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RESUMEN

En el presente estudio se analizé la composicion proximal, contenido de
aminoacidos, factores antinutricionales y téxicos incluyendo alcaloides
quinolizidinicos en semillas de 7 especies de Lupinus mexicanos. Asimismo se
evaluaron tres métodos sencillos de destoxificacién para disminuir el contenido de
alcaloides y se realizd una prueba de toxicidad aguda y otra de relacion de
eficiencia proteinica {PER), para conocer la toxicidad y valor proteico de las
semillas de las especies en estudio. Los resultados revelaron un alto porcentaje de
proteina cruda (37-45%) y de proteina verdadera (de 28 a 33 %), correspondiendo
los mayores valores a L. elegans. No se encontraron glucosidos cianogénicos y
los niveles de lectinas, inhibidores de tripsina y taninos fue escaso. La lupanina fue
el alcaloide principal en ia mayoria de las especies estudiadas, destacando L.
rotundiflorus con 11.47 mg/g de muestra, mientras que la esparteina fue el
alcaloide mayoritario en L. reflexus con 26.63 mg/g de muestra. No se encontro
citisina en ninguno de los lupinos estudiados. En L. elegans y L splendens los
alcaloides mayoritarios fueron desconocidos. El perfil de aminoécidos revelo que
la metionina fue el aminoacido limitante, pero se observd contenidos aceptables
de lisina y triptofano comparables con el patrén de la FAQ. El método de
destoxificacidn por extracciones térmicas sucesivas, fue el que did mejores
resultados, con una eliminacién de alcaloides cercana al 95%. L. reflexus mostro
la mas alta toxicidad, mientras que L. elegans no exhibio toxicidad aguda. La
relacion de eficiencia proteica de la semilla destoxificada en los lupinos estudiados
fue baja (1.06-1.5). Lo anterior sugiere que [os lupinos mexicanos estudiados
representan una fuente importante de proteina para la alimentacion humana o
animal, una vez que los alcaloides sean removidos y la proteina suplementada

adecuadamente.
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INTRODUCCION

El problema alimentario en México es muy complejo, por lo gue se deben
plantear diferentes alternativas para su solucion. Una de las principales es la
busqueda de nuevas fuentes de alimentos de origen vegetal, lo que impiica un
estudio de las numerosas especies comestibles.

En Méxi-co se cuenté con una extensa diversidad floristica, en donde
muchas especies o parte de ellas son utilizadas como alimento; lo que significa
que se podria tener aprovechamiento mas amplio de recursos vegetales,
utilizando un gran nimero de especies cultivadas y silvestres. La produccion
actual de alimentos en Meéxico se basa en el cultivo de unas cuantas especies, lo
que a largo plazo resulta en una produccién alimentaria ineficiente, ademas de un
fuerte deterioro ecolégico y una perdida de importantes recursos vegetales para la
solucion de esta problematica (Caballero, 1984},

Las Fabaceas {leguminosas) han probado como fuente economica de
proteinas y aceites sustituyendo a los de origen animal, que son costosos, por lo
que han sido utilizadas como alimento para humanos y animales domésticos
durante miles de afios y para los pobladores de muchas regiones del mundo
constituyen la principal fuente de este nutrimento (Bourdillon, 1998).

Las especies utilizadas para este propOsito representan un pequeno
porcentaje del total de especies que existen en el mundo. En México, se han
realizade estudios nutricionales en legumincsas silvestres, que podrian cubrir las

futuras demandas de alimento (Giral et al,, 1978; Ruiz y Zamora 1993; Zamora y

Ruiz 1993).



Algunos‘ investigadores han considerado el estudio, cultivo y utilizacién de
especies de los géneros Phaseolus, Arachis, Centrosema, Stylosanthes y Lupinus,
entre otros (Martinez, 1991).

Diversas especies del género Lupinus han sido cultivadas y utilizadas
regionalmente durante siglos en diversos paises, como una fuente de alimento
para humanos y sus animales domésticos, sin embargo por razones politicas,
sociales y econémicas su cultivo nunca se ha dado en forma extensiva (Watkin,
1984).

Los lupinos juegan un papel importante en la agricultura de diversos paises,
ya que son importantes para el mantenimiento de la fertilidad y recuperacion de
los suelos degradados y pobres (Haq, 1993).

De las aproximadamente 400 especies de lupinos que existen en el mundo,
cuatro de ellas se utilizan como cultivos comerciales: L. afbus, L. angustifolius, L.
juteus, en la zona del Mediterraneo y L. mutabilis (la unica de América),
recientemente se han domesticado L. consentinii y L. polyphyllus, pero aan no se
utitizan en forma comercial; asi mismo L. pifosus y L. nootkatensis se encuentran
en este proceso, todas ellas de Europa (Buirchell y Cowling, 1998; Freyr y
Helgadottir 2000). Otras especies del viejo mundo, como L. pricei y L. aflanticus
presentan caracteristicas asociadas a ia domesticacion, pero en la actualidad no
se conocen cultivos de estas especies (Planchuelo, 1994).

Desde el punto de vista nutritivo, las semilias de los lupinos presentan un
buen potencial alimentario, ya que las variedades cultivadas contienen altas
concentraciones de proteina (35-45%) y de aceites (6-20%), similares a los de la

soya (Glycine max (L) Merr), por lo que se sugiere que los lupinos podrian suplirla,



la ventaja de que éstos pueden crecer en suelos y condiciones agro climaticas
favorables para la soya, lo que hace que los lupinos sean un recurso valioso
a la alimentacion de monogastricos y rumiantes en los sistemas productivos
nsivos, por lo que podrian ser econémicamente competitivos con la soya (Haq,
13).

L. albus (lupino blanco) es la especie mayormente cultivada, sus semilla se
tinan principalmente a la alimentacion animal, aunque en algunos paises se
za para consumo humano en productos tanto para ninos como para ancianos,
panes, galletas y espagueti enriquecido-s con proteina y fibra de harina de
no (Rayas ef al., 1996; Egafa et al., 1992; Villegas ef af., 1982; Bunger ef al.,
)0); también se ha utilizado como analogo de leche y yogurt {Camacho, 1986),
como en dulces de chocolate hiperproteicos para deportistas a partir de semilla
tada y aislado de proteina de lupino (Wittig ef al., 1993). .

La Unica especie utilizada de America es L. mutabilis que fue domesticada
- pobladores de! periodo pre-inca hace mas de 1500 afos y ha contribuido
nificativamente al suministro de proteinas en la region andina de Peru, Bolivia y
Jador y junto con el maiz, papa y quinoa fue la base de la dieta de estos
yladores (NAS, 1989, Gross y Bear 1977, Manzanares y Estrella, 1985).

Las especies silvestres de lupinos presentan un sabor amargo, debido a su
, contenido de alcaloides quinolizidinico, principalmente lupanina y esparteina.
consumirse estos alcaloides en altas dosis pueden provocar condiciones
ologicas e incluso la muerte. Otros componentes antifisiolégicos, como lectinas,

cosidos cianogénicos, saponinas e inhibidores de tripsina no se encuentran en
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cantidades suficientes para provocar alteraciones, ademas de que la mayoria de
estos compuestos desaparecen con tratamientos térmicos. Los alcaloides son la
principal limitante para utilizar a los lupinos como alimento (Muzquiz et al, 1989).

De acuerdo con el contenido de alcaloides, los lupinos se agrupan en
lupinos dulces, con menos de 0.02%, semidulces de 0.02-0.2 y amargos mayores
a 0.2% de alcaloides totales. En el caso de los lupinos silvestres llegan a presentar
hasta 4% o mas (Hag, 1993). La toxicidad de la planta depende del tipo de
alcaloide presente, ya que la lupanina y la esparteina son los mas toxicos y su
concentracion puede variar de acuerdo a la especie, genotipo, parte de la planta,
procedencia y etapa fenoldgica (Kinghorn et al., 1980; Hatzold et af, 1983; Hatfield
et al., 1985; Mohamed et al., 1991; Muzquiz ef af, 1994).

Para evitar el efectc téxico de los alcaloides, se han desarrcllado métodos
que permiten eliminarlos o disminuirlos a niveles inocuos, utilizando tratamientos
quimicos, fisicos y bioldgicos (Lucisano et al., 1984; Rahma y Narasinga, 1984,
Agosin ef al, 1989, Chango et al, 1993a; Chango ef al, 1993b; Santana et al,
1999).

Con el mismo prop6sito se han desarrollado variedades mejoradas
genéticamente de las especies cultivadas (Jambrina, 1983). Sin embargo, el
desarrollo de estas variedades ha ocasionado gque estos cultivos sean mas
dependientes de pesticidas quimicos, representando problemas econdmicos y
" ambientales (Vilarifio ef al., 1999), por lo que diversos autores han realizado
estudios para extraer y utilizar los alcaloides como pesticidas bioldgicos o en

farmacologia (Peretiatkowics ef al., 1994; Wink, 1984).



Por otra parte, en México se han realizado pocos estudios en este género y
almente no se tienen reportes del uso de los lupinos en 1a alimentacion
ana, solo Martinez (1959) reporta que hojas de L. efegans son consumidas
o forraje por caballos. Asimismo, se ha reportado que la especie mexicana L.
nbergii, comercialmente conocida como L. hartwegii, tiene uso ornamental
kart, 1952), esta especie y L. efegans fueron parte de un programa de cruzas
especificas con L. mutfabilis (Romer y Deesbach, 1988). Otras especies como
iineatus, L. campestris y L. mexicanus, son consideradas por Dunn (1979)
~chamente relacionadas con L. ehrenbergii quien realizé cruzas entre ellas.

Debido a la poca informacién generada en México acerca de las especies
este género, tan importante en Europa y Sudamérica, es necesario hacer
dios para evaluar la composicion quimica, nutricia y toxicologica de los lupinos
/0s mexicanos asi como desarrollar métodos de eliminacion (o utilizacion) de
loides para emplearlos como fuente de proteina en la alimentacion humana o
nal, principaimente donde abundan estas especies, asi como generar un
ocimiento fitoquimico que pueda ser atil a propositos quimiotaxonémicos en
y género.

ANTECEDENTES

ECTOS BOTANICOS Y ORIGEN DEL GENERO Lupinus

Los lupinos son leguminosas que se caracterizan por ser plantas anuales o
nnes, herbaceas o arbustivas, rara vez arbéreas, con flores vistosas de color
| o violaceo.

No se conoce el nimero exacto de especies de |upinos. Algunos consideran

ta 500 taxas. El numero de nombres botanicos para este género es arriba de



Por otra parte, en México se han realizado pocos estudios en este géneroy
almente no se tienen reportes del uso de los lupinos en la alimentacion
ana, solo Martinez (1959) reporta que hojas de L. elegans son consumidas
o forraje por caballos. Asimismo, se ha reportado que la especie mexicana L.
nbergii, comercialmente conocida como L. hartwegii, tiene uso crnamental
kart, 1952), esta especie y L. elegans fueron parte de un programa de cruzas
especificas con L. mutabilis (Romer y Deesbach, 1988). Otras especies como
ilineatus, L. campestris y L. mexicanus, son consideradas por Dunn (1979)
schamente relacionadas con L. ehrenbergii quien realizé cruzas entre ellas.

Debido a la poca informacién generada en México acerca de las especies
este género, tan importante en Europa y Sudamérica, es necesario hacer
dios para evaluar la composicion guimica, nutricia y toxicoldgica de los lupinos
/oS mexicanos asi como desarrollar métodos de eliminacion {o utilizacion) de
loides para emplearlos como fuente de proteina en ja alimentacion humana o
nal, principalmente donde abundan estas especies, asi como generar un
ocimiento fitoquimico que pueda ser util a propdsitos quimioctaxonémicos en
> género.

ANTECEDENTES

SECTOS BOTANICOS Y ORIGEN DEL GENERO Lupinus

Los lupinos son leguminosas que se caracterizan por ser plantas anuales o
snnes, herbaceas o arbustivas, rara vez arbéreas, con flores vistosas de color
| o violaceo.

No se conoce el nimero exacto de especies de lupinos. Algunos consideran

ta 500 taxas. E} numero de nombres botanicos para este género es arriba de



1700; la mayoria de las especies son originarias del continente americano y solo
12 de la costa del mediterraneo. Estas especies son muy dindmicas y ocupan
habitats desde el nivel del mar hasta tundra alpina arriba de tos 4000 msnm,
(Planchuelo, 1994).

Taxonémicamente, Takhtajam {1987) ubica a Lupinus en la siguiente

categoria sistematica:

Division Magnoliophyta (Angiospermae)
Clase Magnoliopsida (Dicotyledone)
Subclase Rosidae

Superorden Fabanae

Orden Fabales

Suborden Leguminosinae

Familia Leguminosae (Fabaceae)
Subfamilia Papilionoideae

Tribu Genistea

Subtribu Genistinae

Género Lupinus

Tournefort uso el nombre Lupinus para el género por primera vez en 1694
Este proviene del fatin Lupus, que significa lobo, ya que estas plantas eran
asociadas a los lugares salvajes y bosgues donde habitaban lobos.
Posteriormente, en 1753 Lineo incluye al género en su obra Species plantarum
(Planchuelo, 1994).

Las especies del viejo mundo se han agrupado en 5 secciones (Albus,
Angustifotius, Luteus, Micranthus y de semilla rugosa), con caracteres
taxonémicos y morfolégicos distintivos (Gladstone, 1974). Sin embargo, las
especies del nuevo mundo presentan una estrecha relacion citogenética, por lo
que ha sido dificil su clasificacion taxonomica. La primera revision de este genero
en América fue hecha por Smith en los afios de 1938 a 1945 constatada en su

obra Species lupinorum (Smith, 1938).



De acuerdo con caracteres vegetativos, Planchuelo (1994) ha sefialado dos
jes grupos, uno de hojas simples {26 especies) y el otro con hojas
imente compuestas palmadas (el resto de especies).

s caracteristicas morfoldgicas mas relevantes del género, segun Dunn (1979)

antas anuales o perennes, pueden ser erectas, postradas o arbuslos.
yres en racimos terminales comunmente azules © violaceas, raramente
ancas o amarillas
gto mas o menos compreso, linear-oblongo, dehiscente, generalmente
bescente.
millas compresas, mayormente obovoides 4 a 12 por fruto, de tamafo y color
riable.

Segun Planchuelo (1994), existen tres centros de distribucién: Uno es la
3 Norte y Centro de América, ofra en Sudameérica y la Gltima en la costa del

iterraneo, estos a su vez se dividen en dos regiones cada una, como se puede

ciar en la figura 1.



RMAC
== RSEN
RAND
il RATL
f:id RMA

RMAC = Regién Montafiosa de Alaska a Centroamérica, RSEN = Regién Sur-Este de
Norteamérica, RAND = Regién Andina, RATL = Region del Atlantico, RMA = Regidn del
Mediterraneo y Africa, RMED = Region del Mediterraneo.

Figura 1. Regiones de distribucion geografica de las especies de Lupinus (segun,
Planchuelo, 1994}

Segun algunos autores, existié un Gnico centro primario de origen para el
género Lupinus que fue hace 50-165 millones de afios en el periodo cretacico y
empezaron a tener su diversidad genética con la separacion de los continentes.
Mas tarde, fueron dos centros de origen: en el mediterraneo y el continente
americano. Debido a esta hipdtesis, los autores proponen una nueva clasificacion
para el género, con dos subgéneros, uno llamado Lupinus (con 12 especies,
inciuyendo los cultivadoes L. angustifolius, L. afbus y L. luteus del viejo mundo) y el
otro Platycarpos (con el resto de las especies del norte, centro y sur de América)

{Kurlovich, 1989).



Otros estudios sefialan a la parte central de México y California como el
centro de diversidad de los lupinos del nuevo mundo {Simmonds, 1976; Plitmann,

1981),

ASPECTOS AGRONOMICOS

La especie cultivada mas antigua es Lupinus albus L. (lupino blanco) sus
antecesores silvestres son nativos de la peninsula balcanica, el cual era conocido
por los antiguos griegos y romanos desde el siglo |. Se tiene conocimiento de
haberse encontrado semillas de L. albus en tumbas egipcias de la dinastia
duodécima (alrededor de 2,000 afios antes de Cristo).

La referencia mas antigua que se tiene es !a de Hipdcrates (400-356 antes
de Cristo), quien habla de los lupinos en la alimentacién humana en relacion con
lentejas, habas y guisantes. Teofrasto (372-288 antes de Cristo) menciona a los
lupinos en su "Historia Natural de las plantas’, en relacion con su siembra y
cosecha.

El cultivo del lupina blanco se llevd a cabo en todo el imperio romano y fue
descrito extensamente por tratadistas agricolas de aquella época; los cuales
consideraban de importancia fas semillas desamargadas de los lupinos, que eran
utilizadas para la alimentacion animal y en gran medida para el consumeo humano,
aunque Unicamente por las clases méas pobres y en caso de extrema necesidad

{Muzquiz, 1988).



CULTIVO ¥ LISQ DE LOS LUPINOS EN EURQPA

Lupinus albus era una especie bien conocido en los tratados europecs de
botanica de los siglos XVI y XVII. En Europa, la expansion moderna del cuitivo del
lupino empeza en 1780 con el rey Federico Il de Prusia, quien cultivd semilias de
Lupinus albus impertadas de ltalia, irregularmente persistié el cultivo en el norte de
Alemania durante los siguientes 60 afios.

