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INTRODUCCION

Debido a la escasez de alimentos, generada principalmente por el aumento de la
poblacién asi como al bajo poder adquisitivo de la mayoria, lo que provoca que no puedan
consumir de alimentos de alto valor nutritivo como son las proteinas de origen animal; se
han estudiado fuentes no convencionales de éstos, como son las proteinas de origen

vegetal.

El alto costo de los alimentos de origen animal se debe, principalmente, a la
alimentacién de éstos ya que dentro de los miittiples problemas que enfrenta la ganaderia
nacional, destaca el abasto deficiente de granos y forrajes para la alimentacion animal.q,
Por lo que la busqueda de nuevas fuentes de alimentacién es muy importante sobre todo

en época de sequia, en la cual el forraje es escaso para el ganado.

Las leguminosas han sido uno de los cultivos comestibles practicados por e
hombre y ocupan un lugar muy importante en Ia allmentacién mundial. Contienen
aproximadamente dos veces mas proteinas que los cereales y la mitad de las proteinas de
la came magra, ademas son una buena fuente de isoleucing, leudina, fenilalanina,
treonina y valina; asi como lisina. Sin embargo, las leguminosas son deficientes en
aminodcidos azufrados, por lo que una dieta mejor se logra con una mezcla de cereales Y
leguminosas. Desafortunadamente, estas semillas contienen factores antinutricionales
como hemaglutininas, inhibidores de tripsina, taninos, saponinas, alcaloides y otros
factores téxicos que si no son inactivados o eliminados ejercen efectos indeseables en su

valor nutricional. )



INTRODUCCION

En el estudio de las leguminosas se ha realizado un seguimiento a la &ythrina
americana que es un arbol usado con frecuencia en la ormamentacion debido a sus flores
decorativas, y que se propaga facilmente mediante estacas. Se encuentra ampliamente
distribuida en Méxioco y en fase de domesticacidn, ademas requiere de escasos recursos

para su desarrollo. ¢

En estudios anteriores sobre las semillas de este arbol se ha encontrado que tiene
un alto contenido de proteina y grasa, perc también diversos factores antinutricionales,
algunos de los cuales al ser termolabiles se pueden eliminar con la coccién. Sin embargo
contiene una cantidad significativa de alcaloides que se encuentran en mayor proporcidn
en las semillas en su forma madura, seguida de las vainas y las flores. Se ha logrado la
cuantificacidn de alcaloides en las semillas maduras de éste arbol por cromatografia de
gases y la identificacién de éstos por espectrometria de masas. También se han realizado
estudios de toxicidad, por via intraperitoneal, con extractos de alcaloides provenientes de
semillas maduras de Enthrna americana, encontrandose que sus alcaloides son

altamente tdxicos.

Hasta el momento no hay estudios de toxicidad donde se considere la semilla
completa, que e5 |3 manera en gue se consumiria esta leguminosa, tampoco se han
realizado estudios en los que la administracién se realice por via oral, los cuales nos
permitirian dasificar la semilla toxicoldgicamente y determinar si puede usarse como un
potencial alimento. Por otro lado, no siempre se cuenta con la infraestructura necesaria
para realizar la cuantificacion de alcaloides por cromatografia de gases, por 1o que es

importante considerar métodos alternativos como son la gravimetria y la titulacidn.



INTRODUCCION

En este trabajo se realizaron estudios de toxicidad aguda, mediante administracion
oral, para diferentes muestras de Fnthring americana (ejote, germinado vy semilla
madura). También se propone ia cuantificacion de alcaloides en estas muestras por el
método de titulacién; para lo cual se adaptd la técnica para titulacién de alcaloides de la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos del 2000, hasta encontrar las condiciones
de trabajo optimas; se verificd la reproducibilidad del método y la exactitud de la

titulacién.

Finalmente, se cuantificaron los alcaloides presentes en las muestras de Enthring
americana (semilla madura, germinado y ejote) y los resultados permitieron clasificar las
muestras de acuerdo a su toxicidad y de esta manera definir si alguna de ellas podria ser

susceptible a emplearse como alimento para animales.






OBJETIVOS

GENERAL

¢

Determinar la toxicidad aguda y cuantificar los alcaloides presentes en la semilla
madura, el ejote y el germinado de Envthring americana, con la finalidad de
clasificaria de acuerdo a su toxicidad y determinar si puede ser considerada como

potencial alimento para animales.

PARTICULARES

4

Determinar, mediante pruebas preliminares de toxicidad, las dosis de Envthrina
americana que se emplearan para la prueba de toxicidad aguda.

Realizar pruebas de toxicidad aguda para la semilla madura, el germinado y el
ejote de Enythirina americena.

Adaptar el méodo de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos del afio
2000 para la cuantificacién de alcaloides por titulacién, para emplearia en muestras
de &ythring amenicana,

Probar la reproducibilidad de! método utilizando la semilla madura de Erytfrina
americana y probar el porcentaje de recuperacidn por medio de un estidndar de
alcaloide conocido.

Cuantificar los alcaloides presentes en las muestras.
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ANTECEDENTES

LESUMINOSAS.,

Leguminosas es el nombre comin de una familia botanica (Leguminosae), que
comprende cerca de 650 géneros y mas de 18 mil especies de las cuales en México se han

registrado casi 1500 y de éstas sélo 20 se aprovechan en alimentacién humana. g

Son plantas cuyas semillas se encuentran en vainas, algunas de las cuales pueden
presentar dehiscencia, es decir que cuando alcanzan la madurez se abren por ambas
costuras o bien ser indehiscentes (que no se abren), como el cacahuate ¢ el tamarindo.
Sus nodulos radiculares contienen bacterias que fijan en el suelo el nitrégeno atmosférico,
a ello se debe el que la mayoria de ellas proporcione una gran parte de la proteina
mundial que ingieren personas y animales (aportan el 20%). Son facimente adaptables de

crecer bajo una amplia variedad de condiciones climéticas.

Aunque las leguminosas y sus semillas difieren mucho en tamafio, forma y color,
sus estructuras son muy parecidas; una cublerta delgada pero dura envuelve a una semilla
con un pequefio embrién que dara origen a fa raiz, el tallo y a un par de hojas. Hay
también un ojo o hilio y una especie de endospermo, los cotiledones, que almacenan e

material alimenticio de la semilla (Figura 1). 5



ANTECEDENTES
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Figura 1. Esquema de una semilla de lequminosa

Estas semillas son fuentes importantes de hierro, fésforo, calcio, tiamina y aportan
cantidades apreciables de niacina y energia. Son buena fuente de aminodcidos como
isoleucina, leucina, fenilalanina, treonina y valina; ademés de tener un alto contenido de
lisina. Presentan deficiencia en aminodcidos azufrados como metionina y cisteina, pero
una suplementacién con alimentos ricos en estos aminodcidos (cereales) eleva su valor

nutricional, 6N

Muchos factores antinutricionales como inhibidores de proteasas, lectinas,
aminoacidos no proteicos, alcaloides, saponinas y glucsidos cianogénicos se encuentran
en semillas de leguminosas. Algunos de estos factores pueden ser eliminados durante la
coccién de tas semillas; ademéas este proceso gelatiniza el almidén, altera la textura y
mejora el sabor, pero esto se logra solamente en un medio neutro o alcalino, tos acidos
tienen un efecto contrario y endurecen las paredes celulares y si se adiciona un exceso de
lcali las paredes celulares se desintegran tanto que las proteinas y vitaminas pasan al

agua de coccidn. .7



ANTECEDENTES

La utilidad de las leguminosas es muy amplia, muchas de ellas son excelentes
forrajes, fuentes de colorantes naturales y gomas de amplio uso en la industria, brindan
maderas preciosas, maderas duras para la construccién y fabricacion de muebles, algunas

aportan materias primas pare la industria quimica y farmacéutica. (3

Erythrina americana.

El género Eythiing pertenece a la familia Leguminosae y comprende cerca de 115
especies de amplia distribucion en las regiones tropicales del mundo. Una gran cantidad
de estas especies se encuentran en el sur de México (27 especies) y América Central. Este
género se describe en iz literatura como productor de forraje, madera para manualidades;
un arbol de soporte para cultivos trepadores, un rbol que da sombra para café, cacao u
otros cultivos y un arbol omamental. Los arboles de Erythrna producen biomasa que
mejora la estructura de la tierra, adiciona nitrégeno, ayuda al control de la maleza, reduce

la erosidn y evaporacion y facilita la infilttracién de agua. gq

La especie Entfvina americana Miller (Figura 2) es también gonocida con fos
nombres de Tzon-pantli, Colorin, Patol, Chocolin, Madre Chontal, Chacmolé y Pureque. Es
un arbol perenne de tamaiio mediano; se usa con frecuencia en omamentacién pues sus
flores puntiagudas, brillantes y decorativas se agrupan en los extremos de las ramas. Las
hojas trifoliadas son de color verde dlaro, de 7.5 a 10 cm de largo y casi triangulares. Las

flores, de color rojo vivo, aparecen en racimos en forma de cono en los extremos de ias

10



ANTECEDENTES

ramas; sus estambres salen fuera del pétalo enrollade. Con frecuencia estas flores se

cocinan y comen como legumbres o se preparan como ensalada.

