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INTRODUCCIÓN 

La alimentación es una de las necesidades biológicas principales 

que todo ser. vivo debe satisfacer. Sin embargo, la situación alimentaria 

actual· no .. es favorable debido a un desequilibrio entre la población y la 

producciórí•de alimentos. ,,, Aunado a esto, los productos proteínicos de 

origen animal• (carne, leche, huevo, etc.) tienen un costo más elevado 

que los .prodÜctos de origen vegetal como las tortillas y el fr.ijol; té:. cual 

incide e;, ta' p6blacióri de bajos Ingresos. '" 11 De ahí que ét í,'ombre esté 

en una co~sÍ:a~te;bÚs~u~da d~ nu~vas fuE?ntes de <1¡lllTle11t.; para si mismo 

y sus ani~ate's ;~pajá:~t1'c:'.?f)'.q~~ ~rp~ean ··la m~~o~Ía d~. tcis riutí-lmentos 

lndlspensatítes' para;s-ú dieta:; . 
:,.';,_; . . ~·..,rr,:: >. '.·; .·,.,, 

En nÚ~~tr?:~·a;~ ·~d'1st.~ una gran biodiversidadvegetal c•on .·potencial 

para ser i~é:ci;!~';;~~cl'~'~-·a;Yél,á11-~~~télció~·•·Y ·así di~,,'..1n~Ír;iá ~~~.;!ndencia 
de Insumos' ¿'6'üdlands fq\Je°itlenden a' tener'u;.,·c~~ti:>·F~te;..ad~.1. En. este 

caso se e~~._¡;;~u~.;'.la~.t~gt.:Oinosa~, • plant~s i~o,;';..ri\a~pÚo uso·· en ·la 

agriculturaºy;•;uri'b ·ci~'.c[~~ 'priricipate's .· et.,;.Tieni~s}eri •1·~··ciiE'itél .h~mana y 

animal. debicl;;}lél~ qJ~~:íC.t~~-arib'~ 'ciecé~i~~•a'l>l:iitan''p'~.;l:einá '.vegetát; que 

cuantitativamente, es. de - dos. a \:;.:~;· ~~¿-es:;'~~~rií;'.<lu,e .t~t~ontenida en 

cereales, ad~~ás -~·~~s~rit~n '.gt¿ci~cis> algunas vitéllTiin.!t~ y ;;.;~erales:,~. 

Las legulTll~Jlsa~ sbn un 1ru;;~ ;~e más ~~~00 :s:~'ci~~ \j~ las •cuales 

sólo 20 son explotadas . comerciallTlente/ m1~::.1:·~;¡~ q~e'(C>~;as ~stán en 

estudio, tal ~~ ~·¡ e~~¿ de la ,;ry~hri~~.~rri~'ric~.:i'a (iot~~·¡n); espeC::ie de 

la familia Fabaceae que figura e~ la flor.¡ sl
0

tve's~~~ nativa.- de México. 
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Introáucción 

Las semillas de la Erythrina americana son ricas en proteína 
vegetal, la llmitante para su con'sumo;es el' é:onte·n.ido de. alcaloides, tos 
cuales son relevante~ por: sú ac~iv.idad :~ipnÓticá y ane~té~ica: ' 

', ~· 

La maeyo
1
_ ••.. ~ .. fí'r~u~'.t.do·.··e:···-·.-_ •. • __ •••... ·m,:ia.~d:•~u;•re0, s·t·····.·-.·~.d~~~ .~-~~~~ _ lá, Ery~~ri11a ~; afrlf?ricana 

centran en :.:: .. j - A.ú~qúe,-;er.'·e1 estadio de eJÓtés. (frutos 
inmaduros) .. ;presenta.• :'_.u;,:'.•· béljo_:<córit:el1ido·. ·é.:(j~ tÓ~iC:6s ·y factores 

se 

~:t~:u:;~:i:fi~:·¡~f·l'~d~~C·~~117;~L~¿()~rºt;-i~1tr~~~-···de •. rri.áciuración 
" T;_'· .',\'.-