Pasteriormente surgid un renovado interés por este cultivo en los arios de la
posguerra debido a la critica necesidad de alimentos proteicos en Alemania
durante la primer guerra mundial {1914-1918).

En 1928-29 el aleman von Sengbusch selecciond el primer lupino bajo en
alcaloides a partir de L. Juteus y L. angustifolius, y mas tarde se obtuvieron cepas
dulces de L. afbus surgiendo de esta manera la mejora moderna del lupino como
cosecha en grano y forraje (Gladstone, citado por Muzquiz, 1988).

El mayor cultivo en el norte de Europa ha sido el L. luteus debido a su mejor
adaptacion para las costas acido-arenosas del Baltico.

En Alemania el cultive de los lupinos dulces aumentd de 2 Ha en 1931 a
78,000 en 1938. Después de la segunda guerra mundial hubo una transferencia
de lupinos de Alemania a Polonia. En este pais hubo gran interés tanto por los
lupinos dulces como los amargos, de tal manera que en 1964 la superficie de
cultivo del lupino en Polonia se estimd en cerca de 400,000 Ha de las cuales
300,000 eran de variedades dulces y el resto amargas. Al igual que Alemania ia
especie de mayor produccién es el L. fufeus, con pequefias areas de cultivo de L.

angustifolius y L. afbus.



Asi mismo hubo un gran interés de los lupinos dulces en la URSS, ya que el
area sembrada subié de 194,000 a 17150,000 Ha. en 1960. Las especies usadas
han sido L. futeus en Bielorrusia, Norte de Ucrania y Estados del Baltico, L.
angustifolius en la parte central y del Norte y L. albus esta ganando terreno en
Ucrania (Gladstone, citade por Muzquiz, 1888).

Actualmente el cultivo del lupine en la zona del mediterraneo es de solo
15,000 hectareas. L. albus es la especie mascultivada utilizada principalmente
para consumo animal, seguida de L. futeus destinada principalmente como forraje
de barregos. Asi mismo se han realizado pruebas para introducir L. mutabilis,
debido a su caracleristica de crecer en suglos acidos y poco fértiles, asi como en
zonas semidridas, en donde podria ser introducido como cultivo en rotacion

{Cubero y Bellido 19886).

CULTIVO Y USO DE LOS LUPINOS EN AMERICA

En paises con tradicién en el uso de lupinos (particularmente Sudamérica),
existe un importante suministro de alimento para consumo humano, estos
alimentos son preparados siguiendo el tradicional desamargamiento de L.
mutabilis en Bolivia y Pery (Hinojosa y Torrico, 1990) o utilizando variedades
dulces de L. albus en Chile (Egana ef a/, 1992).

L. albus fue llevado a Sudamérica por los inmigrantes del sur de Europa en
donde fue cultivado, sin llegar a escala comercial, excepto en Chile en donde
actualmente es ampliamente cultivado sobre todo en la zona sur de esie pais y es

utilizado en ia alimentacion humana y animal {Baer, 1990).
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En Sudamérica, L. mutabilis fue una especie verdaderamente interesante,
durante miles de anos jugd un papel importante en la alimentacion de los pueblos
andinos de Perd, Ecuador y Bolivia, ya que se han encontrado representaciones
en relieves de la cultura Chavin (500 a. C.- 200 d. C.} (Gross, 1982).

Durante el imperio Inca el tarwi (L. mutabilis} fue ampliamente cultivado
desde Venezuela hasta el Norte de Argentina y Chile, sin embargo, su cultivo ha
ido disminuyendo y actualmente sélo se le puede encontrar cultivado en alturas de
2,500 y hasta mas de 4,000 m. o en forma silvestre a orillas de caminos y en [os
bordes de los campos de maiz, como proteccion del ganado. Estos cultivos no
sobrepasan la media hectérea y se siembra sin abono en fa rotacidn papa-cebada-
lupino. En la actualidad es un importante compenente de la dieta de muchos
campesinos de esa regidn, quienes todavia quitan el sabor amargo de las semillas
como sus antepasados por calentamiento y lavado en agua corriente. El agua de
lavado sirve como inseclicida o contra ectoparasitos del ganado (Gross, 1982).

Los iupinos primitivos de América, posibles ancestros de L. mutabilis, como
L. douglasii (del este y centro de Norteamérica) y L. ornatus (de! oeste y centro de
Norteamérica), fueron alimento de los pobladores de estas regiones. Estas dos.
especies, probablemente entraron a Sudamérica como plantas semidomesticadas,
con las tribus que emigraron al sur en la época precolombina, por lo que se cree
que L. mutabilis pudo haberse criginado después de una fase de hibridacion
{Simmonds, 1976),

Por su alto contenido de proteinas y aceite, actualmente se ha

incrementado el interés por L. mutabilis en diversos paises como Alemania,



Portugal, Chile, Inglaterra y Espafa, en donde se han obtenido variedades
mejoradas (Cubero y Bellido, 1988).

Otra especie de Norteamérica, como L. perennis fue ampliamente
consumida en el siglo pasado, aunque actualmente ya no es asi.

En los dltimos afios, se han introducido especies de lupinos del viejo mundo
como L. albus a Norteamérica en paises como USA y Canada donde se han
utilizado principalmente como forraje para ganado en inviernos tardios. En México
se tienen reportes de estudios agrondmicos de adaptacién con lineas mejoradas
de L. afbus como cultivo de invierno, donde se han obtenido rendimientos

superiores a los reportados en Portugal, Italia y Espadia (Zamora et al, 2000).

CULTIVO DE |.OS LUPINQS EN OTRAS PARTES DEL MUNDQO

En Sudéfrica se han cultivado lupinos dulces debido a su clima
mediterraneo y suelos arenosos, en donde se ha concluido que L. albus puede ser
una contribucion sustancial a la agricuitura, debido al valor proteico de su semilla,
el uso del cultivo como forraje y mejorador de suelos (Wassermann, 1983).

En 1959 se introducieron variedades dulces de L. angustifolius y L. luteus, a
Australia pero quedaron en desuso durante muchos afios, sin embargo en la
década de 1970 L. angustifolius (Jupino de heoja angosta) fue retomado por el
fitomejorador Dr. Gladstone al desasrollar nuevas variedades para Australiay en la
actualidad representa uno de los cultivos mas importantes de ese pais, ya que de
las 12,500 ha que se sembraron en esa década actualmente se estima la

superficie sembrada en 1.2 millones de ha, ademas se ha estimado que el



beneficio econdmico que ha generado es de aproximadamente US D. 19886

millones anuales (Pannel, 1998).

COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRITIVO

La semilla de los lupinos es la principal parte de la planta utilizada para ia

elaboracion de alimentos. En el siguiente cuadre se muestra la composicién

quimica de las especies cultivadas (Petterson, 1898).

Cuadro 1. Composicién guimica de semilia de cuatro especies de lupinos (g kg ).

Componente L. albus L. angustifolius L. luteus L. mutabilis
Humedad 85.8 84.4 94.4 62.0
Proteinas 361.0 3216 413.6 447.4
Cenizas 329 27.8 37.0 30.0
Grasacruda  90.8 58.2 57.4 1407
Fibra Cruda 102.7 148.9 127.2 70.4
*FDA 142.8 197.3 -— —_—
*FDN 171.5 226.8 192.0 -
Lignina 6.5 7.0 5.0 -
Calcio 2.0 22 2.1 1.8
Fosforo 3.6 3.0 6.1 8.8

*FDA = Fibra Detergente Acido
*FDN = Fibra Detergente Neutro
Fuente: Petterson (1998)

Sin embargo, al igual que la mayoria de las leguminosas, los lupinos son

deficientes en aminoacidos azufrados como metionina y cisteina, por 1o que llegan



a presentar bajos valores de Relacion de Eficiencia Proteica (REP) (0.48-0.99),
pero al suplementarla con meticnina alcanza valores de 3.05 en comparacion con
la caseina (3.09) (Schoeneberger et al, 1982a; Ballester ef a/, 1980), sin embargo,
su proteina es una fuente rica de triptofano y contiene buen balance del resto de
aminoacidos esenciales con un alto grado de digestibilidad (Petterson, 1998).

La calidad proteinica de lupinos se ha estudiado ampliamente, en L. albus
¢l valor de la digestibilidad aparente del N es cercano al 80% y la Utilizacion Neta
de la Proteina es del 77% con respecto a la proteina del huevo {Egafa ef al,
1992).

En cuanto a los carbohidratos, se tiene reportado que la céscara y el
cotiledén presentan diferentes tipos, mientras que en la cascarila predominan
principalmente los estructurales (celulosa, hemicelulosa y pectinas), en los
cotiledones los de reserva son no estructurales, principalmente galactosa,
arabinosa y acido urénico.

Las semillas de lupinos son ricas en calcio (1.5-2.2 g kg ™), pero su
contenido de fosforo aportado por fitatos es comparable a otras leguminosas
(Petterson, 1998).

El principal use que se les da a los lupinos actualmente es para consumo
animal utilizado como fuente de proteinas y energia. Un buen ejemplo es
Australia, donde el total de la produccién de alimentos halanceados principalimente
para cerdos, pollos y bovinos es de 7.85 millones de t de los cuales 1.36 son
leguminosas y de estas 1.13 son lupinos, ademas, se tiene estimado un consumo

de 350,000 t anuales de lupinos como forraje para ovinos. En este pais L.
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angustifolius principalmente y L. albus son las especies mas utilizadas para este

propésito (Edwards y van Barneveld, 1988).

ALCALOIDES DE LOS LUPINOS

En la actualidad se han detectado méas de 100 alcaloides quinolizidinicos
en los lupinos, entre los principales se encuentran lupanina, esparteina, 13-OH-
tupanina, fupinina, angustifolina y anagirina. La concentracion y presencia de estos
varia de acuerdo a la especie, genotipo y etapa fenologica de la planta, asi como
de las fluctuaciones climaticas de su habitat (Kinghorn et al., 1980; Hatzol ef al.,
1983).

La estructura base de éstos alcaloides es su anillo quinclizidinico, que puede
ser biciclico, triciclico, tetraciclico o alifatico (figura 2); segun Wink (1993) se
agrupan en:

% Tipo lupinina (Lupinina)

¥ Tipo leontiding (Camoensidina)

> Tipo esparteina/lupanina/multiflorina (esparteina)

» Tipo a-pyridona (anagirina)

¥ Tipo matrina (matrina)

» Tipo ormosia (ormosia)

% Tipo piperidina y dipiperidina (amodendrina), no son quinolizidinicos, pero son
comunes en algunas especies (sobre todo de Norteamérica) de Lupinus.

> Mezcla de estructuras asociadas a los alcaloides.
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Figura 2. Estructura de los tipos de alcaloides quinolizidinicos.

Estos alcaloides juegan un papel importante en la defensa de la planta
contra microorganismos patbgenos. En algunos estudios se ha demostrado que el
rendimiento de tipos amargos (altos contenidos de alcaloides) de L. abbus
presentan rendimientos promedio de 14.2 semillas / planta mayer que los tipos
dulces, debido a que los amargos poseen mayor resistencia a factores
ambientales. Por ejemplo el dafio ocasionado por el potivirus del mosaico amarillo
del frijol es 21.3% menos en tipos amargos que en dulces (Sedletskii y
Golovehenko 1991).

Sin embargo, en EUA los lupinos son considerados como toxicos y son
responsables junto con otras plantas de perdidas economicas por intoxicacién del
ganado que las consume (James ef al, 1992). Aunque, algunos autores sugieren
que no todas las especies americanas de lupinos son toxicas y la mayoria de ellas
son aceptadas como forraje, bajo ciertas condiciones de manejo (Coburn, 1983).
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En humanos se han reportado casos de intoxicacion accidental por ingerir el
agua ulilizada para el desamargado de las semillas de lupinos, manifestando el
sindrome anticolinérgico por 48 h, desapareciendo espontaneamente estos
sintomas (Marquez et al, 1991).

En relacién con la toxicidad de los alcaloides de los lupinos se ha
encontrado en ratones que para la esparteina la maxima dosis no letal (DLa), dosis
letal media (DLso) y dosis minima letal (DLioo) por via intraperitoneal son de 30.7;
36 y 150 mg/kg de peso corparal respectivamente, en tanto que para la lupanina
son de 150, 175 y 225 mg/kg de peso corporal respectivamente, mientras que la
DLs via oral es de 220 y 410 mg/Kg de peso corporal para esparteina y lupanina
respectivamente {Yovo et al, 1984).

Se ha propuesto que el mecanismo de accion de los alcaloides
quinolizidinicos es el siguiente (Schmelter ef al., 1994):

(a) se unen a receptores acetilcolinicos-nicotinicos (especificamente lupanina)

(b)se unen a receplores acetilcolinicos-muscarinicos  (especificamente
esparteina)

{c) Inhiben los canales de sodio-potasio.

Otra alcaloide quinolizidinico de importancia es la anagirina, debido a que
tiene propiedades teratogénicas causantes de malformacion o muerte embrionaria
(Keeler 1984). En los EUA especies como Lupinus laxiflorus, L. caudatus, L.
sericeus y L. nootkatensis han sido relacionados con el “sindrome del becerro
encorvado™ defecto caracterizade por artrogriposis, espina dorsal curva y paladar
hundido. Sin embargo, en pruebas epizooetioldgicos se creia que la anagirina era

el responsable del defecto congénito, posteriormente Keeler y Panter (1989)
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propusieron que la anagirina puede ser metabolizada en el rumen del bovino al
alcaloide amodendrina, que se sabe teratogénico. Esto es debido a que se ha
observado en estudios que un extracto de anagirina de Lupinus caudafus, con
cantidades teratogenicidad para bovinos no presento este sindrome en ovejas y
hamster (Panter y Keeler 1893).

Se cree que la teratogenicidad de los alcaloides es provocada por una
induccion quimica, que reduce el movimiento fetal, actuando como sedativo,
bloqueador neuromuscular o anestésico, por estudios de radic-ultrasonidos se
sabe que hay una relacién directa entre la reduccion de la actividad fetal y los
defectos de formacién dsea (Panter y Keeler 1993).

En un estudio realizado por Wink et al, (1995) en 56 especies de lupinos
que crecen en EUA, Canada, Sudamérica y el viejo mundo, se detectaron mas de
100 alcaloides quinolizidinicos y piperidinicos. En donde se observo que los
tetraciclicos {lupanina, esparteina e hidroxilupanina) se encontraron en todas la
especies analizadas; la lupinina, multiflorina y los derivados de ambos, son
especialmente abundantes en los lupinos del viejo mundo, lo que hace suponer
una estrecha relacién genética y probabtemente tuvieron un ancestro comun. Los
bipiperidinicos como la amodendrina y sus derivados son abundantes en las
especies del nuevo mundo. Normalmente el perfil de alcaloides es caracteristico
para determinados lupinos, mientras que las especies del vigjo mundo y
Sudamérica tienen perfiles sin mucha variacion intraespecifica, las de
norteamerica presentan una gran variacion intraespecifica.

La generacién de estos datos puede ayudar a resolver problemas de tipo

taxondmico, sobre todo en los lupinos americanos, ya que presentan una estrecha
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relacion citogenética aungue que morfolégicamente son muy similares (Wink et al,
1985).

La significancia taxondmica de los alcaloides en especies silvestres de
jupinos de Sudamérica y su relacién con las eurcpeas ha sido ampliamente
estudiada por Planchuelo (1956).

Ei empleo de datos de alcaloides para propésitos quimiotaxonomicos es
vélido sobre todo en niveles inferiores de clasificacion, por lo que se pueden
agrupar quimiovariedades, quimiotipos, guimiorazas, etc., ademas, se ha visto en
muchas especies una alta correlacion entre el contenido de alcaloides y la
posicidn sistematica, sin embargo, existe el problema de que especies sin mucha
relacion sistematica pueden presentar el mismo tipo de alcaloides {Hughes y
Genest 1973; Waller y Nowacki 1978),

Se ha visto que los alcaloides presentes en los lupinos tambien se
distribuyen en otras tribus de leguminosas, tales como Sophoreae, Dalbergieae,
Euchresteae, Thermopsidae, Genisteae, Bossiaeae, Brongniartieae, Podalyrieae,
Liparieae y Crotalarieae, todas eslas consideradas como primitivas, sin embargo,
también se han encontrado en otras familias no relacionadas con las leguminosas,
como Berberidaceae, Solanaceae, Ranunculaceae, Chenopodiaceae y Rubiaceae
{Wink, 1993},

También se ha visto que en la tribu Genistae a la que pertenecen oS
lupinos, el caracter morfolégico se refleja de alguin modo en el contenido y calidad
de los alcaloides (Hughes y Genest 1973).