Bl fruto es una legumbre como de 20 cm de largo v 2 cm de ancho, con
estrangulamiento que limitan los Idculos donde se alojan las semillas las cuales crecen de
2 a 6; su color es rojo vivo, escarlata o naranja como las flores, su testa es lisa y brillante.
Estas semillas se enhebran en collares y las usan los nifios en sus juegos ademas de tener
propiedades venenosas que se emplean para destruir animales nocivos y como agentes
hipndticos. La corteza y tallos tienen propiedades venenosas y se emplean como
estupefacientes para los peces. La corteza del &rbol da una tintura amarilla; la madera,

suave y ligera se usa para tallar pequefias figuras e imagenes y para otros fines.

Este &rbol se propaga facilmente por estacas y se encuentra distribuido en América
Central, en México se han sembrado en Ciudad Universitaria y en los jardines del Pedregal
de San Angel. Crecen silvestres en la carretera a Cuernavaca y en los alrededores de
Tepoztldn y en el camino a Taxco. Se ven también en los estados de Veracruz, Chiapas y

Yucatén.(uo,

11



Figura 2. Arbol de Entfuina americana



ANTECEDENTES

ALCALOIDES.

La palabra alcaloide se deriva del término “dlcali vegetal” usado originalmente
para describir un grupo de bases de origen vegetal. Los alcaloides constituyen un grupo
de compuestos de estructura compieja con un &tomo de nitrégeno involucrado en un
heterociclo, este nitrdgeno achda como base y resultan de interés porque se ha
encontrado que presenta actividad farmacoldgica, fisioldgica y psicoldgica significativa en

humanos y animales.

Se encuentran distribuidos en diversas familias de plantas Yy en varias partes de
ellas como las semillas, raices, hojas, frutos y corteza, en forma de sales de acidos
organicos, combinados con azicares (ramnosa, galactosa y glucosa) o en forma de
ésteres de 4cidos. Es comun observar que la composicién de los alcaloides puede variar
con las condiciones ambientales como son, el nivel de nutrientes de la tierra, el tipo de

tierra, pH, altitud, drenaje, luz y tension. p.e,1

Los alcaloides tienen pesos moleculares que varian entre 100 y 8 900 g/mol; son
solidos cristalizables, raramente coloreados. Son muy poco solubles en agua, solubles en
disolventes orgénicos apolares 0 poco polares y en alcoholes. El carécter basico depende
de la disponibilidad del doblete libre de nitrdgeno, los agrupamientos electrofilicos
adyacentes al 4tomo de nitrégenc disminuyen su basicidad y los de carécter contrario la
aumentan. Ef sistema heterociclico puede permitir una basicidad variable; con 6 electrones
= €l nitrdgeno estd dotado de un doblete disponible y su cardcter es basico; cuando el

doblete del nitrégeno participa en la aromaticidad, el alcaloide no es basico.qy)

13



ANTECEDENTES

La nomenciatura de los alcaloides no es muy exacta, pero los que tienen un anillo
heterociclico son frecuentemente lamados alcaloides verdaderos y los que no tienen esos
anillos se flaman protoalcalvides. Sus precursores son casi siempre aminodcidos; obas
unidades multicarbonadas pueden ser incorporadas en la estructura final de algunos
alcaloides. Los alcaloides, con o sin anillos, heterocidicos que no son derivados de

amino&cidos son llamados pseudo alcaloides, (13

La funcidn de los alcaloides en plantas es adn materia de controversia, sin
embargo entre las funciones que se han sugerido estin:

#~ Son productos nitrogenados de excrecién de plantas.

# Actan como reserva de nitrégeno, pero hay poca evidencia de que sean utilizadas
en condiciones de defidencia de éste.

»= Actlan como reguladores del crecimiento en particular como inhibidores de ia
germinacion,

~= Act(lan como sustancias protectoras, evitando ataques de animales o insectos.

#- Ayudan a mantener un balance idnico en virtud de su poder quelante. (1314

Los alcaloides encontrados en las semillas, raices y corteza de plantas son aislados
por extraccidn con acidos diluidos (clorhidrico, sulfirico, acéticn) o con alcohol. Si los
alcaloides estan presentes como sales, éstos son liberados por tratamientos con hidrdxido
de calcio antes de fa extraccién. Los alcatoides individuales son usvatmente separados de

mezclas complejas por métodos cromatogréficos. .

14



ANTECEDENTES

ALCALOIDES EN Erythrina amerécana.

El arbol de Erythrina americana ha sido una de las plantas mas estudiadas debido a
su afto contenido de alcaloides en las semillas y a su actividad farmacoldgica.gs Los
estudios han generado diversos resultados: En 1934, Arzac,» reporta un porcentaje de
alcaloides en semilla de Enythrina americana de 1.498 y Barrerag, en 1958 encontrd
1.63% de alcaloides en semillas de esta leguminosa, ambas determinaciones fueron

realizadas por gravimetria.

Sotelo y colaboradoresgs, en 1993 cuantificaron los alcaloides de semillas de
Erythrina americana por cromatografia de gases y los identificaron por espectrometria de
masas,; estos investigadores reportan 0.53% de alcaloides, de los que se identificaron la
erisovina, erisoding, eritravina y o y B-eritroiding, siendo éste (ltimo el mds abundante.,
Jiménez;yy, en 1994 cuantificd alcaloides en la semilla de esta planta por titulacidn y

encontrd 12.4370 mg de alcaloides/g de muestra (1.2437%).

En 1996, Gartia-Mateos y colaboradoresy, determinaron, por cromatografia de
gases, la copcentracién de alcaloides en fiores, vaina inmadura de 30 dias, vaina inmadura
de 45 dias y valna maduwra, tanto a las semillas como a la vaina sola de Enthring
americana. Se encontrd que las flores tenian 1.10% de alcaloides, entre los cuales se
encontraban el N-fxido de eritristemina, « y g-eritroidina, asi como un alcaloide no
identificado; en la vaina inmadura de 30 dias se cuantificaron 0.39% de alcaloides, que se
identificaron como N-Gxidos de eritrarting y eritristemina, y o y p-eritoidina. En ias

semilias de la vaina inmadura de 45 dias se encontraron 0.17% de alcaloides que eran

15



ANTECEDENTES

erisodina, N-Oxido de eritrartina y a-eritroiding; en la vaina de esta misma fase ese
encontré un porcentaje de alcaloides de 0.64 y se identificaron la erisodina, erisovina,
erisotrina, N-Oxidos de eritrartina y eritristemina y « y p-eritroidina, Finalmente, en la fase
de vaina madura, se encontrd en la semilla 1.05% de alcaloides, los cuales se identificaron
como erisodina, erisovina, a y B-eritroiding; mientras que en la vaina se encontré un
porcentaje de alcaloides de 0.27, siendo éstos erisodina, 11p-metoxieritralina, 11p-
hidroxdertsovina, eritratidina y o y B-eritroidina. Estos resultados nos indican que el tipo de

alcaloides, varia dependiendo del estado de maduracidn de la leguminosa.

En 1998, Garcia-Mateos y colaboradoress) reportan 1.27 mg de alcaioides/100 g
de muestra seca en la semilla de Enthrina americana y en 1999, reportan 1.05 mg de
alcaloldes/100 g de muestra seca para las semillas de éste arbol, e identificaron
nuevamente a la erisovina, eritroiding, o y f-eritroidina, y reportan a la a-eritroidina como
€l alcaloide mas abundante, todas las determinaciones las reatizaron por cromatografia de
gases. En el afio 2000, Garin-Aguilar y colaboradores, determinaron 0.571% de

alcaloldes en las semillas de Erythrina americana.

Todos estos estudios nos indican que los alcaloides encontrados en Entfining
americang son, principalmente, erisodina, erisovina, «y p-eritroiding; siendo la B-
eritroidina la mas abundante. Sin embargo dependiendo del estado de maduracién de la
leguminosa, el tipo y concentracién de alcaloides se modifica. La impostancia del estudio
de estos alcaloides radica en que se ha descrito que tienen actividad curariforme, ademés

de ser anticonvulsivos, agentes hipotensivos e hipnoticos y anestésicos.