Si bier\: ~1~:~11~~-~ú":i~nto~ !~c:>r¡¡'.c¿~;Ü,:r;;•J~~ c:IE?-. ri;~inera -directa, ta 
mayor part.e s,ufren:atgun proC:<!s,Ó:para ser ingeridos;•~~;;;~ e~ <!l~aso de 

ala11·mcoecnctoiósnc •. ·opm·.Íoóc··· ... t._~.a-~s;_~.-.-.m_:t •. ei~g.~:u5_m~ .. :~1·_~_·n:•_ do;e_.s···a·;.s--~ .. -• .•. ;d}eº.ºb,'r1;:d'.o~_··.•.--.s.--•.-.. _-::ºª:.··; para'.''. h~ce'r;~ Se':"estible a tos 
•<íüeié'~T~s; présentan-·factores 

:~=d~:d~:;: 1is~fJ~i~!i;·~:~~~!{]~jtr~gi:l~i~~~~~~rn~n;~ tr~~~~iento -térmico 

El presen~; e~i~~{;, es p'a~t~;~:l~pjJ;Sc;;._dirigid() :~ l:.; valoración 

::f~:ÓE:yl:h:t~5:~:-~~:~~r~~-~~~!~:~-t-z~~ró~zfz~i~~-:-l73J~.:.~~itt_~e~ó~;º:: 
de Erythrina. 'a/11,~~fca~c;;;;~~~t~ d~. t~'; s~'~Úla '.~;;,'.n.; ;d~l fruto completo, 
después de ser sometido ,'a ,un . trat~mierÍto térmico· '.(C:~~ción) y ta 
posterior separ~C:iór.~ ci;i,L 1icluid¡; de C:oci.:ni<?l1i:.o ;ara ~timinar l~s factores 
antinutricionale~' y tó,;·i~os' contenidos en ellos, coÍl el -fin de incrementar 
su calidad nu~ricio~al: 
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I ntroáucdón 

El propósito de estudiar por separado la semilla del ejote y el 

ejote completo es identificar. un· posible efecto de .. la :fibra aportada por 

la vaina en la calidad . riutricional, y: así . déterminar el mejor 

aprovechamiento d€>l fruto in~·~:d·.u~O de·e"St~- te'g-u·.~_··i·~.osa-~·-

Para d~;lnx l;D c~lid~d .~:utrl~i~~ál y. to~i~ol~~I~: del. ejote integro 

y de su semilla;• se' realizó el'.•an·á'usú;•proximalide'las ·~üeslras, de igual 
manera, se ci~t..;·r/ninÓ (c;~ ... f~cct6r~¿. iia~Ü~~Í:.ri;;!iC>r.aie.i ·y tóxicos 

::~::~:~0i~·:~tit~f~e~tl~k~17~):}1:::~::~·1ff~gi~~:tfo~~~·. ·•évaluar· la 
,-;·.-:_,.:~ :···:'· : :<. ··, ... 

··.<· "'· ·~ '''· ·;-~:: • w·:--_.}..: 

Los ré~ult~cio:SG:1~;esh,5;·~ri~tisÍ;• Proporcionan l~~ :1~mentC>s. básicos 

para deterrliir.a/ 5,} Í>.C>t:~r.~ialldad:~ó'mo;alim«?nto, con'1C> (¡u<> ,se pretei.de 

proyecta~·.al]ej(,te ci~;/talEryt~r!nt1;;Jmericanl1 co~kt;; ~111· .:?r liquido de 

cocción como.• un• .alimento•···· dirigido;· inicialmente·· a· la : ~lirfienta'~ión 
animal y en··un'.fu'turo. para la alimentación ·hu'man~·· de: ·alto valor 

', ,• 

nutritivo y bajo costo. 
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TESIS CON 
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OB.TETIVOS 

/GENERAL: 

Conocer la eficacia de la cocción como método de destoxificación en el 

ejote y la semilla inmadura de la Erythrina americana, y evaluar la 

calidad nutricional de estos después de ser sometidos a cocción y posterior 

eliminación del liquido de cocción. 