Debido a la presencia de estos compuestos, existe la necesidad de recurrir

a métodos de destoxificacion para desamargar las semillas anles de ser
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consumidas, ya que los alcaloides son la principal limitante para incorporar a los
lupinos en la alimentacién humana y animal (Yanez, 1990; Hill, 199C), lo que limitd
durante mucho tiempo la extensidn de este cultivo.
En este sentido existen en general, dos lineas de desamargamiento de
fupinos (segun Tueta y Gross, 1982).
1. Por fitomejoramiento, en donde se han desarrollado variedades con bajos
niveles de alcaloides, creando asi un cultivo nuevo a partir del viejo tipo amargo
{Putnam, 1891), lo que ha permitido un mayor uso de diferentes especies de
lupinos, sin embargo, este método presenta las siguientes desventajas:
a) Después de algunas generaciones de siembra vuelve a aumentar el contenido
de alcaloides en las plantas.
b} Se pierde la plasticidad genética de las variedades locales y de los ecotipos
conocidos.
¢} Estas variedades tienen menos defensas contra insectos y parasitos, por 10
que requieren medidas adicionales de proteccidn, tanto en el cultivo como en el
almacenamiento de semillas.
2. Desamargado tradicional, que consiste basicamente en cocer las semillas por
1h y lavado posterior por varios dias (2-4).
Otros métodes
1) Uso de solventes arganicos como el hexano para la extraccion simultanea de
grasa y alcaloides, en donde la harina desgrasada es alcalinizada para convertir
los alcaloides en sus bases libres las que son solubles en hexano {Ortiz y
Mukherjee, 1982). En L. mutabifis se ha probado la extraccién con solventes de

diferentes polaridades como el hexano y una posterior extraccion con etancl previa



alcalinizacion, obteniendo una eficiencia de desamargado del 87 % (Torres et al,
1980). '

En otro estudio se observd una mayor extracciéon de alcaloides {60%) con
metanol-isopranol, este rendimiento se eficientd al aumentar el ndmero de
extracciones a 3 (cerca del 30%) (Beirao, 1992).

l) Recientemente se ha reportado el uso de bacterias como Xanthomonas oryzae
pv oryzae E y Gluconobacter cerinus (aisladas del suelos donde crecen Lupinus
albus y L. juteus) que son capaces de usar la lupanina, como fuente de carbono y
energia. Cepas identificadas como 1ST20B y IST40D eliminaron el 99% de la
lupanina (Santana ef al.,, 1999).

Iy Otro métode de reduccion de alcaloides ha sido por medio de induccién de
mutantes quimicos como el sulfonato de etiimetano, obteniendo variedades de L.
mutabilis con solo el 0.3% de alcaloides totales (Harrison, 1982).

V) Actualmente se han desarrollado y patentado métodos para extraer y recuperar
los alcaloides (Gulewicz, Polish patent 152748} en lugar de eliminarlos, ya que
estos extractos presentan actividad bicldgica: son toxicos para varias especies de
insectos, inhiben la multiplicacion viral, el crecimiento de bacterias y hongos
patogenos, tienen actividad alelopdtica, incrementan el rendimiento de otros
cultivos y ademas presentan actividad farmacoldgica (propiedades amebicidas,
antiarritmicos, depresoras del sistema nervioso central, hipotensivas,
hipoglicemicas y antiinflamatorias) (Wink, 1994; Peretiatkowics ef al, 1994,
Muzquiz et al, 1999), lo que significa que podrian ser utilizados como pesticidas,

herbicidas y fertilizantes biologicos o ser Utiles en medicina.
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Debido a esto, los métodos de separacién y extraccion de alcaloides de las
especies amargas resultan interesantes ya que simultineamente durante el
proceso de extraccién se generan fracciones ricas en proteinas, carbohidratos
estructurales (fibra dietética), aminoacidos y alcaloides que por sus propiedades
farmacologicas y estimulantes del crecimiento vegetal, constituyen subproductos
utilizables en la industria alimentaria, farmacéutica y agricola (Stobiecki ef af,
1992).

En el siguiente cuadro, se pueden observar los principales tratamientos

dados a las semillas de lupinos para disminuir los alcaloides, con sus desventajas.
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Cuadro 2. Métodos de destaxificacion en lupinos

Especie Métoda Resultados (% reduccién Desventajas
de alcaloides totales)
TL. mutabilis Cuzco: hervir 1h, lavado en agua por 3-4 Cerca de $9% Pérdida de proteinas,
dias Carbohidratos y lipidos
' L. mutabilis Extraccidn etanolagua Mayor al 99.7% Mediano grado de dificultad
\ tecnoldgica
L. mutabilis  Gasificacién con dxido de etiteno Cerca de 98% Pérdida de 12% de sdlidos totales
' L. mutabilis Hidratacion por 24 h 13.71% Pérdida de 1.5 de proteina y 1%
de aceile
' L. mutabilis Hidratacién 24 h + cocimiento en olla de 86.1% Pérdida de 9.1 de proteina y
. presidn por 40 min 1.84% de aceite
L. mutabilis Hidratacidn 24 h + 2 cocc dedd min en 83.1% Pérdida de 13,8 de proleina y
olla de presion 4.96% de aceiles
' L. mutabilis Hidratacidn 24 h + 2 cocc. De 40 min + 99.9% Pérdida de 167 y 11.8% de
lavado por agitacion 1h proteina y aceiles
L, mutabitis Hidratacidn 18 h, Cocc. 40-60 min c/1% 99% Pérdida de vitamina C, minerales,
cal, lavado ¢/agitacidn 1-2 h carbohidratos y proteinas
| albus Degradacitn micrabial 85% Reduccién de 8% de proteina
soluble
‘L hispanicus  Aislados profeicos 95% Disminucidn de  aminodcidos
5 . azutrados
L. albus Coceibn 100°C 1 h y lavade en agua 12 h 41.3% de lupanina y No hay reportes
55.5% de 13-OH-lupanina
*L. mutabilis Wia Humedad: Semillas, coce. 30 min. Mayor al 95% Péndida de 26.9% de sdlidos
lavar 72 h., deshidratar y desgrasar totales
®L, mutabitis Extraccidn con hexano y etanoel con Cerca del 97% Pendida de 13% de stlidos totales
alealinizacion entre extacciones
T L. mutabilis Extraccidn  simultdnea  aceiles v 90% Medianoe grado de dificutad
alcaloides tecnoidgica

Fuentes: ' Tapia (1690}, © Gross (1982), “Santana et al (1999), "Muzquiz (1988), " Mukisira ef al. {1995), ®
Taorres et af, (1980), T ortiz y Mukherjee (1982),

Asi mismo, s& ha investigado que el contenido de alcaloides en los lupinos

es un caracter poligénico y su expresién gs influida tanto por interacciones alélicas

y no alélicas asi como por efectos ambientales. En estudios de cruzas con

variedades amargas y dulces, los alelos dominantes actuaron hacia el incremento

del contenido de alcaloides, por lo que la mayoria de los hibridos obtenidos

resultaron amargos, sin embargo es posible seleccionar segregantes transgresivos

con bajos contenidos de alcaloides en poblaciones de hibridos derivados de

variedades dulces (Viadutu et af, 1992).



La domesticacion de los lupinos silvestres en el sentido del desarrollo de
variedades dulces ha implicado una reduccion en la concentracion de AQ y por lo
tanto de su defensa quimica natural contra sus depredadores. Asi, las variedades
dulces de L. albus y L. angustifolius cultivados extensivamente en Alemania y
Australia son muy susceptibles al ataque de Colletotrichum gloeosporicides agente
causal de la enfermedad denominada antracnosis y hace necesario el uso de
pesticidas quimicos para su proteccion (Lopez-Bellida y Fuentes, 1991),

representando problemas econdmicos y ambientales (Vilarifio et af 1999).

ESTUDIO DE LOS LUPINOS EN MEXICO

Debido a ia diversidad biolégica, geografica y climatica, en México estas
especies crecen en practicamente todo el territorio nacional, en bosques de
regiones superiores a los 1,800 y cerca de los 4000 msnm en donde se ha
estimado que crecen alrededor de 90 a 100 especies o mas (Ruiz ef al.,, 2000).

En este sentido, la regién occidental del pais (Jalisco, Michoacan y Colima)
por su amplia biodiversidad, es una de las zonas con el mayor ndmero de
especies de Lupinus, estimada en 15 a 30 ya que existen algunas dudosas por su
complejidad morfoldgica (Mc Vaugh, 1987 Espinosa y Rodriguez, 1996).

En esta region se han realizado estudios, para conocer la distribucion,
abundancia y localizacidon de las especies existentes. Es asi como se ha
observado una amplia distribucién de la mayoria de éstas, exceptuando a L.
aschenbormii, L. stipulatus, L. leptocarpus y L simulans que crecen en pocas
localidades y son poco abundantes en ellas. También se ha observado un variado

comportamiento fenoldgico en fas especies, ya que en algunas su fructificacion es

J
wh



durante el invierno (nov-ene), mientras que otras es en la época seca (mar-abr) y
muy pecas fructifican en otofio {(ago-oct), desconociéndose mas dates fenolégicos
y bioldgicos de estas especies (Ruiz, 1994).

Asi mismo, se han realizado algunos estudios parciales nutricionales y
toxicoldégicos en varias especies de Lupinus mexicanos en donde se han
encontrado valores de proteina de 30 a 45%, asi como cantidades minimas de
glucdsidos cianogénicos, lectinas, inhibidores de tripsina y saponinas, pero
porcentajes altos de alcaloides hasta de 4.2%, asi como una digestibilidad *in situ”
del 80% en promedio, y una deficiencia en aminoacidos azufrados (Ruiz y Zamora
1993; Ruiz, 1994).

E! potencial econdmico que representan estas leguminosas para México es
importante, por lo que es necesario realizar estudios de los lupinos nativos sobre
la disponibilidad de germoplasma para evaluar su posible utilizacion como un
recurso fitogenético de uso alimentaric yfo farmacoldgico, que puedan ser

cultivados o domesticados para aprovecharse en forma industrial,



JUSTIFICACION

La diferencia en composicién de nutrimentos y alcaloides en las especies y
variedades de los lupinos de distintas partes del mundo, hace indispensabie el
estudio de las nativas de México, ya que éstas podrian mostrar una composicién
diferente a las ya conocidas.

Asimismo es importante contribuir al conocimiento fitoquimico de la flora
mexicana asi como la de encontrar fuentes alternativas de alimentos de origen
vegetal para el hombre o para animales domésticos.

Ademas, en nuestro pais se han realizado algunos estudios de manera
aislada o incompleta de los lupinos nativos, por lo que es necesario realizar un
estudio integral bromatolégico y toxicoldgico de estas especies y especificamente
las de Jalisco, que es una region rica en especies autdctonas. Esto permitira
integrar una fuente de informacion sobre este género tan estudiado en otros

paises y plantear la posible utilizacion de estas especies como alimento.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La creciente demanda de alimento para el hombre y sus animales
domésticos hace necesario incrementar su produccién, utilizando todo los
recursos comestibles posibles, por lo que existe gran interés en las leguminosas.

En diversos paises, se tiene como gran necesidad eliminar la actual
dependencia de la soya, como base fundamental de la aportacién de proteinas en
la fabricacién de alimentos balanceados. En México, este grano se importa en mas
de 85%, lo que significa que cualquier situacién mundial, como una mala cosecha
en los paises productores: USA o Brasil, o un incremento del délar, provoque una
situacion dificil en la industria pecuaria, por la repercusion en el precio de fos
alimentas balanceados.

En este sentido los lupinos son considerados una de las leguminosas con
futuro potencial debido a que su contenido de proteinas es similar al de la saya,
con la ventaja de que los lupinos presentan una mejor adaptacion a suelos pobres
y diversos climas, sin embargo su utilizacion depende de! desarrollo de técnicas
de eliminacidn de compuestos taxicos.

En los dltimos afios la necesidad de nuevos cultivos proteicos en el
mundo, ha motivado el interés del mercado europeo y de otros paises, para
promover esta valiosa leguminosa, pero el desarrollo de este cultivo depende de
politicas de promocion para estimular el interés de los campesinos (Cubero y

Bellido, 1986).
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HIPOTESIS
Algunos [upinos mexicanos podrian presentar caracteristicas quimico-nutritivas
adecuadas y con una disminucién de su toxicidad, podrian ser disponibles como
una fuente proteica alternativa, accesible principalmente para los pobladores de

las regiones del occidente de México, donde crecen estas especies.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la composicion quimica y contenido de sustancias tdxicas vy

antinutricionales de especies de lupinos nativos del occidente de México, asi como

su toxicidad y calidad bioldgica de la proteina, ademas, desarrallar un método
simple y econdmico de destoxificacion de los lupinos para poder utilizarlos como
alimento.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar un estudio sobre la abundancia y distribucién, asi como de usos
regionales de siete especies de Lupinus del estado de Jalisco.

2. Efectuar un analisis quimico proximal a las semillas de siete especies de
lupinos del occidente de México.

3. Analizar y comparar el contenido de lectinas, taninos, glucésidos
cianogénicos e inhibidores tripsicos en semillas crudas de siete especies de
lupinocs.

4. Cuantificar el contenido de lupanina, esparteina, 13-OH-lupanina, 3 OH-
lupanina y citisina presentes en semillas de las especies de lupinos.

5. Evaluar la composicién de amincécidos en semillas de cada especie de
lupino.

8. Cuantificar la reduccion del efecto toxico mediante procesos simples y
baratos utilizados en los lupings comestibles.

7. Determinar la toxicidad aguda en ratones, con las semillas de las especies
seleccionadas.

8. Evaluar la calidad biologica de la proteina en semillas destoxificadas de las

especies mas abundantes.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar la composicidon quimica y contenido de sustancias toxicas vy

antinutricionales de especies de lupinos nativos del occidente de México, asi como

su toxicidad y calidad biolégica de la proteina, ademas, desarroilar un metodo

simple y econdémico de destoxificacion de los lupinos para poder utilizarlos como

alimento.

1.

OBJETIVOS PARTICULARES
Realizar unt estudio sobre la abundancia y distribucién, asi como de usos
regionales de siete especies de Lupinus del estado de Jalisco.
Efectuar un analisis quimico proximal a las semillas de siete especies de
lupinos del occidente de México.
Analizar y comparar el contenido de lectinas, taninos, glucdsidos
cianogenicos e inhibidores tripsicos en semillas crudas de siete especies de
lupinos,
Cuantificar el contenido de lupanina, esparteina, 13-OH-lupanina, 3 OH-
lupanina y citisina presentes en semillas de las especies de lupinos.
Evaluar la composicién de aminoacidos en semillas de cada especie de
luping.
Cuantificar la reduccion del efecto toxico mediante procesos simples y
baratos utitizados en los lupinos comestibles.
Determinar la toxicidad aguda en ratones, con las semillas de las especies
seleccionadas.
Evaluar la calidad biologica de la proteina en semillas destoxificadas de las

especies mas abundantes.



MATERIAL Y METODOS

Colecta de Material vegetal

Para la realizacion del presente estudio, se colectd 100-200 g de semillas
maduras de las especies de Lupinus mas abundantes en Jalisco, en los lugares
donde crecen asi como ejemplares para herborizacién y verificacion taxonémica.
Al misma tiempo se reunid informacién sobre distribucion, ubicacién geografica,
tiempos de colecta y usos regionales de las especies colectadas. Las especies
colectadas, asi como su localidad y época de colecta fueron las siguientes:
L. exaltafus: colectada durante el mes de junio en las faldas del Nevade de Colima,
en el fresnito Mpio. de Cd. Guzman a 1560 msnm (figura 3).
L. rotundifiorus: colectada durante los meses de abril a mayo, en la carretera
Chiquilistlan-Tapalpa, del estado de Jalisco 2 1800 msnm (figura 4).
Lupinus splendens: El ejemplar se colectd en el Cerro de Tequila, Jalisco, a 2300
msnm, durante el mes de enera (figura 5).
L. elegans: El ejemplar para este estudio se colectd en la sierra de Quila, que
pertenece a Tecalitlan, Jalisco, a una altitud de 1750 msnm, durante los meses de
diciembre y enero.
L. simulans: E| ejemplar en estudio se colectd en Talpa de Allende, Jalisco a 2700
msnm, en el mes de abril.
L. reflexus: Las colectas de esta especie se realizaren en julio y agosto, en la
localidad conocida como "Los alpes" en la brecha del fresnito al refugio en el Nevado
de Colima, Cd. Guzman, Jalisco una aititud de 2,790 msnm.
Lupinus spp.. para el estudio se colectarcn ejemplares en Mascota, Jalisco, a 1800

msnm, durante el mes de abril.



Fioura 3. Lupinus exaltatus Zucce.
2 14

Figura 4 . Lupinus rotundifforus M.

E. Jones

]



Figura 5. Lupinus splendens Rose
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La verificacién taxonémica de las especies se realizd con base en la
morfologia de las plantas consuitando las claves de dicotémicas, segun Mc Vaugh
(1987), asi como de ejemplares de herbario, para lo cual se conté con la asesoria de
taxénomos especialistas del herbario IBUG de la Universidad de Guadalajara. Todos

los ejemplares colectados se encuentran depositados en este herbario.

Anidlisis quimico proximal

Las semillas de cada especie de Iﬁpino, por separado se molieron en un
moline Thomas-Wilsy con malla de 1 mm de diametro, posteriormente se realizd el
analisis préximal (humedad, proteina cruda, fibra cruda, extracto etéreo, cenizas y
carbohidratos), segun las técnicas descritas en la AOAC (1990), asi como proteina

verdadera y nitrégeno proteico (Lucas ef al, 1988).