16



ANTECEDENTES

PRUEBAS TOXTCOLOGICAS,

La toxicologia es & estudio de la naturaleza y el mecanismo de los efectos tdxicos
de agentes fisicos y quimicos en organismas vivos y otros sistemas bioldgicos. Ef objetivo
principal de la toxicologia es establecer el uso seguro de los agentes quimMicos. (5, 20 La
toxicologia tiene un amplio campo de aplicacién: Tiene que ver con estudios de toxicidad
de sustancias quimicas y procesos fisicos usados en medicing, en la industria de

alimentos, en agricultura y en la industria quimica.

El toxicélogo se encarga de la determinacién de los limites de exposicién seguros y
evaluacién de riesgos, estas determinaciones implican estudios integrales de las
propiedades tdxicas, la demostracion de dosis que no producen efectos negativos
observables, establecimiento de relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta, y estudios

quimiobiosintéticos y de bictransformacidn.

La toxicidad es una propledad inherente de una sustancia, la naturaleza y el grado
de manifestaciones téxicas en un organismo expuesto a la sustancia depende de diversos
factores comp dosis, tiempo o duracidn de la exposicidn; factores del hospedante como es
la especie, raza e individuo, sexo, estado hormmonal, edad, estado nutricional,
enfermedades; factores ambientales como son los fisicos (temperatura) y sociales {manejo
de animales, alojamiento individual o en grupos, tipos de jaula); asi como de los tipos de

interaccién con otra sustancia quimica. s
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En el disefio de una prueba toxicoldgica deben considerarse diversos factores que

pueden influenciar los resultados experimentales como son:

v

v

Informacién sobre la pureza y estabilidad del producto quimico que se probard.
Modelo biolégico.

Sexo y edad de la especie a ensayar.

Planear la duracién de la exposicion y las vias de administracién.

Induir un grupo de animales control que estard en las mismas condiciones gue los
animales tratados, a los cuales se les administrard el vehiculo o un placebo.

Incluir up ndmero suficiente de animales en la prueba de toxicidad para contemplar la
influencia de la variacién en la susceptibilidad individual y poder obtener resultados

confiables estadisticamente.

Los métodos de prueba de toxicidad se dividen por lo general en tres tipos:

1. BEstudios de toxiddad aguda, implican una sola administracion de ia sustancia
quimica baja el control de una prueba o varias administraciones en un periodo de
24 horas. La mayoria de estos estudios se disefian para determinar la dosis letal
media (DLs) de una sustancia tdxica, que se define como la dosis del compuesto

que produce la muerte en 50% de los animales.

2. Estudios de todcdad a corto plazo (subagudos o subcrénicos), hay
administraciones repetidas en un periodo de aproximadamente el 10% de la

duracion de vida del animal de prueba.
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3. Estudios de toxicidad a largo plazo {crénicos), implican administraciones repetidas
en un periodo de toda la vida de los animales de prueba o una fraccién importante

de e!la.(lg,n)

Hasta el momento se han realizado diversos estudios toxicoldgicos sobre Erythring
americana, en 1934 Arzac,n realizd un estudio farmacodindmico en el cual probd
diferentes extractos de la semilla de Enytfiring americana por via intramuscular en cuyos y
conejos, también por via digestiva en perros y encontré que fos extractos de Enthrina
americana, como el curare, son tdxicos por via hipodérmica, tienen accion sobre los
nervios motores y la muerte es debida a asfixia por paro de los centros motores; sin

embargo no son téxicos por via digestiva,

Guerrerog, en 1982 realizd estudios toxicolégicas, mediante |a determinacidn de la
dosis letal media (DLs), encontrando que la Dly del extracto salino de la semilla de
Enythring americana cnuda, es de 1352.38 mgfkg de peso; mientras que el extracto salino
de la semilla de £ythring americana cocida fue de 1539.44 mg/kg de peso corporal, y del
aceite de esta semilla de 6700 mg/kg, todas las dosis son reportadas por via
intraperitoneal. Se observd que los animales, durante este estudio, morian por
convulsiones y en aquellos que recibieron dosis menores 2 las letales no se produjeron

convulsiones, pero si un aletargamiento y posterior recuperacion.
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En 1993, Sotelo y colaboradores(s, reportaron una Dlsy, por via intraperitoneal, de
extractos salinos de semillas de Enthiring americana de 1375 mg/kg de peso corporal. En
1995 Concapy realizé un estudio de toxicidad subaguda (durante 42 dias), con el aceite
de la semilla de colorin, encontréndose que por via oral este extracto lipidico ejercié un
efecto téxico a nivel de sistema nervioso central, el cual se vio refiejado en una conducta

agresiva y nerviosa por parte de los animales,

Garin-Aguilar y colaboradoresy, en el aflo 2000, realizaron pruebas de toxicidad
aguda en extractos de semillas de colorin; encontrando que la Dlg , por via
intraperitoneal, de la fraccién de alcaloides libres en hexano (donde se encuentran la
erisoving, y o y B-eritroidina) fue de 40.37 mg/kg; la de la fraccién de alcaloides libres en
metanol {« y p-eritroiding) de 38.54 mg/kg y para los alcaloides liberados con HCl, que
hidroliza alcaloides esterificados (erisodina, erisovina y erisopina), fue de 39.69 mg/kg.
También encontraron que estos extractos pueden tener efectos tranquilizantes y

sedativos, ademés de disminuir el comportamiento agresivo en ratas.

Por el momento no se han realizado estudios de toxicidad con la semilla como se
consumiria, sélo se han realizado para extractos de alcaloides; por io tanto en este trabajo
se propone la determinacidn de la dosis letal media de diferentes muestras de colorin en

la forma en que se consumirian normalmente.
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METODOLOGIA

A continuacion se muestra el diagrama genesral de trabajo para esta investigacion y

posteriormente se explica ¢ada uno de los pases de manera detallada.

RECOLECCION DE LA
MUESTRA DESENGRASAR PARA
PRUEBAS
LIOFILIZACION ¥ PRELIMINARES DE
MOLIENDA DEL EJOTE TOXICIDAD POR ViA
DE E. americana. INTRAPERITONEAL
ACONDICIONAMIENTO DE LAS
MUESTRAS — A
M A
SEMILLA MADURA OLIEND
DE £. americana.
GERMINACION
1 !
] _ ADAPTACION DE LA LIOFILIZACION
PRUEBAS TECNICA DE TITULACION Y MOLIENDA
PRELIMINARES DE DE LA FARMACOPEA DE DEL
TOXICIDAD AGUDA LOS ESTADQS UNIDOS GERMINADO.
1 MEACANOS
ESTUDIO DE DETERMINAR EL PORCENTAJE DE
TOXICIDAD AGUDA VARIABILIDAD DE LA TECNICA Y EL
(DLso) PORCENTATJE DE RECUPERACION
DURANTE LA TITULACION
4
CUANTIFICACION DE
ALCALOIDES EN LAS
MUESTRAS (EJOTE,
GERMINADO Y SEMILLA
MADURA)

Diagrama general de trabajo
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MUESTRAS DE ESTUDIO (Figura 3)

# Las semillas maduras y € ejote de Enythring americana se recolectaron del arbol que
se encuentra frente al edificio B de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional

Auténoma de México, debido a que ese drbol estd caracterizado botdnicamente.

@ Para obtener el germinado de la semilla de Enythrina americana se lavan las semillas
maduras con hipodorito de sodio al 10%, se enjuagan con agua destilada y se lijan,
con una lija para madera, cerca del hilio para adeigazar la ciscara. Se coloca en un
recipiente una capa de algoddn himedo y se ponen las semilias. Se dejan en la

oscuridad en un lugar templado aproximadamente por 10 dias, manteniendo himedo

el algoddn.,

ANIMALES PARA LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA

Se emplearon 150 ratones hembra blancos, Cepa CFW, entre 5 y 6 semanas de

edad y un peso entre 20 y 25 g. Los animales se distribuyeron en lotes de tres para las

pruebas preliminares de toxicidad y en lotes de 6 para las pruebas de toxicidad aguda.

Los animales se mantuvieron en condiciones-ambientales controladas: temperatura

de 23 + 1°C, humedad relativa de 45-55%, 18 cambios de aire por hora y periodos de 12

horas de luzfoscuridad.
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Figura 3. (a) Ejote, (b) Semilla madura y (¢) Germinado de la semilla de
Erythrina americana.
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ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Equipos empleados:

& Molino marca Thomas-Wiley, Modelo 4

& Molino marca Cyclone, modelo CSMS564026

e Parrilla de agitacién Thermolyne, modelo $P-13025
& Centrifuga Dynac

2 Liofilizadora Labconco 4.5

Muestras.
Las semillas de_£nthirina americana se molieron y pasaron a través de una malla
de 1.0 mm, posteriormente se molieron mas finamente usando una malla de 0.5 mm. Esto

se realizé debido a que la semilla es muy dura y requirié de una doble molienda.

B ejote y el germinado se liofitizaron, molieron y pasaron a través de una malla de

0.5 mm.