/ PARTICULARES: 

a) Definir la comP?sición bromatológica del ejote y la semilla Inmadura 

de l~ Erythrina americana antes y después del cocimiento. 

b) Cuantificación de los siguientes factores tóxicos y antlnutricio.nales en 

las muestras: 

«. Lectinas 

«. Alcaloides 

«. lnhibldores de Trlpsina 

«. Taninos 

c) Evaluar la calidad proteica de las muestras por: 

~ un métOdo químico: 

Calificación Química, . 

~ dos métodos bfológicos! > 

Relación de la.Eficiencia Proteica (REP) 

Digestibilidad apa;e~te (Da) 
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GENERALIDADES 

2.1 Leguminosas. 

Las leguminosas son el tercer grupo botánico más grande, perteneciente a la 

familia de las Fabaceae, comprende alrededor de 12 000 especies distribuidas en el 

mundo, siendo predominantes las plantas y los pequeños arbustos; son consideradas 

de los primeros cultivos comestibles practicados por el hombre por constituir una de 

sus fuentes principales de alimento. 

Fig. 2.1 Esquema de una semilla de leguminosa, en su madurez. 

Los frutos de las leguminosas típicamente lesumbres, de donde procede el 

nombre de la familia, se dan en vaina que al madurar se seca. Algunas leguminosas 

silvestres al secarse, su vaina es dehiscente, es decir, que se abre por si misma en dos 

cáscaras simétricas a lo largo de una línea de sutura dorsal en cuyo margen van 

adheridas las semillas. 161 Las semillas de las leguminosas son exalbuminosas, con el 

8 



qeneraCufaáes 

tegumento o episperma fo_rmado porla._testa y endopleura; hilo caracterlstico para 

cada especie (Fig. ·2.1 ); las semillas presen~an la c.;racteristlca de perder fácilmente 

la humedad al madurar' .;de'más ci'e ·'la presencia 

impermeables, l~~~lldo ª.~i ~l~~c;enarlas sin peligro. ,,, 

de tegumentos , bastantes 

._ ; .. -.,- .. :.-- . .. ·''· - '. . -~_ .. ,. -- . ' 

Aunque ia prindpal utilidad de las leguminosas de grano reside en las semillas, 

estas plantas.no. 5e restringen al campo de la alimentación, sino que muchas de ellas 

son usadas en la agricultura como: 

@forraje y ensilados. 

e abono verde: son plantas que se incorporan al suelo cuando aun están verdes, o un 

poco después de la floración con el objetivo de enriquecer los suelos (para regenerar 

la materia orgánica, agrega material nitrogenado); pero en épocas recientes el 

término abonos verdes se ha usado mas ampliamente y puede referirse a plantas cuya 

vegetación se deja en el suelo estando verde o en estado seco con el propósito de 

abonar el suelo pueden ser sembrados en el terreno o traídos de otro lugar. Además, 

protege al suelo de la. erosión. 

0 cultivos protectares: son aquellas plantas que se siembran para cubrir el suelo, sin 

importar si en erfutur~_:serán o no incorporadas. Asi, aunque se usen para cubrir y 

proteger la·• su¡><;rfide_ .• d_el · suelo, también pueden ser incorporadas como abonos 

verdes. Además,··¡,,1 tér'mino cultivos de cobertura incluye plantas sembradas entre las 

calles de huertos di{ fr .... tales o durante el periodo entre un cultivo y otro, con el 

objetivo de pr~teg~~\~ tierra de la erosión y lixiviación, Incrementan la fertilidad 

mediante la remt.n_e~aUzación del suelo; así también, acumulan el nitrógeno debido a 

la fijación .simbiótica de éste por las bacterias del género Rhizoblum, las cuales 

forman nódulos en las raíces de las plantas transformando el nitrógeno atmosférico en 

amoniaco. (B. 9) 
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2. 1 • 1 Aspectos nutrldonales de las leguminosas. 