Determinacidén de aminoacidos

Ei analisis de aminoéacidos se realizé por cromatografia de intercambio idnico
(autoanalizador de aminoacidos), usando una resina de intercambio idnico y
determinacién colorimétrica de los aminoacidos, que es registrado automaticamente
£n un aminograma previamente se separan los aminoacidos por hidrélisis acida de la
proteina (Lucas y Sotelo 1982). La determinacion del triptofano fue colorimetrica de

acuerdo a Ras et al. (1974) (anexo ).
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Analisis de Sustancias Antinutricionales y Téxicas

A tas semillas crudas de las especies de lupinos se les determing el contenido de
sustancias toxicas y antinutricionales que fueron:

1. HEMAGLUTININAS: Se reaiizd de forma semicuantitativa de acuerdo al métode
de Jaffe et af (1974), que se basa en la propiedad que tienen las hemaglutininas para
aglutinar diferentes tipos de eritrocitos, y se estima en forma visual mediante una
serie de diluciones (anexo IIY. Como control positivo se utilizé semilia cruda de
Canavalia ensiformis, ya que esta leguminosa presenta gran actividad aglutinante,
por su alto contenido de la iectina concanavalina (Liener, 1974).

2. INHIBIDORES DE LA TRIPSINA: Se realizd siguiendo la técnica descrita por
Kakade ot al {1974), que consiste en la medicion a través de la inhibicién de enzimas
hidroliticas por medio del clorhidrato de Benzoil-DL-Arginina-P-nitroanilida- {BAPA),
cuya coloracion es inversamente proporcional al contenido de inhibidores en fa
muestra (anexo [il). Como control positivo se utilizé harina de soya, por su alto
contenido de inhibidores de tripsina.

3. GLUCOQSIDOS CIANOGENICOS: El método cuantifica el acido cianhidrico
{HCN) como indicador de la presencia de glucdsidos cianogénicos (Lucas y Sotelo
1984) (anexo V).

4. TANINOS: Se realizo la determinacién cuantitativa de taninos de acuerdo a las
normas de la Organizacion Internacional de Estandarizacion (1988}, que es un
método universal para la determinaciéon del contenido de taninos. Es un metodo
colorimétrico que se basa en la extraccion de los taninos con dimetifformamida y
se determina el contenido usando una curva patrén de Acido tanico, en donde los

resultados se expresan como % de acido tanico {anexo V).
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5. ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS: El método se realizé segin Muzquiz (1993),
el cual cuantifica alcaloides individuales con estructura quinolizidinica por medio de
cromatografia de gases, utilizando cafeina como estandar interno. La extraccién de
los alcaloides se realizd en forma de bases utilizando diclorometano (anexo VI).

En el presente estudio sdlo se analizd el contenido de esparteina, lupanina, 13-
OH-lupanina, 3-OH-Lupanina y citisina. Debido a que la esparteina es el unico
alcaloide quinolizidinico que se encuentra disponible en forma comercial, los
cuatro restantes fueron amablemente proporcionados por el Dr. Michael Wink del

Insituto de Biologia Farmacéutica de la Universidad de Heidelberg.

Destoxificacion de semillas de lupinos

Se evaluaron algunos mélodos de destoxificacion en semillas de Lupinus
elegans, basandose en la literatura para disminuir los alcaloides que consistieron
en lo siguiente;
a) Se llevaron a cabo dos mélodo comparativos de destoxificacion, uno
térmico acuoso basado en Mukisira et af (1995) y otro térmico acidulado de Szabo
y Herold (1993). En ambos tratamientos se cocieron las semillas, en el primero se
utilizé Unicamente agua y en el segundo agua acidulada (HCL 0.02 N}; el tiempo
para ambos tratamientos fue de 3 h a presidén atmosférica, con cambios continuos
de agua cada hora, Enseguida las semillas se deshidrataron a 45-50°C (con vacio)

por 24 h y se molieron,
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A las harinas de estos dos tratamientos se les cuantificéd el contenido de
alcaloides (Muzquiz, 1993), asi como sélidos totales y proteina cruda.
b) Se realizd otra prueba de destoxificacion, basados en el método térmico de
Gross (1982) que consistid en 10 extracciones acuosas térmicas sucesivas de 30
minutos cada una a presidén atmosférica en semillas de Lupinus elegans, las
semillas fueron deshidratadas a 50°C (con vacid) para ser molidas. Tante a la
harina cruda como a las harinas de cada extraccién se le cuantifico el conlenido
de proteina cruda, alcaloides cualitative (Dragendorff), asi como la concentracion
relativa de alcaloides, considerando el drea !otal de picos en el cromatograma en
relacién a la harina cruda como el 100%.
c) Por Ultimo se efectud una prueba de destoxificacién andina tradicional
{Gross, 1982) modificada, en semilla de |as especies L. elegans, L. exaltatus, L.
reflexus y L. rotundifforus que consistid en someter las semillas a remojo toda la
noche, ebullicién en agua de la llave por 90 minutos a presién atmosférica, en una
relacian 1:4 piv y un posterior lavado por 5 veces en agua, posteriormente las
semillas se deshidrataran a 50°C (con vacid) y se malieron.
A las harinas crudas de cada especie de lupino como a las harinas de las semillas
cocidas y lavadas se le cuantificd por separado el contenido de proteina cruda,
alcaloides cualitativo {Dragendorff), asi como la concentracidn relativa de

alcaloides.
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Prueba de toxicidad aguda via oral

Se realizé la prueba de toxicidad aguda en semillas crudas de L. efegans, L.
exaltatus, L. reflexus, L. rotundiflorus, L. splendens, L. simulans y L. mutabilis
(como patrén positiva), el estudio se realizé de acuerdo a Litchfield y Wilcoxon
{1949) de la siguiente manera;

La prueba se realizd con ratones machaos de 18-22 g de peso de la cepa NIH,
de 3 a 4 semanas de edad. Se formaron grupos de 6 ratones cada uno y fueran
distribuides de la siguiente manera: Un grupo fue el control y solo recibid
carboximetilcelulosa al 0.2%. A los grupos experimentales se les administro
semilfa cruda de las distintas especies de lupinos estudiadas, en concentraciones
que variaron de 1.5 a 15g/Kg de Peso Corporal {P.C.), las dosis se calcularcn de
acuerdo a los intervalos de toxicidad del cuadro 3.

Cuadro 3. Intervalos de toxicidad, segun Litchfield y Wilcoxon (1949).

Denominacion DLso (via oral)
Extremadamente toxico < 1mg/kgde P.C.
Altamente téxico 1-50 mg/kg de  P.C.
Moderadamente toxico 50-500 mg/kg de P.C.
Ligeramente téxico 0.5-5 g/kg de P.C.
Practicamente no tdxico 515g/Kgde P.C.
Relativamente inocuo 15 g/kg de P.C.




PREPARACION DE LAS MUESTRAS: Las muestras se prepararon haciendo
una suspension de las harinas de semillas en carboximetilcelulosa al 0.2% (como
vehiculo).

Los ratones fueron pesados y marcados, posteriormente se repartieron en los
diferentes Iotes de acuerdo a su peso.

DOSIFICACION: Para la dosificacion se debe administrar un volumen, el cual
sea lo suficientemente grande para medirlo con facilidad, pero lo menor posible
para que no provoque traumatismo al animal (el maximo volumen permitide via
oral, en ratones es de 1.0 mi). En este estudio la dosis administrada del material
experimental se calculd de acuerdo a la siguiente formula:

Dosis administrada = dosis (ma/kg de PC)
F X 1000

Donde F= 0.04ml y P.C.= peso corporal
gdeP.C.

Antes de la administracién de la muestra se suprimio el alimento por 12 h y
solamente se dejé el agua. Una vez realizada la administracion se restituyd el
alimento y se observd a los animales por 72 h y se registré el porcentaje de

mortalidad de cada lote.

Prueba de Relacién de la Eficiencia Proteica

La refacion de eficiencia proteica es definida como ia ganancia de peso
dividida entre el peso de proteina consumida. El método se basa Unicamente en 1a
ganancia de pesc y no se tiene en cuenta la cantidad de proteinas utilizadas para el
mantenimiente y recambio de las proteinas corporales y asume que toda la proteina

ingerida se utiliza para el crecimiento. Generalmente se utiliza un periodo de
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experimentacion que oscila entre los 21 a 28 dias en los cuales se le suministra de
forma libre una dieta que contiene 10% de la proteina en estudio.

La prueba se realizé de acuerdo al método descrito en la AOAC (1990} de
la siguiente forma:

Para el presente estudio se utilizaron 35 ratas macho recién destetadas de
21-28 dias de edad, con peso de 40-50 g, alojados en jaulas individuales, con ciclo
de luz de 12 h y temperatura ambiente controlada. Los animales se repartieron en 5
grupos con 7 individuos cada uno, cuatro grupos recibieron dietas cuya fuente de
proteina fue semillas de L. elegans, L. reflexus, L. exalfatus y L. rotundifiorus
tratadas con el método de destoxificacion andina tradicional (Gross, 1982),
mencionado anteriormente, un Gltimo grupo fue el control que recibid una dieta con
caseina como fuente proteica. El cuadro 4 muestra la composicién de las dietas. Se
registro el peso corporal de Iqs animales al inicio de la evaluacién y durante la misma
cada 2 dias hasta el término de! experimento (28 dias). A la segunda semana del
estudio se recolectaron |as heces en forma individual y se les determiné el contenida

de nitrdgeno para calcular 1a digestibilidad proteica,
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Cuadro 4. Composicion de las dietas experimentales (semilla cocida y lavada) y
caseina?

Composiciéon de las dietas {g/100 g)

Ingredientes 1 2 3 4 5
Caseina (87% 1.1
proteina)®
L. efegans 22.9
L. exaltatus 25.8
L. reflexus 277
L. rotundiflorus 242
Sucresa 20.0 18.2 18.2 18.2 182
Glucosa® 200 182 182 182 182
Dexirina® 200 182 182 182 182
Manteca 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
Aceite de maiz 7.0 6.7 59 59 8.7
Mezcla de minerales © 4.9 4.1 4.1 40 44
Mezcla de Vitaminas® 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Fibra tipo celulosa® 7.9 -‘ 0 0 0 0

% Nx6.25, 10 g de proteinal/100g de |a dieta total. Cada dieta fue calculada para obtener
422 keal/100g de dieta.

b Sigma, St Louis, Mo.

€ Roger Harper mineral mix, ICN Phammaceutical, Cleveland, OH.

Y |CN Pharmaceutical
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RESULTADOS

Dos de las especies de lupinos (L. exfatafus y L. reflexus), se encuentran
ampliamente distribuidas y son abundantes, debido a que crecen en muy diversas
localidades dentro del estado de Jalisco, dos son de mediana distribucién (L.
elegans y L. rotundifiorus) y tres (L. simulans, L. splendens y L. spp.) son de
restringida distribucion; estas especies presentan una fenclogia muy variada, como
se puede observar en el cuadro 5. Se concentran sobre todo en las zonas
montafiosas de la Sierra Madre Occidental y Eje Neovolcanico transversal de
Jalisco. Constituyen, ademas un importante componente de los bosques de pino-
encino. Estas especies presentan gran diversidad morfologica, con caracteres poco
constantes,

Lupinus exaltafus Zucc, crece en bosques de pinc-encino a 1700 msnm, en
espacios abiertos, en ocasiones se extiende a orillas de brechas y carmetera, asi
como en campos cultivados abandonados, es muy abundante y llega a ser maleza.
Es una planta anual, bianual o perene, llega a medir hasta 2 m, produce una gran
cantidad de vainas y cada vaina produce de 6 a 9 semillas, la fructificacion es de
septiembre a enero o casi fodo el afio.

L. reflexus Rose. Crece en lugares altos y montafiosos de 2,700 a 3,600
msnm, habita en bosques de abetos o pinos; se caracteriza por ser planta de tipo
herbaceo o arbustivo y de gran tamafo (2 a § m}, las vainas poseen de 5 a 8
semillas, su fructificacion se da de mayo a octubre.

L. elegans, Esta especie crece en valles extremosos y laderas himedas de
bosques de pino a una altura de 1700 a 3000 msnm, es anual, herbacea y mide de

0.6 a 1.4 m de altura.



L. rotundiflorus. Especie arbustiva o herbacea muy ramificada en la base, es
anual y mide de 0.6 a 1.5 m. Crece en pastizales cerca de los bosques o en laderas
de cerros, se encuentra bien adaptada a zonas perturbadas a alturas de 1200 hasla
los 2500 msnm.

L. splendens. Plantas herbaceas, anual gue crecen principalmente en
bosques de pino-encino o pino-oyamel, a una altura de 2250 a 3600 msnm (Figura
5). Esta especie generalmente es se porte pequefo (0.3-1.2 m), con pocas
vainas/planta y de 2 a 4 semillas por vaina.

L. simufans. Planta perenne, de menos de 1 m de altura. Herbacea anual,
cuya floracion es sucesiva. Fruto de 3 a 4 cm de largo y 9 a 12 mm, de ancho,
generalmente 4 semillas. Se le encuentra en la Sierra de Manantlan, en la Sierra
Madre del Sur en bosques de pino, entre los 2000 y los 3000 msnm.

L. sp. Especie arbustiva ramificada. Crece cerca de los bosques ¢ en [aderas
de cerros, se encuentra bien adaptada a zonas perturbadas a 1700 msnm. Frutos
largos de 5 a 7 semillas, distribuida en las montafias del ceste de Jalisco.

Cuadro 5. Distribucion y usos regionales de 7 especies de lupinos de Jalisco.

Especie Distribucidn Usos regionales

L. elegans Tecolotfan, Autlan, Cuautitian, Tapalpa Ninguno

L. exaltatus Cd. Guzman, Tonila, San Gabriel, Tolerante en campos de

Atemajac de Brizuela, Sayula, Toliman, cultivo
Autlan y Tecalitlan

L. reflexus Cd. Guzman, Sn Gabriel, Tenila, Mascota, Ninguno
Mazamitla, Gémez Farias, Ojuelos, Sn. J.
de los Lagos, Chiquilistlan y Talpa
L. rotundiflorus Mascota, Talpa, Chiquilistian, Tapalpa Tolerante en campos de
cultivo, uso religioso como
ofrenda floral
L. simulans Talpa Ninguno
L. splendens  Tequila Ninguno
L. sp. Mascota Ninguno




Analisis Proximal

El andlisis proximal {cuadro 6) reveld en general altos contenidos de materia
seca, proteina cruda y fibra cruda en las especies estudiadas. L. efegans presento el
mayor porcentaje de proteina (45.4%) y L. reflexus de fibra (16.6%). Los valores
de las demas especies estuvieron comprendidos entre 37 y 43 % de proteina y
12.9 v 15.4 % de fibra, asi mismo el extracto etéreo fue relativamente bajo en
todas las especies (5.5-8.9 %), los contenidos de cenizas y carbohidratos se
cuantificaron en 3.3 a4.2 % y 31.7 a 38.1 %, respectivamente. Asi mismo, se puede
observar que L. elegans revelé el mayor contenido de proteina verdadera (33.1%);

mientras que en L. reflexus se encontraron los valores mas bajos (27.5%).
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Cuadro 6. Composicion guimico proximal y proteina verdadera de 7 especies de Lupinns silvestres del occidente de México (g/100g

de muestra)”

L. elegans

L. exaltatus

L. reflexus

L. rotundifiorns

L. vimulany

L. splendens

L. spp.

Humedad

Base seca;
Cenizas

lixtruclo cléreo
Fibra cruda
Proteina cruda
CHOS®

Proteina verdadera

% N de proteina

3.91+0.02

420024

5.70+0.26

1291 +£1.25

4541 £ 045

31.69

33.10 £3.60

7299699

420+£0.09

3.59+0.12

850+ {148

1461 £1.14

40.30 £ 0.27

32.80

27.60+£2.54

68.13 + 5.83

3.19£0.07

3.61 2029

7.90£0.36

1658 £0.82

73.65+5.84

3.39£0.05

4.01 £0.31

5.50 & (147

15.11 £ 1.69

42824023

74.05£7.26

2.89 1005

3.59+7.06

6.29 £ 0.70

1442 +1.17

40.70 £ 0.37

10,10 £ 0.35

3%.10

31.74 £3.45

8527 £ 4.48

370 0.04

35120016

680 4L 1Y

1540+ 1.37

41.50 4 0.23

32.80

3140 +2.54

75.63 +3.70

* Los valares estan expresados comos medias + desviacion estandard (n = 3)

b . - . .
LLos carbohtdratos fueron caleulados por diferencia



Aminoacidos

En el cuadro 7, se presentan los resultados obtenidos del analisis de
aminocacidos, en este se aprecia un buen contenido de lisina, triptofano y valina
cuyos valores oscilaron entre 4.7 a 57, 1.14 a 1.38 y 3.2 a 40 g/16 g de N
respectivamente, con relacién al patrén de la FAO (1985) para pre-escolares. Asi
mismo, los aminoacidos azufrados {metionina + cisteina) y aromaticos {fenilatanina
+ tirosina) estuvieron comprendidos entre 1.74-2.2 y 5.356.1 g/16 g de N
respectivamente.