A todas las muestras se les determiné humedad de acuerdo al método de la AQAC

934.01.2» B método puede consultarse en el Anexo A,

Para definir el rango de dosis para la prueba de toxicidad aguda se realizaron
pruebas preliminares de toxicidad con extractos salinos de alcaloides de la semifla seca,
administrados por via intraperitoneal (dosis 1375 mg/kg de peso corporal), para fo cual la

muestra se acondiciond de la siguiente manera:
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Se pesaron 0.6876 g de semilla madura desengrasada y molida, se adicionaron 20
ml de Solucion Salina Isotdnica (NaCl 0.9%), se agitd, mediante agitador magnético, a
800 mm en parrilla de agitacion, durante 60 min. Se dejd 16 horas en refrigeracién y
posteriormente se centrifugo a 2700 rpm por 15 min v se filtrd. El sobrenadante se inyectd

a los animales de estudio.

Para las pruebas de toxicidad por via oral (preliminares y de Dls,), las muestras se

acondicionarpn como se indica a continuacion:

Se pes6 la cantidad necesaria para cada dosis, de las muestras de semilla seca y
germinado y se agregd carboximetilcelulosa al 0.2% hasta lograr una suspension. Las

muestras se prepararon el mismo dia en que se utilizaron.

Bl objetiva principal era abservar el efecto téxico del material en forma integral, sin
embargo en el gjote no se logrd, como en la semilla, una buena suspensién debido a su
alto contenido de fibra (23.79 % respecto a 15.3% de la semilla maduraga .y); por lo que
se decidi¢ realizar un extracto para administrario a los animales y de esta manera tener
una idea del efecto que tendria el ejote de manera integral. El extracto se prepard de la
siguiente manera: A 3 partes del _peso de la muestra necesaria para la dosis se le
adicionaron 30 ml de metanol a pH 2 y se agitaron toda la noche a 300 rpm. Se filtraron
por medio de vacio con papel Whatman No. 541 y se lavd el residuo dos veces con
metanol acidificado, se evapord a sequedad, se adicioné el ¥ restante de muestra y se

disolvié en carboximetilcelulosa al 0.2%.
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METODOLOGEA PARA LA DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDTA (Dlso)es

Se realizaron pruebas prefiminares de toxicidad para la semilla madura, por via
intraperitoneal (dosis de 1375 mg/kg de peso corporal) y por via oral (dosis de 1375,
3000, 6000, 10000 y 15000 mg/kg de peso corporal), empleando tres ratones por lote. Se
decidilé emplear 13 dosis de 1375 mg/kg de peso corporal debido a que en estudios
anteriores egta dosis se encontrd como la DlLs de un extracto saline de semiltas maduras
de Erythrina americana..g Para el germinado se probaron las dosis preliminares de 8,000,
10000, 12500 y 15000 mg/kg de peso corporal y para el ejote se probd la dosis de 15000

mg/kg de peso corporal. Para estas dos muestras sdlo se realizaron pruebas por via oral.

Las dosis que se definieron para el estudio de toxicidad aguda fueron: Para la
semilla madura 6000, 8000, 10000 y 15000 mg/kg de peso corporal; para el germinado
10000, 12500, 15000 y 18000 ma/kg de peso corporal y para el ejote 8000, 10000, 12500
y 15000 mg/kg de peso corporal. Para cada muestra se manejé un lote control al cual se
le administrg Carboximetilcelulosa al 0.2% y todos los animales fueron administrados por

via oral.

Para realizar las pruebas de toxicidad se siguid el siguiente procedimiento:
Distribucién de los animales. Una vez que se tiene [a dotacién de animales se les dejd
en ayuno por 12 horas, para lo cual se les suprime el alimento y solamente se les deja

agua. Los ratones se marcaron con un horadador especial de acuerdo a la siguiente

anotacidn acumulativa:
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Los animales marcados se repartieron en los diferentes lotes de acuerdo a la
distribucién de "culebra japonesa” (Anexo B), y se colocaron 6 ratones por lote en una

misma jaula.

Administracién. La via de administracidn que se empled para el estudio de DLy fue la
oral, se realizaron pruebas preliminares las cuales se hicieron por via oral y una por via

intraperitoneal, que fue con la dosis de 1 375 mg/kg de peso corporal.

Para la dosificacidén se debe considerar que el méaximo volumen para administrar
ratones, tanto por via oral como por via intraperitoneal, es de 1 ml, por lo tanto se definié
una dosificacion de 4D como 0.04 mifg de peso corporal. Para calcular la concentracién de
la solucidn de las muestras se considerd la siguiente férmula:

Concentracién (mg muestra/ml) = Dosis (mg muestra/q de peso corporal)
0.04 ml/g de peso corporal

Para conocer el volumen para administrar a los animales, se multiplics el peso del
animal (en g) por la dosificacion.

volumen a administrar = Peso del animal (g} X 0.04 mi/g de peso corporal

Observaciones. Una vez administrado el agente téxico, se restituyé el alimento y se dejd

a los animales en cbservacién durante las primeras 10 horas y a las 24, 48 y 72 horas con
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el fin de verificar el efecto de los alcaloides de Erythrina americana, para lo cual se
evaluaron caracteristicas dinicas como son: Lordosis, cifosis, ataxia, pilo ereccién, ereccién
caudal, agresividad, aletargamiento, disnea, hipoxia etc. (Las definiciones pueden
consultarse en el Anexo C) y se anoté el porcentaje de mortalidad de cada lote. En el caso
de las pruebas por administradidn intraperitoneal, a los animales muertos se les realizé
una necropsia para su evaluacion morfoldgica y se compararon con los animales del grupo

control, que fueron sacrificados para este propdsito.

Evaluacién de los datos. La dosis letal media se calculé de acuerdo al método de
Litchfield y Wilcoxongs,, en el cual se realizan graficas en papel logantmico-probabilidad,
en la escala logaritmica se colocan las dosis y en la escala probits el porcentaje de
mortalidad, se realiza una prueba de CHI? para verificar la homogeneidad de los datos y

una vez obtenidos datos homogénecs se interpola al 50% de mortalidad.
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CUANTIFICACION DE ALCALOIDES

Para la técnica de cuantificacion de alcaloides se siguid la reportada en la

Farmacopea de fos Estados Unidos Mexicanos del 20005, se cuantificaron por triplicado

ios 2lcaloides en la semilla madura de Enthrina americana con la técnica original.

Posteriormente se adapto esta técnica hasta encontrar fas condiciones de trabajo dptimas,

para lo cual se realizaron las siguientes modificaciones:

FARMACOPEA

MODIFICACION

¥ Pesar el equivalente a 100-200 mg de
alcaloides presentes en la muestra.

* Se pesaron 5 g de muestra.

* Para la extraccion se deja macerar la muestra,
con el disclvente alcalinizado, de 12 a 24 horas
con agitacién ocasional o un periodo corto con
agitaddn continva. Al término se deja
sedimentar y se decanta e} disoivente,

* La muestra con el disolvente akcalinizado se
agita en parrilla de agitacién durante 8 horas, al
término de &stas se filtra con vacio. Se adiciona
al residuo mds disolvente alcalinizado y se deja
en agitacién por 16 horas mds. Se fitre con
ayuda de vacio para recuperar el disolvente que
contiene los alcaloldes.

* Después de la extraccidn no se menciona
oémo se recupera el extracto de alcaloides.

* Se evapora el disolvente por medio de
rotavapor, para recuperar e extracio de
aicatoides.

* Disolver el extracto de alcaloides en 15 ml de
éter y 5 m| de H,50, 0.1 N. Evaporar el éter por
medio de agitacién y filtrar 13 solucidn dcida a
través de papel filtro, recibiendo en un embudo
de separacion,

* Redisolver el extracto de alcaloides en 15 ml
de éter y 5 ml de H,S0, 1.0 N. Filtrar a través de
papel filro, recibiendo en un embudo de
separacon.

* La solucidn alcalinizada se extrae con el
disolvente adecuado, empleando un volumen
menor de la mitad de la solucidn alcalina.

* La solucién alcalina se extrajo con cloroformo,
empleando % partes del volumen obtenido de
ésta

* No se menciona la utilizacidn de sulfato de
sodio anhidro.

* La fase organica se seca con sulfato de sodio
anhidro antes de evaporar et disolvente en
rotavapor.

* Para titular se redisueive el residuo con 2 mi
de metanol.

* Se redisolvid el residuo en 3 ml de metanol, y
se adicionaron a 7 ml de agua destilada para
realizar la titulacién.
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El método original puede observarse en el Anexo D y la técnica modificada se

presenta a continuacion.

Este método se basa en la extraccién de los alcaloides, aprovechando sus
propiedades de solubilidad en un sistema de disolventes y su posterior valoracién, por
volumetria, empleando un 4cido. Esto puede realizarse gracias a las propiedades basicas

de los alcaloides.