El hombre aprovecha diversas partes de las leguminosas para su alimentación; 

sin embargo, es mayor el consumo de las semillas maduras (secas), de acuerdo con las 

características de cada especie también se utilizan otras partes de la planta •. Así, por 

ejemplo, las vainas Inmaduras (ejotes) de varias leguminosas se i'ngieren' con 

frecuencia en numerosas regiones; en otros sitios aprovechan las hojas;· los tÍlllÓs; lÓs 

germinados; las semillas inmaduras (verdes), las flores y las raíces. (8) Las semillas de 

las leguminosas se consideran fuentes de energía y otros nutrientes ,~,,' aunque 

fluctúan en, función de la especie, del clima, del almacena;,.,i<;!'..;tÓ, del 

periodo d"''recolección, e.te.; ya que contienen: ·- •... ·.r 
§ agua: C::uélndCI lo~ ÚútÓ~ cÍ~: (as , leguminosas están inmaduros, la 

csºo:1,poysice·,inÓ···· .• n .. 1"a·~.es,e-ªm~ri··~l.,lxaj.~.-m'~a;.ªd·u'1r.·~a1:,d.:.'se .. u•···eülne., ~.·avlec'~a,dn'.~z':aªr! ..•.•. 1.1~·~ ll'úrnJ~dad'Ctél 60-
"' . _ _ _. _ . ~.;.,l~res. cié s~1 s% de 

humedadci;;1·¡;;5c;~t:ot~~>;f,2;-J_··-· "~ ·-·····-· ~· ·-·---· ' - ·-
:¡ proteínai · E.("~·~o~t;:r¡,e¡~n·~t:r'e·;d .... •~1-~8;_P·•._4·.·~4?.:e, í.'·.~pao~r;.··. :~ .~~~ill~~ ~'~~uras de 

leguminosas} Cl'scHa•• ,,. - •lo qUe•~:5ón ··~~~~¡d;r~das 
excel~ntes fuent.é;;~;·i;róieína''ve~e~al.¡~.~\~,··;·-

g lipldos: en "•._l~.FrTí'a}'.~:¿~;;- ''ci~<1as' .. ·l~gurni~Clsas>prevalece un bajo 

conten;do dÉL.'.li"Pid';;~--·:.O.· g~~-s~.;>·.(1~-6%)-:,p~ ... ~-~ eXisten excepciones· e-n -. . . . ' . ' ' .,. ' ,.J- ' . . . ·~;" ' . µ" • , 

algunas d~ éstas donde' la 'grasá"se':considera macronutriente, como 

es el caso delcac'éltiuélt.é •. s~{~~ai~s,· en general, son más ricas en 

ácidos. grasos poliillsat-¿'~adÓ~ .. Y ~it~,,;ina E. 17, 81 
, .·oc" -• • .,,._ •'''',.; .. '··;._,·· 

:¡ hidratos de c~rbo~o: contienen:. de' 20 hasta 60% en las semillas 

maduras; la pre~encia d~: m~n.;~a~ft;:idos, dlsacáridos, oligosacáridos 

y polisacáridos es muy varlable',.·~o obstante casi la totalidad de 

esta fracción es almidón, por lo que las leguminosas son 

consideradas una fuente barata de energía. (7, 81 

10 



qenerafüfááes 

§ cenizas: se consideran fuentes de hierro (5-7 :& mg/ 1 OOg), calcio (68-

250 mg/ 100 g) y fósforo (300~-400- ;:.,g/ 100 g)~ , .. , ~,-

§ fibra: se ~c>nstÍi~}'e- princip.,;lment~ d~ t~.;s poli~acáridos: (celulosa, 

pectina• y,he';nicelul~s~), así cor:i_~ ligniná; p~esE!ntE! _.;n) l¡¡s __ paredes 

Entre las: lfmitantes del uso de las leguminosas, se·,·.-__ hicluye ta 

reducid~ .;anti•d,:¡;,:t'e·n·· aminoácidos esenciales azutrados' (metionina y 

cisteína), -~~~~·nE!'~/<¡~te~ como la corteza de la semilla y ·su ··:E.5tr..i'ctura 
''.', ,,,,,, 