La calificacién quimica de la proteina mostrd como aminoacido limitante a
los azufrados en todas las muestras de lupinos. Todas las especies mostraron una
buena calificacion quimica de triptofano, ademas en L. elegans se obtuvo buena
calificacién quimica de treonina, lisina, isoleucina, leucina y de los aminoacidos
aromaticos (fenilanina+tirosina).

El andlisis de aminodcidos no esenciales reveld aitas cantidades de acido
glutamico de 21.7 (en L. exaltatus) a 28.48 g/16 g de N (en L. elegans), asi como
de acido aspartico y de arginina, cuyos valores oscilaron entre 9.0 2 114y 10.5 a
13.0 g/16 de N, respectivamente, otros aminoécidos como la histidina, prolina y
glicina se cuantificaron en bajos niveles de 1.71-3.9, 1.72-3.35 y 2.5-4.19 g/16 de

N, respectivamente.
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Cuadro 7. Composicién de aminodcidos en semillas de Lupinus silvestres del occidente de México (g /16 g de N)*

Lr

Aminodcido L exaltatus L. elegans L. splendens L. rotundiflorus L. spp. L. reflexus L. simulany Pairén FAO/
WHO (1985)°

Acido aspartico 9,00+ 1,02 11442070 9.0710.92 10.03 £ 0.85 1026+ 0.58 9.8%+09 10,17+ 0.87
Acido glutamico 2169248 28484230 2265+ 1.22 24,15+ 2.07 23854160 22371224 2403£2725
Alanina 146 £0.22 257023 3.08+046 2324003 232017 2504+022 2341020
Arginina 1051+ 1.04 12221078 11.40+0.73 11,15+ 0.91 11622066 10981077 13.02 £0.64
Histidina 1.71 £0.20 3.71£0.21 3261018 3541024 391038 3371024 3621024
Prolina 2.88+0.22 3.10£0.2] 1.72£0.20 3.13+£0.24 3.35+£0.19 2533+0.18 211011
Glicina 250+ 0.28 419035 349+ 034 341 +£0.20 3.55+£030 370+ 025 338x0.25
Serina 850+ 1.13 9.10+ 0.88 4.83 + (.50 5.65 +0.60 507+ 0.68 530+£042 57610325
Isoleucina 3301031 4.48 +0.39 3921037 3.6710.39 386+ 0.55 396 £029 3601029 248
[eucina 601 +0.23 7.69+0.72 6251031 6.58 + 0.49 6.71 £0.24 620+ 030 664 +038 0.6
Lisina 5.60 £ 041 5721030 4.77+0.32 483 £0.33 4.90+0.26 531 £050 S5.041£035 5.8
AA azufrados * 2.10+0.19 1.84 £0.22 1.74 £ 0.20 190+ 0.1 222018 205018 2131021 235
AA arométicos * 6.00 £ 0.57 6.0510.66 5.35 £ 0.47 5.99 + 0.57 599+£0.72 562+ 044 5471052 6.3
Treonina 3.69 1032 4.07 £ 0.38 320025 3.77£036 3,70 £ 0,32 3.64 1039 3.81zx031 34
Triptofano 1.24 £ 0.1 1.14£0.14 1.24 £ 0.15 1.24 2009 1.38 £ 0.14 1.38£008 1.20+0.07 1.1
Valina 3.7810.23 3.79£036 3.16 £ 0.23 4.02+0.33 3.83+040 334+027 358+0.28 3.3
Catificacion quimica® 84 73 70 76 88 82 85

AA Limiante

aminoacidos azufrados en todas las especies estudiadas

* Los valores estan expresados como medias + Desviacién estandar (n = 3) ® Edad preescotar.
© Mctionina + cisteina. * fenilalanina + tirosina
* Calificacion quimica = g de aminodcidos en la muestra problema X 100
g de aminodcidos en el patrén FAQ



Factores antinutricionales y toxicos.

Los resultados de la cuantificacion de sustancias téxicas y antinutricionales
se muestran en el cuadro 8, en donde se puede cbservar que fa menor aclividad
hemaglutinante fueron de las lectinas de L. exalfalus y L. sp. (titulo 4) y la mayor
de L. reflexus, L. rotundiflorus, L. simulans y L. splendens {titulo 6) a las maximas
diluciones realizadas, en cambio las lectinas de Canavalia ensiformis dieron un
aito titulo de 18.

En las especies evaluadas, la accidn inhibidera de la tripsina se encontro muy
baja, los valores oscilaron entre 0.78 (UTl/mg de muestra) para L. rotundiflorus y
1.18 (UTHmg de muestra) en L. splendens, mientras que el valor de 1a soya fue de
(113.4 UTH/mg de muestra).

En ninguna de las especies de lupinos analizadas se detecté la presencia del
acido cianhidrico {HCN), es decir, no presentaron glucosidos cianogénicos.

El analisis de taninos, reveld un contenido de acido ténico comprendido entre
0.023 a 0.26 g/100 g de muestra, el menor valor correspondié a L. splendens y el

mayor a L. elegans.
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Cuadro 8. Contenido de factores antinutricionales y téxicos en semillas de 7

especies de Lupinus del occidente de México

Especie Glucosidos Lectinas Inhibidores de Taninos

cianogénicos 'Titulo? tripsina g de 4cido
mg de HCN/100 g de 3UTlmg de tanico/100 g de

muestra muestra’ muesira’
L. elegans - 5 1.086 £+ 0.02 0.266 £ 0.0042
L. exaftatus 4 0.866 £ 0.015 0.22 +0.0049
L. reflexus 6 0.931 £0.02 0.082 +0.0010
L. rotundifiorus - 6 0.784 +0.018 0.075 £ 0.0021
L. simulans . 6 1.061 + 0.022 0.08 +£0.0013
L. splendens - 6 1.180 + 0.025 0.023 £ 0.0011
L. sp. 4 1.164 + 0.021 0.16 +0.0025

T Eritrocitos de hamster, ? Titulo = Maxima dilucién en que presenta aglutinacion
* UTI = Unidades de Tripsina Inhibidas, ¢ medias + desviacion estandar

Contenido de alcaloides

En el cuadro 9 se puede observar el contenido de alcaloides

quinolizidinicos, la presencia de lupanina se aprecia en las siete especies de

lupinos estudiados. Ei mayer ¢ontenido de este alcaloide se encontré en Lupinus

rotundifiorus, Lupinus spp y L. simufans de 11.5, 10.6 y 8.87 mg/g de muestra

respectivamente, mientras que L. elegans presenté el nivel mas bajo (0.03 mg/g

de muestra). La esparteina se encantré en seis de las especies analizadas, la

mayor concentracion se cuantifico en L. reflexus con 26.63 mg/g de muestra,

mientras que en L elegans hubo ausencia de este alcaloide. La 3-hidroxilupanina

se presenté en todos lo lupinos, en niveles de 0.16 (L. reflexus) a 4.2 mg/g de

muestra (L. rotundifiorus). En L. exaltatus, L. elegans y L. rotundifiorus no se

detectd 13-hidroxilupanina, el mayor contenido de este alcaloide se encontrd en L,
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splendens con 1.0 mglg de muestra, mientras que el menor fue para L. sp. con

0.03 mg/g de muestra. En ninguna de las especies estudiadas se encontrd citisina.

Cuadro 9. Contenido de alcaloides quinolizidinicos en 7 especies silvestres de
Lupinus del occidente de México {mg de aicaloides/g de muestra, en base seca)

ESPECIE ESPARTEINA CITISINA LUPANINA  3-OH LUPANINA  13-OH LUPANINA
L. exaltatus 0.028 £ 0.004 ND 583+046 1531019 ND
L. elegans ND ND 0.03+0.001 3.73+£0.175 ND
L. splendens 0.29+0.048 ND 0.89+01 10510249 1.00+0.133
L. reflexus 2663+ 1.136 ND 291 +003 016+£0.051 0.08+0.018
L. rotundiflorus 0.11 £ 0.005 ND 11.5£019 4.19+0427 ND
L. simulans 0.40£ 0.007 ND B.87+0.183 2760163 0.09+0.012
L. spp 0.02 + 0.01 ND 10.63+0.08 2.08+0113 0.03+£0003

Los valores son medias + desviacion estandar (n = 3)
ND = no detectado

La figura 6 representa el cromatograma de los estandares de los alcaloides

utilizados en el analisis (esparteina, citisina, lupanina, 3-OH-Lupanina y 13-OH-

Lupanina), las figuras 7 a 13 son los cromategramas de las siete especies de

Lupinus estudiadas, bajo 1as siguientes condiciones de trabajo del cromatdgrafo de

gases: Detector: FiD, con Columna: Capilar SPB-1, 25 m de long x 0.4 mm de

diametro, temperatura del inyector; 240 °C , temperatura detector: 300 °C con

programa de temperatura del horno de columna: inicial: 150 °C, 0.5 min, incremento

de 20 °C/min y temperatura final: 240 °C, 14 min
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Destoxificacion de semillas

En el cuadro 10 se comparan los resultados obtenidos en semillas de L.
elegans sujetas a los métodos de destoxificacion térmica acuosa (Mukisira et al.
1995) y térmico con agua acidulada (Szabo y Herold, 1993). En estos se aprecia
una completa eliminacién de la lupanina con los dos tratamientos empleados, los
niveles de 3-OH-Lupanina disminuyeron de 10 a 8.9 y 8.8 mg/100 g de muestra
respectivamente. Al realizar el analisis de la concentracion relativa de aicaloides,
considerando su contenido en semillas crudas como el 100% (la suma de todas
las areas de los picos del cromatograma, exceptuando el metanol y el estandar
interno), el porcentaje en las semillas con el tratamiento térmico acuoso fue de
38.6%, eliminandose por lo tanto un 61.4 %. Asi mismo, en las semillas sometidas
al tratamiento acuoso acidulado se cuantificé 21.56 % con relacidon al total en
semillas crudas, eliminandose el 78.44 %.

Por otra parte, la pérdida de solidos totales fue mayor con el tratamiento
térmico acuoso (17.4 %) que utilizando el tratamiento acidulado {14.8%). Mientras
tanto hubo un incremento en la concentracidn de la proteina de 39.0 a 42.5% con

el tratamiento térmico acuoso vy a 45.6 % con el tratamiento térmico acidulado.



Cuadro 10. Contenido de alcaloides, sdlidos totaies y proteina en semillas
de L. elegans crudas sometidas a dos métodos de destoxificacion.

L elegans Semilla  Destoxificacion térmica Destoxificacion
cruda acuosa térmica acuosa
acidulada

*Esparteina - -
*Citosina - —— -
*Lupanina 1.2 — —
*3-OH-Lupanina 10 8.9 8.8
*13-OH-Lupanina -- - -
**Perdida de sdlidos 17.4 14.8
**Proteinas 39.0 425 45.6
Concentracion relativa 100 17.5 11.0
de Alcaloides (%)
% de eliminacidn 0.0 82.5 89.0

* mg/100g de muestra, ** g/100 g de muestra

Los resultados de la prueba de destoxificacion con extracciones térmicas
continuas (Gross, 1982), se presentan en el cuadro 11, en donde se puede
observar que conforme aumenta el numero de extracciones térmicas disminuye la
presencia y contenido de alcaloides llegando a eliminarse hasta cerca del 95% en
la 10° coceién, asimismo la concentracién de la proteina se incrementa hasta la 4°
extraccion de 40 a 45 %, sin embargo, después de la 5° coccion disminuye,
llegando a una concentracion de 36.2 % en la Gitima extraccion. En fa figura 14 se

presenta el contenido de alcaloides en forma grafica.
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Cuadro 11. Efecto de 10 extracciones térmicas de 30 min. c/u sobre el contenido
de alcaloides y proteina en semillas de L. elegans.

Muestra Proteina cruda  Alcaloides cualitativo 'Concentracion % de
(%) (Dragendorff) refativa de alcaloides eliminacion

Semilla cruda 40.0 +++ 100 0
1° cocimiento 42.5 +++ 71.65 28.35
2° cocimiento 43.75 +H+ 62.23 3177
3° cocimiento 44.4 +++ 49.13 50.87
4° cocimiento 45.0 +++ 44 .1 56.0
5° cocimiento 44 .4 +t++ 38.83 61.17
6° cocimiento 43.75 ++ 3468 66.32
7° cocimiento 43.4 ++ 23.0 77
8° cocimiento 422 + 10.82 89.18
9¢ cocimiento 40.0 + 7.7 92.3
10%aocimiento 36.2 - 5.1 94.9

--- Reaccidn negativa

+ Reaccion positiva sofucion turbia

++ Reaccién positiva, formacién del precipitado

+++ Reaccion positiva, formacion del precipitado

'Concentracién relativa de alcaloide = area total del cromatograma.
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Los resultados de la prueba de destoxificacion andina tradicional (Gros,
1982} se presentan en el cuadro 12, en donde se observa que en todas las
especies tratadas disminuye el contenido de alcaleides y de proteina con la
coccion y sucesivo lavado. En L. elegans hubo mayor eliminacién de alcaloides

con el 95%, mientras que en L. rotundiflorus, la eliminacién fue menor con 90%.



Cuadro 12. Contenido de alcaloides y proteina por efecto de destoxificacion
andina tradicional (Gross, 1982) en semillas de cuatro especies de Lupinus.

L. elegans L. exaltarus L. reflexus L. rotundiflorus

Muestra S¢  Scc  Scl Se Sce  Scl S¢ Sec  Sel Sc Sc Sel
Proteina 40.0 385 36.0 389 370 354 414 392 371 398 38. 353

(%)

Alcaloides  +++  ++ - ++ ++ - +H+ - +++ ++ -
cualitativo
(Dragendorft)
'Concentracién 100 182 4.9 100 194 353 100 i9.8 1.7 100 22.0 9.8
relativa de

alcaloides

% de 0 8l.8 95l 0 80.6 947 ¢ 802 927 0 78 90.2
eliminacion

--- Reaccion negativa.

++ Reaccion positiva, formacidn del precipitado.

+++ Reaccidn positiva, formacion del precipitado.

'Concentracion relativa de alcaloide = area total del cromatograma.

Sc = Semilla cruda, Sce = Semilla cocida, Scl = semilla cocida + lavada.

Prueba de Toxicidad aguda

Los resultados de la prueba toxicolégica se a_precian en el cuadro 13 en
donde se observa que con L. exaltatus y L. efegans se obtuvo 0% de mortalidad
en todas las concentraciones evaluadas. Con semilla de L. rotundiflorus se
observd 50% de mortalidad a la concentracion mas alta de 15 g/kg de peso
corporal (P.C.) a esta misma concentracion L. splendens y L. simulans
manifestaron sélo el 33.3% de mortalidad; en cambio con L. reflexus y L. mutabilis
se obtuvo 100% de morialidad con las concentracion de 15 y 12 g/kg de P.C.

respectivamente.



Cuadro 13. Toxicidad aguda (via oral) de harina de semillas crudas de seis
especies de Lupinos mexicanos y L. mutabilis’

Dosis L elegans L exaltaus L rowndiflorus L. splendens L simulans L. reflexus [, mutabilis”
Administrada % % % mortalidad % % % %
(gramos/Kg PCY  moralidad  mortalidad mortalidad  mortalidad  mortalidad  mertalidad
15.0 0 0 50 333 33.3 100 0
12.0 0 0 333 0 0 333 (00
6.0 0 0 0 0 0 333 333
30 1] 0 0 0 0 0 0
1.5 0 0 0 0 0 ] 0

! Controf positivo

Prueba de Relacion de Eficiencia Proteica

Los resultados de la prueba de la Relacion de Eficiencia Proteica (REF)
de digestibilidad proteica de las especies de lupinos sefeccionados se presentan
en el cuadro 14. Los valores mas altos REP y de digestibilidad se observaron en L.
rofundifiorus y L. elegans con 1.5 y 62 y 65.5% respectivamente, seguido de L.
exaltatus con 1.1 y 58%, mientras que los mas bajos en L. reflexus con 1.06 y
57.7%. Los valores del REP y digestibilidad proteica de la caseina fueron de 2.34
y 87.5% respectivamente.

Cuadro 14. Relacion de eficiencia proteica de semilla destoxificada con el método
andino tradicicnal (Gross, 1982) de cuatro lupinos silvestres’

Dietas REP % de digestibilidad
Caseina 2.34 £ 012 87.5+0.85
L. elegans 1.5 £ 0.069 655+ 1.14
L. exallatus 1.1 + 0.024 58.0+0.87
L. rotundiflorus 1.5 + 0.089 62.04 £1.27
L. reflexus 1.06 £ 0.07 577 +1.84

' valores promedioc + D.E. (n=7)
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DISCUSION

En el presente estudio se observd que en general la mayoria de los lupinos
silvestres estudiados se distribuyen en diversas localidades con abundancia, pero no
se les da practicamente ninguna utilidad y por el contrario, cuando llegan a invadir
los terrenos de cultivo se les elimina como malezas.