+ HSO+

Reactivos.

H,S04 0.02 N valorado.

Solucién Indicadora, Rojo de Metilo.
H2S0, 1.00 N (p = 1.84 g/ml).
NH.OH concentrado.

Sulfato de Sodio Anhidro.

Metanol Q.P. (para extraccion).
Metanol R.A, {para titulacién).

Eter etilico RLA.

L N - T T T .

Cloroformo R.A.
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Procedimiento.

Pesar 5 gramos de muestra molida y pasarla a través de una malla 0.5 mm,

. Adicionar 50 ml de metanol previamente alcalinizado a pH ¢ + 1, con hidrdxido de
amonio.

. Agitar (300 - 500 rpm con agitador magnético en una parilla de agitacién)
durante 8 horas, después de éstas filtrar con ayuda de vado usando papel
Whatman No. 541.

. Al residuo adicionar nuevamente 50 ml de metano! alcalinizado y agitar 16 horas
mas. El filtrado guardario en refrigeracién.

. Filtrar con ayuda de vacio (en el mismo embudo y con el mismo papel del dia
anteriar), recibiendo el filtrado en el matraz que se guardo en refrigeracion. Lavar
el vaso y el residuo con 20 m! de metanol alcalinizado.

. Evaporar el disolvente, casi a sequedad, por medio de rotavapor {T = 50°C).

. Disolver el extracto en 15 mi de éter y 5 ml de H,S0, 1.00 N.

. Filtrar a través de papel Whatman No. 541, recbiendo en un embudo de
separacion. Extraer recuperando la fase acuosa (inferior).

. Bxraer tres veces ia fase orgénica (superior) cont 5 mi de H,50, cada vez. Reunir

las fases acuosas con la anterior y verter en un embudo de separacién.

10. Adicionar 25 ml de doroformo y extraer, recuperando la fase acuosa (superior).

11. Extraer tres veces la fase organica (inferior) con 5 ml de agua y 5 ml de acido cada

vez. Reunir las fases acuosas con la anterior y extraer dos veces con 10 ml de

cloroformo.
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12. Recuperar la fase acuosa (superior) y filtrada a través de papel Whatman No. 2,
enjuagando el papel y el embudo con 2 m! de agua.

13. Alcalinizar con NH;OH concentrado hasta un pH > 9

14, BExtraer tres veces con 35 ml de doroformo cada vez, recuperando Ia fase organica
(inferior).

15. Secar con sulfato de sodio anhidro y evaporar en rotavapor (T = 40°C).

6. Redisolver el residuc ocon 3 m! de metanol (unc por uno), trasvasando
cuantitativamente a un matraz Erlenmeyer que contiene 7 ml de agua destilada.

17. Adicionar una gota de indicador rojo de metilo y titular con H.SQ, valorado.

NOTA. Esta es una determinacidn cuantitativa, asi que se debe enjuagar & material

empleada con los disolventes adecuados en cada paso.

Cileulos.
Se reporta como B-eritroidina:
g de p-eritroidina/100 g de muestra = ( A— B ) { N jps04 ) ( 273.32% ) ( 100 )

( 9 de muestra ) { 1000** )
A = ml de H,SO, gastados por la muestra.
B = ml de H,S0, gastados por un blanco (7 ml de agua destilada y 3 mi metanol).
* Este es el peso molecular de la p-eritroidina.

** Para realizar el cambio de unidades (mg a g}.
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Este método se repitié 7 veces con la semilla madura, con €l fin de determinar la
reproducibilidad de la técnica. Los resultados se analizaron estadisticamente, calculando

media, desviacion estandar y coeficiente de variabilidad.

Se calculd el porcentaje de recuperacidn durante la titulacion, empleando sulfato
de atropina (Sustancia Oficial de Referencia de la Secretaria de Salud), debido a que éste
alcaloide muestra una estructura similar a ta B-eritroidina, al presentar su grupo amino
libre, lo que permite la titulacidn con &cido. En la Figura 4 pueden observarse las

estructuras de la atropina y la p-eritroidina.

CH,

CH,0H
~C—CH

Q--

Atropina B-eritroidina

Figura 4. Estructura de la Atropina y la p-eritroidina

El sulfato de atropina se pesd y disolvié en 5 mi de agua y 5 ml de H;50, 1.0 N; se
alcalinizd, a pH 9, con hidréxido de amonio y se extrajo con doroformo (3 x 7.5 mb),
recuperando la fase orgdnica. Esta fase se secd con sulfato de sodio anhidro, se evapord
el disolvente y se titulé como se indica en la técnica anterior, Esta determinacion se repitié
3 veces v a los resultados se les determind media, desviacién estdndar, coeficiente de

variabilidad y porcentaje de recuperaddn, para el cual se utilizd la siguientz formula:
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% de recuperacién = Cantidad de atropina determinada por titulacion X 100
Cantidad de atropina pesada al inicio

Con la técnica establecida se cuantificaron, por triplicado, los alcaloides presentes
en la semilla madura, el germinado y el ejote de Enthrna americana y los resultados se
analizaron estadisticemente mediante media, desviacién estindar, coeficiente de
variabilidad y se compararon para determinar si existia diferencia significativa entre ellos

por medio de un ANOVA (Andlisis de Varianza).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas preliminares de toxicidad.

Para las pruebas preliminares por via intraperitoneal (dosis 1375 mg/kg de peso
corporal), se observd un porcentaje de mortalidad del 33.33%. Es importante mencionar
gue al momento de administrarles a los animales e! extracto salino, se presento lordosis y
aletargamiento; los animales continuaron aletargados por 6 horas y presentaron dificultad
para respirar; entre las 24 y 30 horas después de la administracién murieron 4 animales, a
los cuales se les practicé una necropsia, y se encontré que en todos existia una porcidn
del intestino (duodeno) con un color y un liquido de colar amarillo, e corazén y los
pulmones se encontraban congestionados; en 105 animales control sacrificados no se

observaron estos problemas.

Los resultados obtenidos de las pruebas preliminares de toxicidad, por via oral,
pueden observarse en la Tabla 1, la cual indica que la semilla madura obtuvo un
porcentaje de mortalidad de 0% para las dosis de 1375, 3000 y 6000 mg/kg de peso
corporal y un porcentaje de 66.66% para las dosis de 10000 y 15000 mg/kg de peso

corpaoral.
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Tabla 1. Tabla Dosis-Respuesta (via oral) para las pruebas preliminares de toxicidad en muestras

de Erythrinag americana.

MUESTRA DOSIS ANIMALES PORCENTAJE DE
(mg/kg p. c.) TRATADOS/ANIMALES MORTALIDAD
MUERTOS
Semilla madura 1375 10/0 0.00
3000 3/0 0.00
6000 3/0 0.00
10000 3/2 66.66
15000 3/2 65.66
Germinado 1375 6/0 0.00
8000 6/0 0.00
10000 6/1 16.66
12500 5/0 0.00
15000 6/1 16.66
Ejote 1375 6/0 0.00
15000 3/2 66.66

Los animales marian después de aproximadamente 5 minutos de haber realizado la
administracign, presentaban convulsiones leves, anoxia y finalmente muerte, los que no
morian en ese tiempo _se recuperaban totalmente aunque hubieran presentado dificultad
para respirar yfo convulsiones. A los animales que murieron se les practiod una necropsia,
observandose que tenfan los pulmones congestionados y e! higado ligeramente més

oscuro que un animal del grupo control que fue sacrificado,

Las diferencias en los resultados obtenidos por via intraperitoneal y por via oral se
deben a la via de administracidn utilizada. Hay que recordar que la toxicidad de un
compuesto depende de la biodisponibilidad (fraccién de la dosis ingerida que alcanza la
drculacién general), del mismo. ) La administracion por via intraperitoneal representa un
sitio selectivo de administracién, en el cual un quimico puede primero ser translocado al

higado por circulacion via portags). En ef caso de la administracidn por via oral, existe la
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barrera gastrointestinal; y la estabilidad del agente quimico al pH del estomago, las
enzimas del estdmago y del intestino y a la flora intestinal es de gran importancia ya que
las modificaciones que tenga el compuesto dependerd su absorcidn y por lo tanto su

toxicidad,

En el caso de los alcaloides contenidos en Enythring americana se observa que por
via intraperitoneal causan un efecto dafiino, mientras que esa misma dosis por via oral no
presenta el mismo efectn, esto puede deberse a que estos alcaloides se destruyen por e
pH del estdmago o bien las modificaciones que sufren impiden que se absorban y por lo

tanto que egjerzan un efecto toxico.

Otro aspecto .que _se debe considerar es que en el estudio de Sotelo (1993)qs),
donde se reporta el dato de 1375 ma/kg de peso corporal; se realiza la administracion de
un extracto salino de los .alcaloides contenidos en la semilla de Enthring americana,
mientras que en el presente proyecto se adminisiré la harina de las diferentes muestras,
mediante una suspensidn en carboximetilceiulosa, por lo que la concentracién de

alcaloides fue menor en nuestro caso y por lo tanto el efecto observado no fue el mismo.