nativa; además, la presencia de factores antinutricionales y. tóxicos, lo 

que en conj-uri~o reduce la biodlsponibllidad. 1121 

2.1.2 Asp<:>ctos toxicológicos de las leguminosas. 

Todos·· los ·aumentos contienen una o mas sustancias de manera 

natural sin ;,~lar nutritivo, que en ciertos casos puede_n;disminuir este 

valor. 181 Algunas de estas sustancias son peligrosas; para ·el_ organismo 

que las ingiE!re, provocando distintos trastornos ·•.-y. con ciertas 

características: -inhibición del crecimiento,_. hip~rtr~fia _·pan~re~tica, 
alteración ·o lesión de la mucosa e intestl~al;-:;tiipogluC:émia/ 'éiis~inución 
de la eficle,.;<:ia alimentaria ocasionando una: .;;;rdida•;c1.; 'n'Litrlentes 

esenciales o i~terfiriE!ndo :en ~·;¡ utilización y f~~~i'ó';.;- ~ ;:.,i:;;t.abólica. 

Arbitrariament'e; estas''sÜstancÍas pueden ser clasificaclas'.en dos''grupos: 

Sustancias _ antii.IJ.~fitivas: compuestos susceptibles de provocar un 

desequilibrio . en. la 'cobertura de las necesidades de los nutrientes_ que, si 

no es compensado por un aporte complementario del o de los nutrientes 

afectados, lleva a la instalación de una patología particular. 

11 
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Sustancias tóxicas: compuestos cuyos efectos nefastos no pueden ser 

compensados por una suplementación alimenticia, ejerciendo sobre el 

organismo un efecto puramente tóxico. Pudiendo presentar una 

reactividad particular, ya sea como antagonistas o agonistas o inhibidores 

de enzimas, de hormonas o aminoácidos. En casos especificas, sus modos 

de acción estarían favorecidos por la existencia de una dotación genética 

propicia a la ªP':lri,ción de una patología determinada. 113, 

A menudo~··'~·~tos dos tipos de sustancias se emplean de manera 

indistinta -chn E!l término de fa e tares tóxicas. 

ali merito, las leguminosas· contienen 

compuestos no¿i~~s ¿._;y(,'.'tipC,~:.;:.;~·~~ri~r'a~iÓn 'y}ef~ct~ dÍfie~eri d..; una 

::;~;.;::~::~~~;.!~.~@~1~'.J~!f tit,;J~!~~~t\i~~;f t~i::1Er.:: 
preventivas · º" ¿~rreC:tivás'• C:'orrespo;,dientes' Lc,·5 factores tóxicos 

presentes co.;;ún~E!~~~ ~·g la¿ ;1E!1iJ';;,·i,:;6~á;;'~~,clj;cribE!~''it ·~C.~t:in~ación. 
:·. ·~;)~;: ,- - - ''·' ,._ - " - __ , =' ; ::·::_>·.<~=::e 

:~~-Z~:~±;:s·it¿r~LnE!-o L'.-~{tei~as- que_ s¡;; c~r:cterizan por 

ligar glucoconJ..;g¡,_dos {;(,~ --~Lt~ {~~~~iiti¿icl~oj; ' uniéndose._clE!, manera 

irreversible~ir. aiiE!~~r 51,{~s¡~_Jciúra ¿º:"illerit"'; tienen, lacapaéidad de 

aglutinar eritrocitos{ de :ahF que ~sean ltélmí,,déls hE!n;~-glu~ini"na~ -·•.-. Las 

lectinas e;~án • di;~·rlbuidas ampliamente .- en·. ·_ 'i'ej'i~os 0 ~e~=~ales 
particularmente en las'',se~illas, donde. llegan a constitlllr hasta el 10% 

de las proteínas totales. 115 , 
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El efec_to primario_ que presentan las lectinas se relaciona con el 

hecho de que se .unen a la mucosa de :·i-,; pare'd int.estin'al alterando su 

capacidad de absorber. ~utrie:ntes,· pi)~ lo que:: .;c .. siona una disminución 

en la tasa de crecj~i;,nto\~nc~i'.;rg .. nismo q~~los·~onsume. 1~~> Todas 

las leétinas. presentanun'a;s1nl:.omat'Ologia·· ~imHar, .• d~·rria~Ór.'..:J menor 

gravedad, in1C1~ndci/p~~ l~~1rÍ~eri;~ '1rinar11aCiéin de ta'' .:nu·cosa (intestinal, 

con la posté~io~ de~tr~cC:ión ele los epit'~u.;~ y E?l' ~d~.m.;-·y i~ ~érnorragia 
del tejido iinfátic~; res~ltarido en la. 'muerte' d·e.:: organismo que la 

consume .. (17) 