El analisis proximal realizado, revela que todas las especies de lupinos
presentaron altas cantidades de proteina en base seca. L. splendens registré el
mas bajo contenido (36.7%), mientras que L. elegans el mas alto con 45 %.
Cantidades similares al de la soya (38-42%) y aproximadamente el doble de
leguminosas utilizadas comunmente para consumo humano; asi mismo estos
valores son superiores al encontrado en otras leguminosas silvestres (con valores
entre 10.6 a 37.8 %) (Sotelo et al, 1980). Al comparar los niveles de proteina
obienidos en los lupinos estudiados aqui con otros lupinos descritos en la
literatura, se encuentra que las especies mexicanas presentan valores similares a
las especies domesticadas (Lupinus futeus, L. angustifolius, L. albus y L. mutabilis)
cuyo contenido de proteina se ha establecido en 30-44.7% (Petterson, 1998;
Petterson et al, 1986). Sin embargo el contenido de este nutriente en otras
especie silvestres del viejo mundo (L. omatus, L. hybridus, L. varius y L.
hispanicus) es ligeramente superior (40.12 a 48.09%) (Shumilin ef af., 1989,
Muzquiz et al., 1989).

El contenido de extracto etéreo (5.5-8.9 %) es bajo en comparacion con la
soya (18%) y el cacahuate (40%) (Aykroyd y Dougthy 1964), pero similar al
compararlo con ofras leguminosas silvestres, cuyos valores se han reportade entre

0.7 2 6.3% (Sotelo et al., 1980); aunque se tienen reportes de algunas leguminosas
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silvestres con concentracion de 8.5 hasta 24.4%, y enlran en el intervalo de los
valores para los lupinos cultivados de 5.7 a 14% (Petterson, 1998) asi mismo es
superior a otros lupinos como L. hispanicus (3.0 %) (Muzquiz et al, 1989). Los
niveles de materia seca, fibra cruda, cenizas y carbohidratas, son similares entre las
distintas especies de lupinos estudiades y otras leguminosas cultivadas y silvestres
reportadas por diversos auteres (Aykroyd y .Dougthy 1964; De la Vega y Sotelo
1986; Giral et al, 1978; Sotelo et al, 1980), Ademas, en general coinciden con los
valores reportados para las especies de lupinos cultivadas, cuyos intervalos se han
establecido en 7-16% de fibra, 2.8 a 3.7 de cenizas y 25 a 36 % de carbohidratos
(Petterson, 1998; Petterson et a/, 1986).

La valoracion del contenido de proteina total en las leguminosas es
importante, ya que estas presentan concentraciones altas de nitrégeno no proteico
(en forma de aminoacidos libres, HCN, péptidos, alcaloides, etc.), los cuales
contribuyen significativamente a la cuantificacion del nitrégeno por el método
kijeldahl, y en leguminosas silvestres estudiadas se ha encontrado hasta el 33% del
total del nitrdgeno como nitrégeno no proteico (Lucas ef al, 1988},

Sin embargo, el resultado de proteina verdadera en los lupinos analizados
indica que éstos presentan grandes cantidades de nitrégeno proteico debido a que
del 68.2 al 85.3% del contenido de nitrdgeno total corresponde a proteinas. Estos
valores pueden ser debido a la presencia de nitrégeno procedente de aminoacidos
no proteicos y alcaloides (que se presentan en grandes cantidades en los lupinos
silvestres).

En cuanto a la fraccion aminoacidicas de las proteinas, todas las muestras

evaluadas mostraran un perfil interesante de aminoécidos, ya que el aminograma
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reveld altos contenidos de lisina y triptofano, comparable al de otras leguminosas
(soya, frijol, chicharo), pero menor contenido de triptofano al informado en Lupinus
hispanicus de 1.5-2.0 g/16 g de N) (Muzquiz et al. 1989a), y coincide con los datos
encontrados en otros lupinos silvestres como L. omatus, L. elegans and L. varius
de 0.8-2.3 g/16 g de N (Shumilin et al., 1989). Los aminoacidos limitantes en todos
los lupinos, al igual que en la soya y otras leguminosas fueron los azufrados,
principalmente metionina con una calificacién quimica entre 73 en L. elegansy 88
in Lupinus spp. y un contenido de azufrados entre 1.74 (en L. splendens) a 2249
/16 g de N (en L.spp.), comparables a L. albus (1.95 g {16 g de N) y L
angustifolius (2.2 g/16 g de N) e inferior a L. mutabilis (2.4) y L. luteus (3.06g/16 g

de N) {Petterson y Mackintosh, 1994; Schoeneberger, 1982a).

Factores antinutricionales y toxicos

El analisis de los factores antinutricionales y toxicos, no revelé la presencia
de glucosidos cianogénicos en ninglino de los lupinos analizados, al comparar
este resultado con otras especies de lupinos, Contreras et af (1973} informan 0.46
y 0.42 mg de HCN/100 g de muestra en L. albus var'. Astra y L. lufeus var. Aurea
respectivamente. Se tiene reportado una variacion del contenido de estas
sustancias de acuerdo a las condiciones climaticas y geograficas de donde
proceden las muestras, ya que en ecotipos de L. mutabilis se encontraron valores
que fluctuaron entre 0.53 a 2.89 mg de HCN/100 g de muestra {Shoeneberger et
al., 1982b).

Para este estudio se evalud la actividad aglutinante del extracto de los

lupinos en eritrocitos de hamster debido a su inespecificidad; ya que en informes
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previos con eritrocitos de borrego no se detectd actividad en L. exaffatus ni L.
reflexus y en L. mexicanus fue de titulo 6 (Ruiz, 1994), en este estudic se encontrd
un titulo de 4 y 6 en L. exaltatus y L. reflexus respectivamente.

En otra especies como L. mutabilis, L. albus y L. hispanicus se informa
ausencia de hemaglutininas utilizando eritrocitos de conegjo (Muzquiz et al.,
1989b). Sin embargo, Shoeneberger et af (1982b) encontraron para L. albus y L.
mutabilis valores de 8 y 0, v 4 yv 3 con eritrocitos de conejo y bovino
respectivamente.

Entre las muestra analizadas no se cbservaron diferencias en el contenido
de inhibidores de tripsina; los valores estuvieron entre 0.87 (L. exaltatus) a 1.19
UTl/mg de muestra (L. splendens), muy por debajo del valor reportado para la
soya (30-40 UTl/img de muestra) y similar al de L. albus, L. termis y L. mutabilis,
con niveles de 129, 2.2 y 1.16 UTlVmg de muestra, respectivamente
{Shoeneberger et al., 1982b), pero menor al encontrado en L. angustifolius de 5.47
UT{/mg de muestra (Shick y Madhusudhan, 1988).

E! contenido de taninos, también resultd bajo de 0.023 en L. splendens a
0.266 g de Acido tanico/100 g de muestra en L. elegans, estos valores son
similares a los encontrados en chicharo (0.25 g de taninos totales/100 g de
muestra) y al de las especies domesticadas de L. albus (0.16-0.49), L.
angustifolius (0.17-0.37) y L. futeus (0.17-0.32) (DuPont ef a/, 1994; Allen, 1998).

En general estos compuestos se presentaron en bajas cantidades, y se
encuentran muy por debajo de contenido de otras leguminosas de consumo

humane (Ali y Muzquiz, 1998).
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Alcaloides

El contenido de alcaloides en las semillas de los lupinos es el principal
componente antinutricional, y debido a estos compuestos los lupinos son
considerados toxicos (James ef af., 1992; Keller, 1989). Mas de 100 alcaloides,
principalmente quinolizidinicos han sido reportados en la literatura en el género
Lupinus (Wink, ef al., 1995).

Todas las semillas estudiadas presentaron altos contenidos de alcaloides,
fa lupanina fue el mayoritario en casi todas las especies, lo gue coincide con
reportes previamente realizados en otras especies, como L. albus, L. angustifolius
y L. mutabilis (Muzquiz et af, 1994, Wink, 1998). Ef contenido de este alcaloide
fluctud entre 0.03 (L. elegans) y 11.5 (L. rotundifiorus) mglg de muestra. Estos
valores son inferiores al presentado por L. mutabilis, cuyos limites de
concentracién son de 9.83-27.45 mg/g de muestra (Hatzold et al, 1983). Sin
embargo, en L. reflexus el alcaloide mayoritario fue la esparteina, que mostré un
alto nivel de 26.6 mgl/g de muestra, al igual que en Lupinus arcticus, especie
silvestre de Canada, solo gque el contenido de esparteina en esta gspecie es
menor con 0.25 a 10.23 mg/g de muestra (Majak et al, 1994) y superior a los
valores en L. mutabilis, de 0.9-4.99 mg/g de muestra (Hatzold et al, 1983).
Asimismo L. elegans fue 1a Unica especie estudiada que no presentd esparteina, al
igual que las especies europeas L. albus,L. angustifolius, L. luteus y L. hispanicus
(DuPont et al., 1994). El contenido de 13-OH lupanina varié de 0.03 mg/g de
muestra en L. spp hasta 1.0 mg/g de muestra en L. splendens, estos valores son
menores a los encontrados en L. mutabilis (0.97-6.62 mg/g de muestra) y a L.

angustifolius {2.0 mg/g de muestra} pero similares a los de L.albus amargos
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(0.4 mg/g de muestra). No se encontrd 13-OH lupanina en L. exaltatus, L. elegans
y L. rotundifiorus, al igual que en L. futeus y L. hispanicus (DuPont et al., 1994).

En ninguna de las especies estudiadas se encontrd citisina que es de los
alcaloides mas téxicos, coincidiendo con Wink (1993), quien informé que este
alcaloide generalmente se encuentra ausente en los lupinos, sin embargo, en
especies como L. microcarpus, L. densiflorus, L. ruber, L. arbustus, L. argenteus,
l__. bicolor, L. caudatus, y L. nanus se puede presentar como traza. Lz citisina es
mas comin en especies de los géneros Genista, Baptisia y Thermopsis.

Los cromatogramas de los extractos de L. elegans y L. splendens revelaron
que los alcaloides mayoritarios no fueron ninguno de los analizados, sin embargo,
estos podrian ser afilina o afilidina, principales alcaloides en algunas especies
silvestres de Norteamérica, (Wink et al, 1985) o multiflorina y albina mayoritarios
en L. albescens, especie Sudamericana (Planchuelo y Wink 1993).

Por lo que se recomienda realizar estudios en estas especies de lupinos
utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, para
ayudar a elucidar las estructuras o por Resonancia magnética nuclear (RMN), etc.
de los picos desconocidos en este estudio.

Asimismo es recomendable analizar el posible contenido de anagirina,
considerado por algunos autores como teratogénico en bovinoes, y reportado sobre
todo en algunas especies de Norteamérica. Ya que en un estudio realizado por
Keeler y Gross (1980), en las especies Europeas L. albus, Lluteus, L.

angustifolius y de Sudameérica L. mutabilis, tanto en variedades dulces como
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amargas, no encontraron anagirina en ninguna muestra analizada, por lo que
sugieren que estas especies pueden ser consumidas sin riesgo de provocar
teratogenicidad.

Por otra parte se ha visto variacién en la composicion de alcaloides en
diferentes drganos de la pianta de iupinos especialmente existen cambio
cuantitativos en raiz por influencia de factores bidticos y abiéticos (Stobiecki et al.,
1998). Asimismo hay relacidn entre el contenido de alcaloides en L. mutabilis y la
concentracion de fésforo y aluminio en el sueto donde crece la planta (Blasco et al,
1978), pero en general la composicion y contenido de alcaloides individuates en
esta especie esta dado genéticamente (Gross y Hatzold 1986). En otro estudio
con L. argenteus se observd que el patrén de alcaloides varid considerablemente
en muestras procedentes de diferentes localidades, sin embargo se concluyd que

las diferencias qumiotipicas son probablemente genéticas (Wink y Carey 1994).

Destoxificacion de semillas

En el presente estudio se evaluaron métodos sencillos y econdmicos para
eliminar o disminuir alcaloides, dos de ellos consistieron en tratamientos térmicos
acuosos, uno se realizd con agua acidulada, utifizando HCL, debido a que los
alcaloides con carga (la mayoria son motécutas con carga, bajo condiciones acidas)
en sal, son mas solubles en agua. En ambos tratamientos hubo una eliminacion
del 100% de lupanina. Esta reduccién fue mayor a la encontrada por Mukisira et
al. (1995) en L. albus del 41.3 %, sin embargo, el tiempo de coccion fue menor (1

h) y continuo (sin cambio de agua) con un lavado de 12 h. En cuanto a la 3-OH-
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Lupanina, el decremento fue muy similar con los dos métodos evaluados del 11y
12% para el tratamiento acuoso y acidulado respectivamente.

Asi mismo, hubc una mayor perdida de sélidos totales con el tratamiento
térmico acuoso (17.4 %) que con el acidulado (14.8%), se observd un incremento
de fa proteina del 8.2% con el tratamiento acuose y del 14.5% con e! tratamiento
acidulade. Lo que supone que los sdlidos perdidos fueron carbohidratos
principalmente, minerales vitaminas y otros compuestos hidrosolubles.

Para calcular la proporcién de la disminucién de alcaloides por efecto de los
tratamientos, se realizaron andlisis a la semilla cruda a la que se consideré su
contenido de alcaloides como 100% (suma total de las areas de los picos del
cromatograma), asi también a las semillas cocidas con y sin acidificar. Asi se tiene
que el cromatograma de semillas cocidas con agua sin acidificar revelé un 17.5%
del area de los picos en relacién de las semillas crudas, eliminandose, por
consiguiente, el 82.5 %. El cromatograma de las semillas cocidas con agua
acidulada mostré 11.0 % de alcaloides en relacién con el total de las semillas
crudas eliminandose, por consiguiente, el 89.0 %.

En el tratamiento con exiracciones térmicas continuas (segun Gross, 1982)
hubo un incremento de la proteina inicialmente de 40 a cerca de 45 % hasta la
quinta extraccién, esto es debido principalmente a que los carbohidratos solubles
en agua se removieron, sin embargo, disminuyd la proteina posteriormente, en la
ultima extraccion los niveles de alcaloides disminuyeron hasta cerca del 95 %,
siendo negativa la prueba de Dragendorff estos resultados fueron similares a las
extracciones con agua caliente realizados por Tapia (1990), pero menores a los de

Gross (1982), que informa una reduccion del 99%.
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La eficiencia de desamargado de este método resultd buena, sin embargo, las
semillas en la Jdltima extraccién practicamente se deshicieron, por lo que no se
puede recuperar mucha semilla al final.

En la prueba de destoxificacion andina tradicional (Gross, 1982) se observa
una disminucién en el contenido de alcaloides con la coccidn y lavado en todas [as
especies tratadas, asi como de proteina, El efecto fue mayor en L. elegans {con
95% de eliminacion, seguido de L. exaltatus (94.7%), L. reflexus (92.7%) y por
ultimo L. rofundiflorus (con 90%); estos porcentajes son mayores a los
encontrados en L. mutabilis con un tratamiento de remojo pero cocimiento de 40
min, ya que se redujo en un 72.6 % los alcaloides totales (Tapia, 1982).

El mayor porcentaje de eliminacién de alcaloides encontrado en L. efegans
es debido a que la tesla de las semillas de esta especie es menos dura y de
mayor tamano que las de los otros tres lupinos y, por consiguiente, fueron mejor
hidratadas y cocidas lo que permitié una mayor extraccion de alcaloides con el
lavado, segun Tapia (1990) las semillas pequefias y de testa dura, necesitan
mayor tiempo de hidratacién, cocido y lavado para eficientar la extraccién de
alcaloides.

De acuerdo con los resultados observados en los diferentes métodos de
destoxificacion estudiados, el remojo de semillas es importante en el
desamargado, por lo que es importante encontrar una adecuada hidratacién de las
semillas para una optima extraccion de alcaloides; en un estudio de Tapia (1982)
sefiala que las semillas de L. mutfabifis inician su hidratacién a partir de las 3a 4 h
de remojo y llegan al maximo a las 21-24 h, aunque algunas semillas no llegan a

hidratarse hasta después de 48 h de remojo.
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Si se quiere emplear el dltimo tratamiento en los lupinos mexicanos seria
conveniente conocer el tiempo optimo de hidratacidn de semillas y a la vez es
necesario seleccionar especies o variedades con semillas de testa mas
permeable.

A pesar de que con el métada de extraccién térmica continua (Gross, 1982)
se tuvo mayor eficiencia de eliminacion de alcaloides, en comparacién con los
demas métodos evaluados no resulto practico debido a la pérdida de material
(semilia). Por lo que el método tradicional andino, fue seleccionado para preparar
las harinas desamargadas en la prueba de relacién de eficiencia bioldgica (REP),
ademds de una buena eficiencia de extraccién de los alcaloides y a lo practico del

tratamiento.

Prueba toxicologica

En la prueba de toxicidad aguda se observd que la semilla de L. elegans no
resultd toxica a ninguna dosis evaluada ya que su mortalidad fue de 0%. Este
resultado es debido a que L. efegans no contiene esparteina que es el alcaloide
qulinolizidinico mas toxico, ni 13-OH-lupanina, ademas, la cantidad de lupanina
administrada fue muy baja, ya que esta varid entre 0.000045 y 0.45 mg de
lupanina/kg de P.C. en las distintas dosis administradas, valores muy por debajo
de la DLsp de este alcaloide (410 mgrtkg de P.C. via aral) {Yovo et al, 1984).

Asi mismo Lupinus exaltatus, también presentd 0% de mortalidad con tedas
las dosis evaluadas, ya que las cantidades de esparteina (0.000042 a 0.42 mg /kg

de P.C.) y lupanina (0.008745 a 87.45 / kg de PC) administrados fueron muy
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inferiores al DLss (220 y 410 mgikg PC de esparteina y lupanina respectivamente)
reportado para estos alcaloides (Yovo et af, 1984).