Los resultados de las pruebas preliminares de toxicidad por via oral para €
germinado y el ejote pueden observarse en la Tabla 1. Todos los animales que murieron
presentaron los mismos sintomas que los de la semilla madura, morian en menos de 5

minutos y presentaban convulsiones y anoxia.
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Pruebas de toxicidad aguda.

Las resultados para las pruebas de toxicidad aguda pueden observarse en la Tabla
2. Los animafes que murieron lo hicieron de la misma manera que los de las pruebas
preliminares, en menos de 5 minutos después de la administracion, presentaban
convulsiones leves, anoxia y finalmente muerte, los que no morfan en ese instante se

recuperaban totalmente aunque hubieran presentado fos sintomas anteriores,

Tabla 2. Tabla Dosis-Respuesta (via oral) para la determinacion de la Dosis Letal Media en

muestras de Erythiring americana..

MUESTRA DOSIS ANIMALES TRATADOS/ANIMALES PORCENTAIE DE
{mg/kg p.c.) MUERTOS MORTALIDAD
Semilla madura 6000 6/0 0.00
8000 5/1 20.00
10000 6/2 33.33
15000 6/4 66.66
Germinado 10000 11/1 9.10
12500 1/0 0.00
15000 11/4 36.40
18000 5/1 20.00
Ejobe 8000 6/1 16.67
10000 6/1 16.67
12500 6/1 16.67
15000 9/2 2.22

Cabe mencionar que los alcaloides presentes en Erytiwina americana tienen una
accién similar que el curare (Conjunto de alcaloides de las plantas de los géneros
Stychnos ¥y Chondrodedion), cuya intoxicacion provoca contracciones musculares

violentas haciéndose cada vez més leves hasta la paralisis. 7 Por otro lado, la p-eritroidina
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tiene accién paralizante en las terminaciones nerviosas de los misculos causando muerte

por asfixia consecuencia de la pardlisis de los misculos que intervienen en ia respiracion.

Con los datos anteriores se calculd la DLs para cada una de las muestras y los

resuftados pueden observarse en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la evaluacion de la Dosis Letal Media por via oral, para muestras de

Erythrina americana en diferentes fases de desarrollo.

MUESTRA DOSIS LETAL MEDIA (Dlso)
Semilla madura 12 000 mg/kg de peso corporal
Germinado 28 000 mg/kg de peso corporal
Ejote 78 000 mg/kg de peso corporal

Los resultados anteriores, permiten cbservar que la semilla madura es la més
txica, seguida del germinado y el ejote, el cual puede considerarse como inocuo a corto
plazo, dada su aita dosis letal media, sin embargo falta realizar estudios de toxicidad
subaguda o crénica para identificar los efectos a largo plazo y definir su utilizacién como

alimento para animales.

Cuantificacion de alcaloides

La técnica original permitié obtener una concentracién de alcaloides en la semilla
seca de 0.563 + 0.093 g de alcaloides/100 g de muestra, mientras que por la técnica
modificada se obtuvieron 0.715 + 0.034 g de alcaloides/100 g de muestra, es decir que se
logré una extraccidn de aproximadamente un 22% més con la témica modificada que con

la original.
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Los resultados de fa reprodudibilidad de la técnica modificada pueden observarse
en la Tabla 4, y los del porcentaje de recuperacién durante la titulacion, en la Tabla 5.
Estos resultados nos indican que la técnica presenta un coeficiente de variabilidad de
4.73%, el cual puede considerarse aceptable y el porcentaje de recuperacion fue del
75.47%. E] porcentaje de recuperacidn se considera bajo, sin embargo puede explicarse
debido a que la técnica presenta muchos pasos, por lo que si se desea validarla se
propone disminuir los pasos, observando fos puntos criticos, y de esta manera incrementar
la recuperacién. Otro aspecto importante es realizar fa determinacion con B-eritroidina, y
no con alcaloides simifares, para obtener el porcentaje de recuperacidn real para los

alcaloides presentes en Enthring americana.

Tabla 4. Resultados del porcentaje de reproducibilidad de la téenica para la cuantificacién de

2lcaloides en Lrytfirina americana, de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos del afio 2000

MUESTRA (g) VOLUMEN DE H,S0, g DE ALCALOIDES/100 g DE
GASTADO (mi) MUESTRA

5.0082 6.2 0.715
5.0212 6.0 0.690
5.0073 6.8 0.785
5.0123 6.3 0.726
5.0120 6.0 0.692
5.0270 6.1 0.701
5.0008 6.0 0.693
Promedio 0.715

Desviaclén estindar 0.0338

Coeficiente de variabilidad 4.73 %
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Tabla 5. Resultados para el porcentaje de recuperacion de la téenica para la cuantificacion de

alcaloides en Erythring americana, de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos det afio 2000

PESOQ INICIAL VOLUMEN DE H;S0, ATROPINA PORCENTAJE DE
ATROPINA (g) GASTADO (mi) OBTENIDA POR RECUPERACION
TITULACION (g)
0.0175 2.47 0.0138 78.86
0.0174 2.20 0.0122 70.12
0.0031 0.43 0.0024 77.42
Promedio 75.47
Desv. Estandar 4.69
Coef. De variabilidad 6.21 %

Los resultados de la cuantificacion de alcaloides presentes en las tres muestras de
Erythnina americana. Semilla, germinado y ejote, pueden observarseenla Tablaéyenla
Tabla 7 se muestra una comparacidn de los resultados reportados en referencias
anteriores con los obtenidos en esta investigacion.

Tabla 6. Resultados de la determinacion de alcaloides totales en muestras de Erythrinag americana,

en diferentes fases de desamolio, mediante [a técnica de titulacidn.

MUESTRA g DE ALCALOID/100 g DE g DE ALCALOID/100 g DE MUESTRA
HARINA FRESCA
(BASE SECA)
SEMILLA MADURA
1 1.088
2 1.036 1.007
3 1.043
Prom. + Des. Est. 1.056 + 0.028
Coef. De variabilidad 2.67 %
EJOTE
1 0.628
2 0.678 0.097
3 0.704
Prom. + Des. Est. 0.670 + 0.039
Coef. de variabilidad S.77 %
GERMINADO
1 1.110
2 1.112 0.225
3 1.073
Prom. + Des. Est. 1.098 + 0.022
Coef. De vadabllidad 2.00 %
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Tabla 7. Comparacién de resultados obtenidos para la cuantificacién de alcaloides de semillas de

Erythrina americana.
REFERENCIA ALCALOIDES TOTALES
(g DE ALCALOIDES/100 g DE MUESTRA SECA}

Arzac (1994) 1.498
Barrera (1958) 1.630
Sotelo (1993) 0.530
Garda-Mateos (1996) 1.050
Garda-Mateos (1998) 0.001
Garda-Mateos (1999) 0.001
Garin-Aguilar (2000) 0.571
Este trabajo 1.056

Para una mejor interpretacién de los resultados de cuantificacion de alcaloides se

muestra la figura 5.

Figura 5. Contenido de alcaloides en Erythrina
americana

H Semilla madura
b Germinado
O Ejote

g de alcaloides/100 g de

FRESCA BASE SECA
Muestras

La semilla madura es la que presenta un mayor contenido de alcaloides, sequida
del germinado, siendo el ejote el que presenta menor contenide de alcaloides. Se
realizaron pruebas de Analisis de Varianza con estos resultados, obteniendo que entre la
semilla madura y el germinado no existe diferencia significativa, comparando las muestras

en base seca; sin embargo a! comparar la semilla madura con la muestra de germinado
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fresco, se obtiene que si hay diferencia significativa entre ellos, lo cual es de esperarse, ya
que el germinado contiene un alto porcentaje de humedad (79.50%) y & contenido de

alcaloides disminuye al considerar esta humedad.

En cuanto al ejote, existe diferencia significativa entre todas las muestras con las
que se compard, siendo ésta la fase que presenta menor contenido de alcaloides, lo cual
se debe también al alto contenido de humedad (85.56%) y su gran contenido de fibra

(23.79%).

Al comparar los resultados obtenidos anteriormente para la muestra de semilla
madura, se observa que el resultado de esta investigacidn es similar al obtenido por
Arzacyy, Barrerayg y Gancia-Mateos (1996)s), sin embargo difiere del obtenido por
Sotelogs, y Garin-Aguilar., pero la diferencia no es tan grande como al comparario con ios
resultados de Garcia-Mateos (1998 y 1999).,5. Las diferencias pueden deberse a la
variedad de semillas empleadas, asi como a los diferentes métodos de extraccion y de

cuantificacién empleados.