Sin embargo, la actividad de las lectinas. decrece durante una 

adecuada cocción, aunque no siempre se alcanza la destrucción completa 

del efecto tóxico de la lectina, con lo que. se mejora el· valor 

alimenticio. ¡1 s1 

2.1.2.2 Alcaloides. 

Son un grupo de sustancias heterogéneo de or.igen vegetal, 

abarcando cerca de 6000 compuestos d_E!cc·~ompleja estructura molecular 

con propiedades alcalinas,. ad~;;,·ás :'de.' ;.'cti.;iciitdes :titrn1;ic'~tógicas 
marcadas.¡1si 

considerados 

Durante 

únicamente 

mucho · tie"1~~:· · i~s ~tC:atoides ·•·· han sido 

como. ~~~ci.~ú.;5 de.l. m~~~bolismo. vegetal. 

Aunque existen indicios de estructuras' i:llcaloidicas' en~ los• animales, se 

tratan normalmen.te de prod~~to; ·.formados a ; p;¡¡tÍr,'.. d~. lo/ ~~ge tales 

ingeridos, pero en otros ;~·~sos¡ 
batracios y dé algunos peces; 

metabolismo animal. l.t9l 

--------~- ----· ------

se trata cie verdader~s productos del 
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Aunque la función de los alcaloides en las plantas ,.no 'es totálmente 

clara, existen algunas hipótesis que han .sid.'. discutidas co;.,o pci~ibles 
funciones: agente de ~rotec;;ión coritra ins.;ctos; •prodüctos• t1'~al.;¿ d.; la 

reacciones' e.le: c:lestoxÚ'icación:· repr.;s<?ntá'ndo\.1n';ca¡',c:lácio _metábÓltco de 

compuestos qÚe cl~"'o'tr~•§ni~~era ~eríán no~;~c;~ a' la\pllil'lta; 'factores 

reguladores dé() ir~~i~:i-Emto y sustancias:; de.'• •reserva\ capaces de 

proporcionar nltrÓ~~n~ u otro elemento n~ce;~~i~ p~~a ~.: ;,:.ant.;nimiento 

de la planta. 1161 ' 

2.1.2~3 lnhibldores de Tripslna. 

Pertenece· al grupo de antienzlmas, las cuales Inhiben la acción de 

la enzima digestiva correspondiente. ·Los. inhibldores_; de tripsina son 

polipéptidos o proteínas capaces de Inhibir la acción catalítica de la 

tripsina. 1201 

En las plantas se concentran p~frt(;ip~lment.;' en la semilla, 

tubérculos, raices .Y hojas •.. Su, función· fÍsloléigÍ'da, es- de regulación o de 

defensa contra plaga~ y c:l.;~reda~or~~- (H1'' 
:':2·· ~,:)>'¡·,~ 

Se ha obs.;r~~d~_:en experlment:s con C ratas: qúe .;stas sustancias 

disminuyen el C:reé:imlento de 'los. 'r.;~-clci~~s 'y p~~ducen hipertrofia 

pancreática com~ ·.;sfuerzo 2.;,.;;~~'?~~t~rf~'. • 12o1 
~x~\::.,_·:·,~, .,~,,·;__;. ,.,"-,:· 

Mediante un a~~~pl~~.:)· ¿:~~ll:t~~i~~to ;~~de el~~inarse o disminuir 

en gran pa~t~ el efe~t~:i!'.;:.:~;l~hibÍd~r;s d; tripsina. De _tal manera; se 

logra utilizar las plantas _como aliment~: 1211 El grado .de destrucción de 

los inhibidores de tri psi na depende de el tipo de inhibidor, la 

14 
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temperatura, la duración de.l calentamiento; el volumen del alimento y 
su contenido en agua. La cocción habitual es suficiente para inactivar 
hasta el 80% "de los ·:inhib.idores ·de tripsina, con lo cual dejan de 