Por otra parte las semillas de L. reflexus y L. mutabilis fueron los que
presentaron la mayor toxicidad {100% de mortalidad} con las dosis mas altas de
15 y 12 g de muestrakg de PC respectivamente, este resultado es debido
principalmente a la alta cantidad de esparteina administrada aportada por L.
reflexus {(que es de las especies estudiadas con el mayor contenido de esparteina)
de 399.45 mgfkg, alcanzando la DLgg, mientras que la lupanina fue de 43.65 mg/kg
de PC. L. mutabilis se utilizd para confirmar la toxicidad causada por estos
alcaloides ya que las cantidades administradas de esta especie fugron de 358.8 y
668.8 mg/kg de P.C de esparteina y lupanina, respectivamente.

Asimismo se encontrd una ligera mortalidad con semillas de L. rotundifiorus,
L. splendens y L. simulans a la mas alta concentracion de 15 g/kg de P.C. debido
a la baja cantidad de esparteina (1.65, 4.35 y 6 mg/kg de P.C respectivamente) y
lupanina (172.5, 13.35 y 133.05 mg/kg de PC respectivamente) administrada.

Debido a esto es necesario realizar estudios de toxicidad subaguda o
cronica con sus analisis histologicos, por efecto del consumo prolongado de estas
semillas, ya que en un estudio realizada en ratas alimentadas con semilla de
Lupinus angustifolius por 90-98 dias, con 50, 250, 1050 o 5050 mg de alcaloides
de lupinos/kg de dieta, se observo una relacion de la dosis con la reduccion de
eritrocitos, hematocritos, volumen celular y los niveles de hemoglobina, asi como
en el peso relativo de higado, ademas se observo alteracion de hepatocitos con

Jas dosis de 5050 1050 y 250 mg/kg (Butler ef al., 1998).



Relacion de Eficiencia Proteica (REP)

En el ensayo del REP iodos los lupinos estudiados, con semillas cocidas y
lavadas, se obtuvo un incremento en la eficiencia proteica y por consiguiente de fa
digestibilidad, el mayor valor se observo en L. rotundifiorus y L. elegans {1.5), asi
como de digestibilidad proteica (62 y 65.5% respectivamente) mientras que los
mas bajos en L. reflexus (1.06 y 57.7% de REP y digestibilidad respectivamente).
Sin embargo estos valores son bajos en comparacidn a los de |a caseina (2.34 y
B7.5% de REP y digestibilidad respectivamente). Los bajos valores del REP y de
digestibilidad en las harinas de los lupinos, se debieron posiblemente a Ia
deficiencia de metionina, registrada en semilla cruda y por alcaloides residuales en
cantidades minimas, por lo que se sugiere un lavado mas prolongade, ya que
debido a la cubierta dura impide una extraccion total de alcaloides.

Al comparar el valor del REP con las especies de lupinos utilizadas para
consumo humano y animal, se puede apreciar que el valor de las especies
mexicanas estudiadas son superiores a los encontrados en variedades dulces de
L. albus y L. luteus, cuyos valores se han reportado en 048 y 1.0 de REP
respectivamente (Ballester et af, 1980) y son similares a los encontrados en L.
mutabilis variedad semidulce (1.34) y semilla cocida y lavada (1.24 y 1.53)
(Schoeneberger ef al, 1982b y Schoeneberger ef &/, 1982c). Estos autores
concluyen que los bajos valores del REP en semillas desamargadas son debido a
la deficiencia en metionina ya que al suplir con este amincacido se pueden
alcanzar valores de hasta 2.69, similares a la caseina. Otra alternativa es mezclar
lupinos con diversas fuentes proteicas vegetales ricas en metionina, como Lupino-

trigo (REP de 2,02), Lupino-cebada cocida (2,0), Luping-avena cocida (2,16),
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Lupino-maiz cocido (2,12), Lupino-arroz cocido (2,08}, Lupino-quinua cocida
(2,38), Lupino-maiz-quinua (2,42), Lupino-cebada-quinua {2,52), Lupino-arroz-
quinua (2,51}, Lupinc-avena-guinua (2,39), Luping-maiz-avena (2,23)
{Schoeneberger ef al., 1982¢).

En general no existian en México datos en especies nativas de lupinos
acerca del contenido de factores antinuticionales, aminoacidos, alcaloides
(lupanina, esparteina 3-hidroxilupanina, 13 hidroxilupanina y citisina), toxicidad
aguda y relacién de eficiencia proteica. Los datos aportados en esta investigacion
permitirdn ampliar y detallar ei estudio de estas especies, que son de importancia
econdmica en diversos paises de Europa y Sudamérica y sobra todo en Australia,
en donde son ampliamente cultivados; por lo que en nuestro pais podria inducirse
el cultivo de algunos lupinos silvestres para aprovecharios en forma de alimento o

farmaco de una forma racional.
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CONCLUSIONES
1. Las especies de lupinos estudiadas presentan una fenologia muy variada
con gran diversidad morfoldgica y caracteres poco constantes. Son abundantes y de
amplia distribucién, se encuentran principalmente en zonas montafiosas de la Sierra
Madre Occidental y Eje Neovolcanico Transversal de Jalisco, son parte importante
de los bosques de pinc-encino.
2, Los contenidos de proteina cruda y total en las semillas enteras de las
especies estudiadas en general fue alto, sobresaliendo en L, elegans.
3. El contenido de aminoacidos fue aceptable ya que se cuantificaron
cantidades apreciables de lisina y triptofano, comparables con el patron de ia FAQ,
sin embargo, la calificacion quimica sefala a la metionina come aminoacido
limitante en todas las especies.
4. La presencia de los factores antinutricionales lectinas, taninos, glucdsidos
cianogénicos e inhibidores tripsicos en semillas crudas fue baja o ausente, por lo
que son son fimitantes para el consumo de estas semillas.
5. La mayoria de los lupinos estudiados presenté como alcaloide mayoritario a
la lupanina, a excepcion de L. reflexus en donde la esparteina fue el alcaloide
mayoritario, en L. elegans vy L splendens los alcaloides mayoritarios fueron
desconocidos, asimismo L efegans fue la Onica especie que no presentd
esparteina.
6. En general los lupinos presentaron altos contenidos de lupanina y L.
reflexus de esparteina, ademds los cromatogramas revelaron la presencia de otros

alcaloides no identificados; en ninguna especie se observo la presencia de citisina.
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7. De los tratamientos empleados para eliminar los alcaloides, el de
extracciones térmicas sucesivas fue el que dio mejor resultado, con una
eliminacion del 95%.

8. La prueba de toxicidad aguda reveld a L. reflexus como la més toxica de las
especies silvestres evaluadas, sin embargo, resulté menos que L. mutabilis, que
es la especie consumida en Sudamerica, mientras que en L. elegans no se
observé toxicidad aguda.

9. La calidad bioclégica de ia proteina de la semilla destoxificadas de los
lupinos fue baja debido posiblemente a su deficiencia en metionina.

10. Los lupinas mexicanos estudiados son una buena fuente de proteina de
aceptable calidad, exceptc por su contenido en metionina y una vez que se
eliminen o disminuyan los alcaloides pudieran ser utilizados como ingrediente en
la alimentacidn humana o animal, suplementados con metionina o mezcladas con

cereales.
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ANEXO 1
Determinacion de aminodcidos

La hidrolisis de las proteinas se realizo siguiendo la técnica de Lucas y Sotelo (1982),
para lo cual las harinas de los lupinos se colocaron dentro del tubo de hidrdlisis, se peso fa
cantidad de muestra de acuerdo al conienido de proteina contenida, a la que se adicioné HCL
6 N (cantidad previamente calculada). se insuflo nitrogeno por 30 segundos, se cerd
perfectamente el tubo y se sometieron a condiciones de hidrélisis 145° C + | durante 4 h.
Posteriormente el hidrolizado se filtrd y s¢ le agregaron 5 ml del estandar interno (norleucina),
se evapord en rotovapor 2 75¢ C a sequedad, se recuperd con solucién lavadora y neutralizo
conNaOH 5N, se ajusto el pHa 6.8 & 0.2, y aforé a25 ml. De aqui se tomaron alicuotas que
se filtraron para ser inyectadas en el autoanalizador de aminodcidos.

La determinacion del triptofano fue colorimetricamente de acuerdo a Ras ef al. (1974),
de la siguiente forma:

Debido a que la hidrélisis acida destruye el triptofano. se tiene que recurrir a la
hidrolisis alcalina o enzimdtica. En esta caso se realizé uma hidrélisis enzimatica con
pancreatica al 0.4%y pepsina al 0.3%.

1 g de muestra desengrasada se le adicioné 10 ml de pepsina, se incubo a 37° C
durante 3 h con agitacidn ocasional. Enseguida se le adiciono 10 ml de pancreatina, la gue se
incubd a 37° C por 24 h con agitacién ocasional. Al terminar la incubacion se aforé a 50 mly
se filtro, se tomaron 3 alicuolas de 2 ml cada una, a una se le afiadié 7.5 ml de HCL y a los
otros dos 7.5 ml de p-dimelilbenzaldehido (DMBA). se agitaron y reposaron 15 min. en la

oscuridad, se agregd 0.5 ml de nitrite de sodio, se agitd y nuevamente s¢ dejo reposar 15 min.
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en la oscuridad. Leer la absorbancia a 390 nm. para realizar los célculos, reportando en g de

triptofano por cada 100 g de proteina.

ANEXO 1l
HEMAGLUTININAS
DETERMINACION SEMICUANTITATIVA
fundamento: La determinacién se basa en el poder aglutinante que tienen ciertos
componentes de naiuraleza proteica hacia los eritrocitos. Se¢ emplea la técnica de
microtitulacion basada en una serie de diluciones donde el punio final de aglutinacién se
determina mediante una estimacion visual, para ello se requiere que los eritrocitos sean
sensibilizados mediante una proteasa. En el presente estudio se llevé a cabo la
determinacién semicuantitativa de hemaglutininas con eritrocitos de hamster.
Preparacién de reactivos:

a) Cuando la sangre se us¢ de inmediato, se puede usar como anticoagulantes la
heparina o citrato en las siguientes concentraciones:

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

Si la sangre no se va a usar de inmediato v se desea conservar en refrigecacion por
unos dias, lo mads conveniente es emplear la solucion ALSEVER como anticoagulante en
proporcion 1:1.

b) En términos generales se usa tripsina {de péncreas de porcino SIGMA T-8128) al
0.1% en solucién salina, para el proceso de sensibilizacién; sin embargo, cuando s& emplea
sangre de cualquier roedor (hamster, ratdn. rata, etc.) se recomienda sensibilizar con

pronasa (de S. grisens SIGMA P-5005)al 0.2% en solucidn salina.
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Procedimiento:

PREPARACION DEL EXTRACTO DE LA MUESTRA:

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

2. Extraer por agitacion mecanica durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura ambiente.

3. Centrifugar el extracto a 1,400 r.p.m. durante |5 minutos para eliminar el residuo
insoluble.

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

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

PREPARACION DE LA SANGRE:

1. Una vez sangrado el animal, afiadir a la sangre la solucién anticoagulante, homogenizar
suavemente.

2. Lavar con centrifugar a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos, 3 veces con solucidn salina al
0.9%. La relacion sangre:solucién salina es 1:5 aproximadamente. Si la sangre no esta muy
hemolizada es suficiente reafizar dos lavados (el sobrenadante del;e ser incoltoro).

3. Después del Gltimo lavado. medir la cantidad de paquete de eritrocitos y diluirlos al 4%,

para lo cual s¢ deben agregar 24 ml de solucién salina al 0.9% por cada 1.0 m! de glébulos
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SENSIBILIZACION DE LOS GLOBULOS ROJOS:
1. Por cada 10 ml de suspension de globulos rojos al 4% agregar | ml de solucion de

proteasa (para sangre de hamster se emplea pronasa al 0.2% v colocarlos en 1a incubadora a

37 ©C durante 1 hora.

2. Centrifugar para eliminar [a enzima sobrenadante v dar 3 lavados con solucion salina al
0.9% centrifugando a 1.500 r.p.m. durante 10 minutos.

3. Después del dltimo lavado resuspender el paquete de eritrocitos; por cada 1.0 mi de
paquete de eritrocitos sensibilizados se agregan 19 ml de solucion salina al 0.9% (la
suspension 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 la suspensién de glébulos rojos sensibilizados y agregar 4 ml de solucion
salina al 0.9%. mezclar. Se lee en el espectrofotometro a 620 nm; se ajusta a 100% de
transmuitancia usando solucién salina al 0.9% como blanco.

2. Diluir la suspension hasta que la lectura sea de 25%z1 de transmitancia. Al final la
suspension debe quedar al 4% y dar dicha lectura de transmitancia en el espectrofotémetro

a 620 nm.

PREPARACION DE LAS PLACAS,
L. Con ayuda de la pipeta automatica de 12 canales depositar 50 ml de solucion
salina al 0.9% en cada pozo de las placas tipe V del microtiter, evitando tocar las

paredes de los pozos.



2. Con un microdilutor tomar 30 ml del extracto de la muestra, s¢ introduce en el pozo sin
tocar las paredes y se gira. se saca del pozo y se introduce en el pozo siguiente de tal forma
que se van llevando a cabo las diluciones del extracto.

3. Con el pipeteador de gota se adicionan 50 mi (una gota) de eritrocitos sensibilizados en

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

LECTURA

Transcurrido el tiempo, colocar la placa en el dispositivo de lectura. Se observa a
través del espejo el fondo de los pozos de cada hilera de prueba. Se¢ considera positivo
aquel pozo que presente una difusion de eritrocitos en todo el pozo (aglutinacion) y
negativo aquel pozo donde se observe sedimentacion de eritrocitos en el centro. Se reporta

la maxima dilucion donde se presenta aglutinacion (titulo}.

ANEXO I

INHIBIDORES DE TRIPSINA.

Fundamento; La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso directo o diluido
de una muestra con una solucidn estindar de Tripsina (40 mg/1¢ ml) posteriormente s¢
determina la actividad proteolitica remanente usando un sustrato sintético cromédgeno
(Benzoil-arginina-p-nitroanilida [BAPNA], el cual producird coloracion que es
inversamente proporcional al contenido de inhibidores de Tripsina.

La reaccion que se Heva a cabo es la siguiente:
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H,N_ NH HyN_ NH

! 1 NH,
{CHz)q {CH,}4
NH-GHCNH —TRPSINA _ \pc—OH  +
I i pH 8.2/37°C I ]
c=0 O c=0 O
NO,
p-nitroanilida
NO, {pigmento amarillo)

) - . . Benzoil-arginina
Benzoil-arginina-p-ritroanilida g

(BAPNA)

Preparacion de reactivos:

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

b. Solucion de benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA): disolver 100 mg de
BAPNA en 2.5 ml de dimetil-sulféxido, la disolucion es mds rapida si se calienta en bafio
de agua a 37 ©C. se afora a 250 ml con amortiguador Tris previamente calentado a 37 °C.
Esta solucion se prepara el mismo dia de suusoy s¢ mantiene a 37 °C.

c. Solucion estandar de Tripsina: pesar con mucha exactitud 4 mg de tripsina bovina
(SIGMA T-8253) y se disuelven en 200 m! de HC! 0.001N. Esta solucion contiene 20 mg
de tripsina/ml y debe ser almacenada en refrigeracién donde puede durar de 2 a 3 semanas

sin pérdida apreciable de actividad.



Procedimiento: s
PREPARACION DEL EXTRACTO:

I. A un gramo de muestra finamente molida y desengrasada (cuando el contenido de grasa
sea superior al 3%) se le adicionan 45 ml de NaOH .01, ajusiar el pH de la suspension a
9.6=0.2 y aforar a 50 ml con NaOH 0.01N,

2. Agitar mecanicamente durante 2 h y 30 min a 300 r.p.m. Después de este tiempo dejar

reposar el extracto durante 30 min.

3. Decantar el sobrenadantz v eliminar el residuo insoluble. El sobrenadante debe ser
difuido de tal manera que | ml del extracto produzca una inhibicidn entre 40 y 60%, esto

avuda a reducir la desviacion estandar.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD:

1. En tubos de ensayo afiadir el extracto ¢n volumenes crecientes de: 0, 0.6, 1.0, 1.4, y 1.3
ml por duplicado y ajustar el volumen final de cada tubo a 2.0 ml con agua destilada.

2. Adicionar a todos los tubos 2 ml de tripsina a 37 9C agitando cada tubo con el vortex. A
los blancos se les adiciona ademds 1 ml de acido acético para detener la reaccion.

3. Colocar todos los tubos en el bafio de agua a 37 9C y dejar incubar durante 3 min para
que entren en contacto inhibidor y enzima.

4. Adicionar a cada tubo 3 ml de solucion de BAPNA a 37 °C y volver a colocar los tubos

en el hafio de agua para incubarlos durante 10 min. (con crondmelro).

3. Detener la reaccion enzimdtica agadiendo | m! dz dcido acético a cada tubo a excepcién

de los blancos a los cuales ya se les habia adicionado.
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6. Es frecuente la formacién de precipitado o el enturbiamiento de la mezcla de reaccion
por lo que se deja reposar durante 15 min y después se fila primero ¢l sobrenadante y
posteriormente la porcion residual. El filirado debera estar translicido.

