilla original, siendo asf un ciclo completo. En el frijol productor de ejote €l nivel de
lectinas en la semilla final es mayor que en la semilla original, lo que pudiera ser como respuesta

al dafo que sufrieron las plantas en el invernadero.
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*  Sise comparan los niveles de lectinas en el trabajo realizado en Chapingo y en la Facultad de
quimica vemos que en general el nivel de lectinas es mayor en el dltimo caso, esto se pucde deber
a que al haber mayor cantidad de protefnas en la semilla aumenta la cantidad de lectinas, ademas

de que la determinacién se realizé con eritrocitos de diferentes animales en ambos casos.

* Los taninos disminuyen en el germinado por la eliminaci6n de la cascarilla de la semilla y
aumentan en la plantula por la aparicion de las hojas mas maduras, en ¢l frijol negro jamapa
mantienen un nivel relativamente constante en las etapas siguientes mientras que en el frijol

productor de ejote disminuye en el ejote y en la semilla final.

+  Los inhibidores de tripsina disminuyen notablemente en las etapas de germinado y pléntula
con respecto al frijol seco original, en la erapa de ejote aumentan en ambas variedades, y
disminuyen en la semilla final de ambas variedades; en la etapa de senulla en maduracion
fisiolégica en el frijol negro jamapa aumenta la cantidad de inhibidores de manera importante
sobrepasando la cantidad de inhibidores encontrados en la soya, lo que probablemente se debid a
que las plantas fueron infectadas por hongos y atacadas por araias en el invernadero de la

Facultad.

e Cuando comparamos los resultados para la determinacién de inhibidores de tripsina en el
trabajo realizado en Chapingo y este podemos ver claramente conto el ataque de los insectos y la
presencia de hongos en las plantas provoco que la sintesis de inhibidores de tripsina aumentara,

esto en las erapas de ejote y maduracién fisiologica.
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o El trabajar en el invernadero de la facultad tiene ventajas como el hecho de que la
remperarura s¢ mantiene constante durante las 24 horas del dia v las plantas no estan expucstas a
los cambios repentinos en el clima, pero al no haber la posibilidad de tener un espacio exclusivo
pata el trahajo que se realiza, sino que hay que compartirlo con otros trabajos existe la posibilidad

de que se alteren los resultados del experimento como ocurrid en este caso.

e Se recomienda repetir el experimento fuera del invernadero para comprobar si se repite el

comportamiento observado en este trabajo.
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