Por otro lado, en cuanto al ejote sdlo se tiene ef dato de Garcia-Mateos (1996) ),
donde reporta parz la vaina inmadura de 30 dias, 0.39 g de alcaloides/100 g de muestra
seca, y en este trabajo se obtuvieron 0.67 g alcaloides/100 g de muestra seca, pero

Garcia-Mateos no especifica si trabajé con ia semilla, la vaina o el ejote completo.

Otro aspecto importante a considerar es que al relacionar los resultados de

toxicidad aguda y los de cuantificacion de alcaloides, se encontrd que efectivamente fa
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semilla madura es la que contiene el mayor contenido de alcaloides y resulta ser la mas
téxica; mientras que el ejote tiene la menor concentracion de alcaloides y es el menos
toxico. En cuanto al germinado, se observa que es menos toxico que la semilla madura a
pesar de que en su contenido de alcaloides no existe diferendia significativa; esto puede
deberse a un cambio en el tipo de alcaloides durante la germinacion, predominando

alcaloides téxicos (como B-eritroidina) en la semilla madura.

Por fo tanty, el ejote podria ser empleado como alimento para animales
monogastricos o rumiantes, sin embargo falta realizar un estudio de toxicidad a largo
plazo y estudios de digestibilidad para definir su utitizacién. La semilla madura y e
germinado no se consideran aptos para emplearse como alimento debido a su alto

contenido de alcaloides.
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CONCLUSIONES

@ Por administracién oral o intraperitoneal de muestras de Entfrina americana, la
muerte se produce casi inmediatamente debida a asfixia, consecuencia de la pardlisis

de los misculos que intervienen en la respiracién.

& La semilla seca de Entfiina americana mostrd la mayor toxicidad, seguida por €l
germinado y siendo el ejote précticamente inocuo en pruebas de toxicidad a corto

plazo.

@ La técnica descrita en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos para
cuantificacién de alcaloides por titulacién, debe ser adaptada cuando se quiere

determinar alcaloides en leguminosas.

# La técnica adaptada presentd un coefidente de variabilidad de 4.73% y un porcentaje

de recuperacién de 75.47%.

¢ El contenido de alcaloides totales fue semejante en |a semilla y e germinado, siendo

mds bajo en el ejote.

48



CONCLUSIONES

# En el germinado y la semilla madura existe diferencia en la toxicidad aguda, a pesar
de que ambas muestras contienen una concentracion semejante de alcaloides, lo cual

sugiere un cambio en el tipo de alcaloides durante Ja maduracién de la semilla.

¢ La semilla madura y el germinado de Frythrina americana no se consideran aptos para
su utilizacién como alimento para animales debido a su aita concentracién de

alcaloides y su alta toxicidad.

@ & ejote de Enthrina americana puede considerarse como un potencial alimento para
animales, debido a su baja toxicidad y baja concentracién de alcaloides. Sin embargo,

s necesario realizar pruebas de toxicidad a largo plazo.
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DETERMINACION DE HUMEDAD DE ACUERDO AL

METODO AOAC 934.01 (1)

Fundamento.

Este método se basa en la pérdida de humedad de una muestra cuando a ésta se
le aplica calor. Si esta determinacion se realiza a presién reducida, el punto de ebullicién

del agua se abate y es menor el dafio que sufre la muestra por efecto de la temperatura.

Material,

Estufa de vacio LAB-LINE Instruments, Inc,
Charolas de aluminio.
Desecador.

Balanza analitica Sartorius Tipo A210P,

Procedimiento.

Se pone a peso constante la charola de aluminio, introduciéndola en la estufa de
vado de 1 a 2 horas a 60-65 °C. Una vez que est4 la charola a peso constante, se pesan
en la misma de 2 - 5 g de muestra molida y homogénea. Se mete la charola a la estufa de
vacio a temperatura entre 60-65 °C durante cuatro horas aproximadamente. Se saca 1a

charola, se coloca en el desecador y se deja enfriar hasta llegar a temperatura ambiente.
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Posteriormente se pesa. Se repite el mismo procedimiento hasta que dos pesadas

sucesivas no registren una diferencia de mas de 0.001 g.

Cileulos.

% H = Pi - PfX100
m

Donde:

Pi = Peso de la charola mas la muestra himeda {(g)

Pf = Peso de la charola mas la muestra seca (g)

m = Peso de la muestra {g)
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METODO DE “CULEBRA JAPONESA"

PARA LA DISTRIBUCION DE ANIMALES s

Et método de la “culebra japonesa” se aplica con el objeto de distribuir un conjunto
de animales en un determinado nimero de grupos o lotes de tal forma que se tenga la

menor variabilidad posible en los mismos.

En este método, los animales se pesan al azar, posteriormente se ordenan en
forma ascendente o descendente {dependiendo de las condiciones del experimento) con
base en su peso corporal. Se recomienda pesar un nimero de animales mayor que al que
se vaya a emplear en el estudio, de ta! forma que los animales con mayor y mencr peso
{los extremos superior e inferior de la campana gaussiana) queden eliminados al ajustar el
numero de animales a sus lugares correspondientes en los lotes. Finalmente, los animales

se distribuyen en dichos lotes de manera zigzagueante como se muestra a continuacion:

LOTE, LOTE; LOTE; ———"> LOTEj
Peso, = Peso;, —> Peso; ————> Pesgj

[ ) PeSOJ'+1
)

[ ) Peso,

Donde:

Peso, < Peso, < Peso; ..... < Pesgj < Pesoj+1 ... < Peso,
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DEFINICIONES UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO

DE TOXICIDAD AGUDA . (29 30,11

ANOXIA. Falta de una cantidad suficiente de oxigeno en el cuerpo. Dificultad para respirar.
AGRESIVIDAL. Individuo cuyo patrdn conductual se caracteriza por irritabilidad, accesos
de ira y aditudes o actos destructivos como manifestaciones de frustracion.
ALETARGAMIENTO. Estado de somnolenda enfermiza, profunda y prolongada, sin fiebre
ni infeccon.

ATAXIA. Inseguridad de movimiento como consecuencia de la falta de una actuacién
coordinada de los misculos. Es consecuencia de una lesidn en el cerebelo, parte que
ayuda a controlar el equilibrio.

CIANVOSIS. Coloradién azul-pirpura de las mucosas y de la piel debida a la presenda de
cantidades excesivas de hemoglobina reducida en los capilares.

CIFOSIS. Curvatura angular de la columna vertebral; la convexidad de la curva es
posterior, sugle estar en la regién toradxica y abarca algunas vértebras.

DISNEA. Respiracién difici! o acelerada.

ERECCION CAUDAL Estado turgente de la cola.

EXCITACION. En este estudio fue utilizada como sinénimo de hiperactividad

HIPOTERMIA. Estado en el que la temperatura del cuerpo es mds baja de lo normal.
LORDOSTS. Curvatura hacia adelante de [a columna vertebral lumbar.,

PILOERECCION. Ereccidn de! pelo.
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TECNICA PARA DETERMINACION DE ALCALOIDES. FARMACOPEA DE

LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS DEL ANO 2000 (MGA 0051)s,

Se basa en la extraccidén de los alcaloides, aprovechando sus propiedades de
particién, en un sistema de disolventes y su valoracién posterior por volumetria o

gravimetria.

RECOMENDACIONES ESPECIALES. Si el residuo del alcaloide obtenido por cualquiera
de los métodos de extracddn contiene grasa, disolverlo en 15 ml de éter y en 5 ml a 10 ml
de solucion 0.1 N de acido sulfrico o clorhidrico, evaporar el éter con agitacidn continua
con una varilla de vidrio y filtrar Ia solucién 4cida a través de papel filtro recibiéndola en
1n embudo de separacidn. Repetir 1a extraccidn del residuo graso 2 6 3 veces con el dcido
diluido, lavar perfectamente el papel filtro con el &cido diluido, reunir los tavados con la
solucién acuosa y continuar en ésta la purificacién.del alcaloide. Cuando se usen alicuotas,
medir e disglvente y la alicuota a la misma &mpaaMm. En el caso de liquidos volétiles
realizar la operacién a baja temperatura y lo mas rapido posible para evitar la pérdida por
evaporacidn. Para el ensayo de extractos fiuidos, tinturas y otras preparaciones que
contienen alcaloides, es necesario evaporarios a.sequedad; para evitar pérdidas y ayudar
a la evaporadién, afadir algin material adsorbente. Para este propdsito usar pulpa de
papel previamente lavada con &cido, lcali, lavada hasta neutralizacién con agua y secada
antes de su uso. Agitar o rotar la solucién acuosa con el disolvente inmiscible en un
embudo de separacién durante 1 minuto. Evitar |2 agitacion profongada o viclenta para
evitar la formacién de emulsiones, especialmente en soluciones alcalinas. 1as hojas de