En el siguiente cuadro se observa en forma esquematica la serie de tubos para la

determinacién de actividad inhibitoria.

Tubo mi ml Hy0 ml Tripsina 5 min > ml 10 min > Acido
Ext. BAPNA acético 30%

379C (Aac)
Bl 1.8 0.2 2.0+1.0 ml Aac* 5.0 0.0
1 1.8 0.2 2.0 3.0 1.0
B2 1.4 0.6 2.0+1.0 ml Aac* 3.0 0.0
2 1.4 0.6 2.0 5.0 1.0
B3 1.0 1.0 2.0+1.0 ml Aac* 3.0 0.0
3 1.0 1.0 2.0 5.0 1.0
B4 0.6 1.4 2.0+1.0 m! Aac* 5.0 0.0
4 0.6 1.4 2.0 5.0 1.0
BR 0.0 2.0 2.0+1.0 ml Aac* 5.0 0.0
R 0.0 2.0 2.0 3.0 1.0

* A 105 blancos les adiciona gpseguida 1 ml de acido acétice 30%.

7 La lectura de cada tubo se realiza en ¢l espectrofotometro a 410 nm en e} espectro
visible. Previamente se debe ir ajustando a 100% de fransmitancia con ¢l respectivo blanco
de cada dilucion. Es importante remarcar que el tubo que conttene 0.0 mi de extracto (40

mg tripsina/10 mb) es nuestra referencia vy sobre este tubo se basardn los caleulos.
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NOTA: Es importante trabajar cada tubo con su blanco porque en ocasiones se amastran
coloraciones del exiracto directo provocando interferencias =n el momento de leer en el
espectrofotémetro, de este modo mediante el blanco se hace una correccion.
Caiculos:

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un incremento de
0.01 unidades de absarbancia a 410 nm por 10 ml de mezcla de reaccidn descritas por
Kakade y colaboradores. La aclividad de los inhibidores de Tripsina se expresa en 1érminos
de Unidades de Tripsina Inhibida (U.T.1.). La lectura de absorbancia {A). puede ser
transformada directamente en unidades de tripsina:

UT.=Ax100

Ya que se tiene una serie de alicuotas, se tendrén asu vez una serie de valores de
U.T., es conveniente determinar el % de inhibicion para lo ‘cual se toma como referencia-el
tubo 3 que es ! que conticne 1 ml de extracto. Si el % de inhibicién no cae dentro del

rango de 40 at 60% de inhibicion es necesario hacer fin gjuste d2l extracto para que cumpla

este requisito

Yinhibician = —— b
Donde:
R = U.T.de la referencia
A3 =U.T.deltubo 3 m = peso de la muestra en gramos
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Para obtener los valores correspondientes de U.T.I. se restan los valores de U.T. al
1Y

dato de referencia y posteriormente se pusde calcular f;] valor de U.T.[/ml de cada una de
las alicuotas.
UTL=R-UT.
Dende:
'R = Valor de m:lidades de tripsina de la referencia

Cuando se grafica ia actividad enzimatica inhibitoria (U.T.E./ml) vs. ml de extracto
de prueba. s¢ observa una correlacion lineai negativa de donde sz puede obiener el valor
extrapoiado que corresponde al valor cero de la solucion inhibitoria.

Grafica U.T.1/ ml vs, ml de extracte

~ B (Valor extrapolado)

Tripsina
Inhibida
(UTH/mb) s

volumen extracto (ml)
Este valor extrapolado. ¢s ef valor mas cercano a la actividad inhibitoria real o
verdadera (si se refiere uno al inhibidor de sova del 1ipo Kunitz),
Sila cor.reiacic'm lineal 1o es satisfactoria (r<0.9), se puede irabajar con un valor

promedio de la serie de alicuotas y reportar <i U.T.1/ml.

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

E3 conveniente reportar en unidades de lripsina inhibida con respecte a | mg de

MUesira,
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50
1000

UTlLimg muestra=Bx F X

Pl

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

F = Factor de dilucién. el cuaj depende de la(s) dilucion(es) realizada(s). Cuando se tiene et

extracto directo F=1.

ANEXOQ IV

GLUCOS!DOS CIANOGENICOS

Fundamento: El presente método®aprovecha la reaccion sensible v especifica de Guignard,
la cual es ampliamente wilizada en pruebas cualitativas para la deieccion tanto de
glucdsidos cianogénicos como del propio HCN. Para cuantificar el HCN o1al que
potencialmente puede ser liberado se hzlace uso de una hidrélisis enzimatica (por medio de
una b-glucosidasa) del correspondiente glucésido cianogénico, el HCN

liberado reacciona con el acide picrico formando la isoporpurina de color café rojizo, el

color es directamente proporcional al contenido de glucésidos cianogénicos en ia muestra.

OH

NO, NG, .
NG, NHOH
+2HCN Mol
alcalino *12 G
NO, oN eN
NO,
ACIDO PICRICO : ISOPURPURINA
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Preparacion de reactivos:
1
1

a. Solucion de B-glucosidasa (SIGMA G-8623): pesar 0.25 g de B-glucosidasa y
disolverlos en buffer de {osfatos pH=7.0. agitando con cuidado para evitar la formacion de
espuma. Una vez disuelta |a enzima se agregan 1.7 g de NaNQ3 que actiiz como activador
de dicha enzima. aforar a 230 m! con buffer pH 7.0. La concentracidn final es de | mg de b-
glucosidasa /mi y 0.08 M de NaNO3.

b. Solucién de picrato de sodio alcalinizada: pesar 2.5 g de acido picrico y
disolverios en agua destilada, agregar 2.3 g de carbonato de sedio, agitar hasta su
disolucidn, aforar a 300 mi con agua destitada.

¢. Papel indicador de HCN: sumergir papel Whatman No. 2 en una solucion de
picrato de sodio alcalinizada, escurrir ¥ secar en estufa a una temperatura de 33-600C
durante 30 minutos. Cuando esté seco, cortar tiras de 2x10 cm.

d. Amertiguador de fosfatos pH=7.0: se preparan dos soluctones como se indica 2

”

continuacion:

A: Solucion de fosfato de sodio monobdsico 0.2 M(27.8¢gent )

B: Solucién de fosfato de sodio dibasico 0.2 M (53.65 ¢ de NapHPGs  7H20 6
71.7 g de NagHPO [2H20en 1)
Mezelar 39 ml de A y 61 mi de B y aforarlo a 200 ml. Finalmente se ajusia ¢l pH a 7.0

empleando el potencidémetro.

e. Solucion estandar de HCN equivalente a 100 mg de HON/mI (24.1mgKCN/100

ml)
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Procedimiento:
LIBERACION DEL HCN DE La MUESTRA
1. Pesar de 20 a 500 mg de muestra finamente molida en un tubo de cultivo Pyrex. Sino se

tiene informacion sobre € contenido de gluessidos cianogénicos en la muestra se pesan 500

mg.

2" adicicnar 5 ml de solucién’ de B-glucosidasa (fria) procurando humedecer toda la

muesira. Homogenizar.

3. Colocar la tira de pape! indicador humedecida (aproximadamente con § goias de agua}

en la boca del tubo sin tocar las paredes y cerrar herméticamente con tapdn de rosca.

— TUBO0

PAREL
[INDICADOR

2

MUESTRA

4. Colocar los tubos en el bafio de agua que va debe estar a una temperatura de 40 °C y con
¢l control de velocidad de agitacion ajustado 2 3.5 por espacio de 4 horas.

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

6. Sacar los tubos del congelador v destapar para adicionar | ml de HCI 0.5N (frio). \’c;lver

a tapar los tubos. Homogenizar teniendo la precaucidn de que et liquido no toque ei papel
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indicador. Si sc usan los 1apones adecuados, la tira de pape.] quedard adherida 2 tapén vy no
\

se presentaran problemas de manipulacion.

7. Colocar los tubos en la incubadora por 30 minutes a 60 ©C. Transcurrido el tiempo
sacarlos v en est momenio se puede realizar visualmente la deteceion cualitativa. Aqueltos
tubos que presenten una coloracion café-rojiza se consideran positivos v se procederd a
reatizar la cuantificacion. Los wbos que no presenten coloracion se consideran negativos.
De manera simultinea se corre un blanco (todos ios reactivos sin la muestra) v una curva

estandar.

PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR
1. Para simular la interaccion muestra-HCN tiberado se emplea fécula de maiz; se pesa en
cada tubo 300 mg de fécula de maiz. !
2. e adiciona a cada tubo los mi correspondientes de solucién estindar de KCN ¥ en
seguida 3 ml de amortiguador de pH 7.0, procurand$ humedecer la fécula,
3. Se colocan las tiras de papet indicador como se describié anteriormente y se trabajan en
la misma forma que para la liberacién de HCN de la muestra.

A coniinuacidn s¢ muestra en forma esquematizada [a forma de preparar los tubos.

La curva estindar va de 5 a 60 mg de HCN. va que fue e rango 6ptimo encontrado en la

respuesta concentracion de HCN vs. D.C. (r=0.59) en donde se cumple la ley de Lambent-

Beer,
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PREARACION DE LA CURVA ESTANDAR

ml de Fécula de ml buffer 4 hrs HCI0.3N  [HCN]me
Z::;:;g’;? maiz (my) pH 7.0 40 °C- (frio}
0.0 500 3.0 1.0 0
0.05 500 5.0 1.0 5.0
0.10 500 5.0 1.0 10.0
0.20 500 5.0 1.0 20.0
0.40 300 5.0 1.0 40.0
0.60 500 50 1.0 60.0

DETERMINACION CUANTITATIVA.

1. Extraer con cuidado la tira de papel indicador y colocarla en otro tubo de culiive con
tapon de rosca, adicionar 20 m! de agua destilada {medidos con bureta), tapar y agitar
vigorosamente para extraer ¢l pigmento del papel (isopurpurina).

2 Filtrar ¢l contenido de] tubo para separar los residuos de papel. En caso de que €stos
presenten ain coloracion se puede hacer otra extraccién con 20 ml de agua destilada,
filtrando y reuniendo el filtrado con el de la primera extraccion.

3. EI filtrado se transfiere a una celda para su lectura en el espectrofotémetro previamente
ajustado a 100% T con el blanco a $20 nm. La curva estandar se lee de igual forma solo que
en este caso el blanco corresponde al tubo que tiene 0.0 ml de solucion estandar de KCN.

Cilculos

Transformar las lecturas de % de Transmitancia a % de Absorbancia:

A =log _.L_.
%T/100
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Trazar la grifica de A vs. mg de HCN con los datos de |a curva estindar e interpolar
‘\

los valores de % A de las muestras para obtener los respectivas mg de HCN o de acuerdo a

¢n de la regresion lingal el correspondients contenide d¢ HCN puede ser

la ecuaci
cafculado.
: XxDx1
mg HCN/ 100 g de muestra = ———?X-Q—OH
Donde:

X=mgde HCN

D=niimero de veces que se adicionaron 20 ml de agua (dilucion]

m= mg de muestra

ANEXO V
TANINOS .

Se realizé la determinacidn cuantiativa de taninos de acuerdo a las normas de la
Organizacién Internacional de Estandarizacion (ISO 9648, 1988). que es un métedo
universal para la determinacidn del contenido de taninos en grangs de sorgo.

Preparacion de reaclives:

a) Acido Tanico: solucion estandar de referencia de 4cido tdnico que contenga 0.2

2/100 ml de agua.

b) Amoniaco: Solucién de 0.232 g/ 100 ml de NH; (hidréxido de amonio).

c} Dimetilformamida: Solucién al 73% {V/V),

d) Citrato Férrico de amonio (Sigma F-3379): Solucidn de 0.35 g/ 100 mi de agua,

prepararse 24 h antes de usarse.
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Procedimiento

PREPARACION DE LA CURVA PATRON

I8

h

En 7 matraces volumétricos se afiaden 1.2.34.3.6 v 7 ml respectivamente de
solucién estandar de acido tanico (0.2 g/{00 mi). aforando a 25 ml con la sclucion
de dimetilformamida (obleniendo asi 2. 4, 6. & 10, 12y 14 mg de acido tdnico
respactivamente). . '

En 8§ wbos de easavo, 2 oo ! solo se le afade i mt de lz solucién de
dimetilformamida (blanco dz la curva). A los restantes 7 wbos s2 afade | mi de las
soluciones de acido ténico preparadas anteriormenie (2-14 mg). Ei intervalo
obtenido es de 80 a 360 ug de acido tanico.

A cada wbo se le adade 3 ml de agua, lml de la solucion de citrato fémico
amoniacal (0.35 g/100 ml) v | ml de la solucio'nf de amoniaco (0.232 ¢/100 ml}
(agitar cada vez). En el siguiente cuadro se muéstra en forma esquematizada el
procedimicnto. s

Se introducen a bafio Maria a 30°C = | por 10 min = 1. para permitir el desarrollo
optimo del color.

Por dltimo se leen en ¢l espectrofordmerro a 325 nm.

Se trazan graficas de-absorbancia vs concentracion de 4cido tanico expresada como

pg de dcido tanico.
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Tubo Sol. Acido tdnico H0 (mL) Sol. Citrato Sol. Ameniaco
(ml) férrico (ml)
Amoniacal (ml)
1 {Bco) 1 mi 3 1 1
dimetilformamida
2 i 3 1 1
3 1 3 1 1
4 1 3 t 1
3 1 ) 1 1
6 1 5 I t
7 1 3 1 1
3 1 3 ! 1
OBTENCION DEL EXTRACTO

l.

(%]

-
3.

(100 Uy por 10 = 1 min.

Decantar el sobrenadante y homogeneizar.
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" Disolver con 20 mi de Dimetilformamida (a! 75%) y agitar durante 60 3 min.

Aforar a 25 ml (con dimetilformamida), homogeneizar, y centrifugar a 2,700 rpm



Tubo Sol. Acido tanico H;0 (mL) Sol. Citrato Sol. Amoniaco
{ml) férrico {ml)
Amoniacal {ml)
1 {Bco) 1 mi 5 1 1
dimetilformamida

2 } 3 1 1
3 1 3 1 1
4 1 5 1 1
5 1 3 ] 1
6 1 5 1 1
7 1 5 1 1
8 1 3 1 1

OBTENCION DEL EXTRACTO

l. Pesarde0.3al g de muestra moliday deshidratada,

2. Disolver con 20 ml de Dimetilformamida {al 75%) y agitar durante 60 3 min.

3. Aforar a 25 ml {con dimetilformamida), homogeneizar, y centrifugar a 2,700 rpm

(100 U) por 10 = 1 min.

4, Decantar el sobrenadante y homogeneizar,
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DETERMINACION

1.

[P%)

Una vez obtenido e] extracto. colocar en tubos de ensayo alicuotas de 1 ml{n=2)va
otro el blanco.

Adicionar 1 ml de citrato férrico amoniacal (0.35g/100 ml) y | ml de la soluci6n de
amoniaco (0.232g/100 ml) y 5 ml de agua desionizada, agitando después de cada
adicion (ver el siguiente cuadro).

Posteriormente calentar a bafio Maria a 30° & 1 por 10 min, y agitar

Par ultimo leer en el espectrofotometro a 525 nm.

Mediante la ecuacion de la linea recta obtenida con los datos de la curva patron,

determinar el contenido de taninos y reportar como % de 4cido ténico

Tubo Muestra (m!) H,0 (mL) Sol. Citrato Sol. Amoniaco
férrico {(ml)
Amoniacal (ml)
1 (Beo) 1 6 1 -
2 ! 5 1 1

l 5 I 1

()
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ANEXO Vi s
ALCALOIDES QUINOLIZIDINICOS '

Ei método se realizd segtn Muzquiz (1993}, el cual cuantifica alcaloides individuales
con estructura quinolizidinica por medio de cromatografia de gases. La extraccion de los
alcaloides quinolizidinicos sz basa en la propiedad que presentan los alcaloides libres o
basificados de no disolverse en agua, pero si en solventes orgdnicos poco polares como el
diclorometano, en cambio los alcaloides con carga (la mayoria son moléculas con carga, bajo
condiciones acidas) son solubles en agua. pero insolubles en solventes apolares

Se peso 0.3-1 g de muestra finamente molida homogenizada con 5 mi de acido
tricloroacético al 5%, se homogenizé | min. y cenirifugé 3 min. (a 700 G), se recupero ¢l
sobrenadante en un matraz de separacion. se rep'ite la operacién otras 2 veces (3 en total), el
sobrenadante se alcalinizé con | mi de NaOH ll? M y el extracto alcaloideo se extrajo con 3
ml de CH.Cly (3X), el cual fue evaporado (23-28 °C} a sequedad en un rotovapor,
posteriormente se recuperd con 5 ml de MeOH. Sele adadio 200 pul del estindar intemo
(cafeina), se Filted y se tomaron alicuotas de 1pl para inyectar al cromatografo de gases.

Las curves de calibracidn fueton preparadas para lupanina ¥ esparteina. La respuesta fue
lineal sobre un rango de 0.030-1.0 mg mi™ v de 0.0303-15.14 mg ' para lupanina y

esparteina respectivaments.
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