belladona algunas veces contienen saponinas que causan problemas de emulsién, cuando
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esto sucede, desechar la porcidn emulsionada y afiadir un exceso de cualquiera de fos
disolventes. Esto usualmente rompe la emulsidn y permite una separacién completa. Una
emulsidn formada puede romperse por la adicion de una pegquefia cantidad de suifato de
sodio anhidro; en este caso, lavar el residuo con una porcidn adicional del disolvente para

remover completamente el alcaloide,

PROCEDIMIENTO. Trturar la muestra hasta el tamafo de particula indicado en la
monografia del producto; evitar que la muestra pierda agua durante la trituracién. Si es
imposible evitar la pérdida de agua, secar la muestra a una temperatura baja, antes de
trituraria, anotar la pérdida de agua y hacer la cormeccién en los calculos finales. Una vez
triturada la muestra, proceder como se indica en MG4 0891, seleccionando la malla de
acuerdo 2l tamafio de las particulas o 2 l2 indicada en la monografia del producto y no
desechar ninguna porcidn de muestra al tamizara, a menos que se indique otra cosa.
Pesar el equivalente a 100 mg 6 200 mg de alcaloide contenido en la muestra. Cuando la
muestra es pastosa deberd pesarse en papel encerado o papel pergamino previamente
puesto a peso constante; cortar el papel excedente y transferir el papel con la muestra a
un vaso de precipitados que contenga el disolvente o la mezcla de disolventes especificada
en la mor;og:aﬁa del producto. Pasar el contenido del vaso_de precipitados a un embudo
de separacin, lavar el vaso con el disolvente empleado y adicionar los lavados al embuda

de separacion.
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EXTRACCION. *

METODO No. 1. POR MACERACION. Tratar la porcién de la muestra pesada con el
disolvente 0 mezcla de disolventes indicada en fa monografia del producto, alcalinizar la
muestra con SR (Solucidn reactive) de amoniaco y agitar vigorosamente. Dejar macerar de
12 a 24 horas con agitacion ocasional o por un periodo corto con agitacién continua. Al
término de la maceracién dejar sedimentar la muestra y decantar el disolvente que serd

utilizado en la purificacion.

METODO No. 2. POR PERCOLACION. Colocar fa porcidn de muestra pesada, en un
vaso de precipitados, impregnar con el disolvente o mezda de disolventes indicados en la
monografia del producto, dejar reposar por 5 minutos, alcalinizar la mezcla con SR de
amoniaco y mezclar perfectamente, Transferir la mezcla a un percolador cilindrico,
previamente preparade con una porcién de algoddn en el orificio de salida. Lavar el vaso
con una pequefia cantidad de disolvente, adicionar los lavados al percolador. Dejar
macerar 1a mezcla de 1 a 12 horas, dependiendo del alcaloide que se va a extraer;
empacar la muestra firmemente con una torunda de algodén y percolar con el disolvente
hasta que la muestra quede [ibre de alcaloides; para comprobar que ya se ha extraido,
evaporar a sequedad 4 ml del menstruo sobre BV (Bafio de vapor), disolver e residuo en
aproximadamente 500 wl de solucién 0.5 N de adido dorhidrico, adicionar una gota de SR
de Valser (SR de yoduro merciirico); si la solucidn es turbia proseguir con la extraccidn, si
es dara, suspenderia. Proseguir con la purificacién.
* En esta investigacion sdlo se trabajd la extraccién por maceracidn (con las modificaciones

indicadas en la pagina 30); sin embargo el método por extraccidén continua podria ser mas
efectivo debido a que existe un cambio continuo del disolvente,
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METODO No. 3. POR EXTRACCION CONTINUA. Humedecer la muestra pesada con el
disolvente indicados en la monografia del producto, mezclar la muestra con una varifla de
vidrio y dejar reposar durante 5 minutos; alcalinizar adicionando SR de amoniaco, lavar la
varilla con una porcidn def disolvente, macerar de 6 a 12 horas. Pasar la muestra a un
cartucho de extraccidn y colocarlo en un extractor Soxhlet, empacar el cartucho con
algoddn purificado y adicionar suficiente disclvente al receptor del aparato, hacer la
extraccion del alcaloide por el tiempo indicade en la monografia respectiva o hasta que la

extraccidon sea completa. Proseguir con la purnificacion.

PURIFICACION.

Verter el extracto obtenido por cualquiera de los métodos anteriores a un embudo
de separacidn, lavar et recipiente que lo contenia con el disolvente 0 mezda de disolventes
indicados en la monografia del producto, adiconar aproximadamente 12 ml de solucidn 1
N de &cido sulfirrico y agitar vigorosamente para hacer la extraccién del alcaloide. Si s
muestra confiene gran cantidad de grasa, adicionar un pequefio volumen de 4cido
clorhidrice o sulfiirico 0.1 N para prevenir la emulsidn de la mezcla. Continuar con [as
extracciones utilizando 5 mi de agua y 5 ml de solucién 1 N de acido clorhidrico o sulfurico
en cada una, hasta que 0.5 ml de! (ltimo lavado de acido no produzca turbidez al
adicionarle ypa gota de SR de Valser (SR de yoduro mercurico). Si los extractos acidos no
son daros, filtrarlos o agitarlos con una o més porciones de 10 m! de disolvente o mezcla
de disolventes indicada en la monografia def producto hasta que la solucion sea dara.
Lavar el displvente usado con agua acidificada y adicionar estos lavados a la solucin

4cida. Alcalinizaria con SR de amoniaco. Continuar la extraccion de la solucién alcalinizada
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con e disolvente 0 mezcla de disolventes indicados en la monografia del producto,
utilizando un pequefio volumen de disolvente en cada extraccion, pero que sea menor de
la mitad de la solucién alcalina. Ef nimero de extracciones dependera del alcaloide de que
se trate. Para comprobar gue la exdraccion ya es completa evaporar 1 ml del disolvente de
la Ultima extraccién y disolver & residuo con 0.5 ml de sotucién 0.5 N de acido dorhidrico,
adicionar 1 gota de SR de Valser, ka solucidn resultante no debe ser turbia. Ef material que
estuvo en contacto con el alcaloide, se debe lavar perfectamente con el disolvente y

adicionar estos lavados a los extractos que lo contienen.

VALORACIGN.

POR TITULACION RESIDUAL. Evaporar cuidadosamente los extractos combinados del
alcaloide, sobre BV o con ayuda de commiente de aire, hasta aproximadamente 10 ml.
Adicionar una cantidad medida en exceso de la necesaria de solucién 0.02 N de &cdo
sulfirico y continuar la evaporacidn hasta eliminar el disolvente, enfriar la mezxda,
adicionar unas gotas de Sl (Solucién Indicadora) de rojo de metilo y titular &l exceso del
4cido con solucidon 0.02 N de hidréxido de sodio. El punto final de la titulacién también

puede determinarse potenciométricamente.

POR TITULACION DIRECTA. Evaporar culdadosamente hasta sequedad los extractos
combinados de alcaloides sobre BV o con ayuda de corriente de aire. Disolver e residuo
en aproximadamente 2 ml de metanol o éter previamente neutralizados, calentar la
mezcla suavemente si es necesario, adicionar unas gotas de SI de rojo de metilo y titular

con solucién 0.02 N de ddido sulfirico hasta que desaparezca el color rosa. Si el alcaloide
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no estd completamente disuelto, calentar suavemente hasta completa disolucion,
adicionando 40 ml aproximadamente de agua recientemente hervida y fria, continuar
hasta que la titulacién sea completa. El punto final de la determinacion también puede

determinarse potenciométricamente,

POR GRAVIMETRIA. Evaporar cuidadosamente hasta sequedad los extractos
combinados del alcalotde, sobre BV 0 con ayuda de coriente de aire. Si el disolvente final
es doroformo se debe evitar la pérdida del alcaloide durante la evaporacidn, adicionando
una pequefia cantidad de etanol, después que la solucion se ha reducido a un volumen
aproximado de 1 a 2 mi, continuar |a evaporacion a temperatura baja, rotando el
recipiente, remover los residuos de doroformo adicionando una pequefa cantidad de
etanol o éter previamente neutralizado y continuar la evaporacidn. Secar los residuos det

alcaloide a 105 °C hasta peso constante.

CALCULOS. Efectuar los calculos como se indica en fla monografia correspondiente. Para

los alcaloides de Erythrina se considera la p-eritroidina por ser el alcaloide mas abundante.

g de p-eritroidina/100 g de muestra = { A—B ) ( N pepq ) { 273.32% ) ( 100 }
{ g de muestra ) { 1000** )

A = ml de H,50, gastados por a2 muestra.
B = ml de H,S0, gastados por un blanco (7 ml de agua destilada y 3 ml metanol).
* Este es el peso molecular de la p-eritroidina.

** para realizar el cambio de unidades (mg a g).
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