representarun .~.1.esgoj (16J 

2.1.2:4·..-~~ins~~Y ,,, << , .. ···.. . ... ·... · . 
Pertenece' al grupo clt;, t.;s ~C~mpleja~tesdé;:,,inerates. Los· taninos 

son un grupo ~\hi.'~erogéf..eo?C:te polifonoles~:sotubtes' en .agua; con ta 

;:::;1i:::s .• ::·r:Jt:::~!:;[~·.;~:ª.lf~:.s;,~J<>i::.~f tlJ;:~¿
1

~s7:;rl·~r.~~~~:::ti::: 
secundarios .d~\tás':~.lantas.\116í::c• :i.i>s''..~anÍn.;sC.omprericierl '.uriá' pequeña 

parte del ·.·tan• aml>tfo•'c'oríloJ,d~v.er!;? gru~o de.~'losJco~puestosfenóllcos 
vegetales, quefal:>árcá téis '.icidos. fenótÚ:os, dl·o···~sáf'l(a~.v;9a,.n[áo,~si!nd····e~s1 5de carbondoe, 
tales como los AcÍdo~''sifr¿;;'f~;'~_¿·¡i~;f.~¡¿~; . •. átomos 
carbono, y las ~. ugni~as;;:~•tas ,. :t·l.Í¡[~s • .. tienen··'· un ;>ali:~ grado de 

,; "· " . >· ' . •• .. - -·~- -- '°e-;., -

polimerización. •' _:, :> ' '( < /• > ' 
. ~ ", . 

A pesar•de .·~~~Írid¡~i'~·¡~¡{>'~;~ll{~';~·~; g~n~·~~~r±\~'l~~ l,o~>anlnos .se 
dividen en.· .. hlclr.;11:Z.abl~'5•¡.· ~;f::~r1c1;;~;;~(1~¡; . auf..q_Úec¡ am~.os~¡~t~p~s/ pu,ed.en 

sufrir procesos' h'id rol itic<>s/en medi~>acuoso:·'~os t~ni nos hidrol iza bles 
están constituíclos. ~~~.~;ri ;¿'.c:t~C> c~~~ue'~t6~po/~~.:~lúc:Íc:iq;"~.{i~os,.· gÍ!JPº~ 
hidrox110 sé ellé:l.ienfrallfesi~rificacios~Ccin 'ácidos C:arboxiúé:osfenóiicos. 
Por su lado, los llél'1:iª~~.;s ~aniñci}! c~~dén~~~~~· C:i>~~~ñtocia.nidinas)son 
polímeros no. ramifié<lCi~s><1J ·hicÍrci'X.ifl~von~l~s (ft'¡svan:3;4-diol/ éoino el 
monómero te~co..:nto~i~ll;d;i,'ai; n<l~an ·• 3~~t •. t~l co;:;,o · ta\é:a~eq~ina). 
Tanto unos como otros. soll iflsol~btés .. en sol ven.tes no. polares (éter, 
cloroformo, benzeno) y solubles ·en agua y alcohol. La Imposibilidad de 
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una clasificación rígida se pone de manifiesto cuanto más se avanza en 

el estudio de las estructuras de los taninos .. 

Los efectos negai:fvos. que· producen. los taninos· se muestran en 

dl:tln::~n:::le~~ot~.ín~~· 'to~man co~~pl~ej~~. que: ~esUli~n • totalmente 

lrrever~·ible~ d¿r¡;;nt.;; la dige~tÍÓri;
7

' • >~ · ¿, 

• tienen ta ~~pci~~c:l;ci~' ÜnirseJa 16~i~ dÍ: y .. t~l;;ale~tes: como, por 

ejemplo',: el hierro' dl~'m\nuyen'é!'o ~u blodisponlbflidad. (15, 21) 

"'. ·.·:-> ··, :-~·:·"~_:· ... ·.:' .. <.·.··· .. :· .•. ·_·; - ---;;(·-:\-<';' - .:;-·.!:_,\·;. 

Los taf11n'os se en'c~e~ir~~ '.en ªIT\Plia;gam~· de plantas como frutas 

(prfnclpalment~·'cuando aúri•'.no•~S~~X:mad~ra~), cereales y leguminosas; 

Debido 

proporcionar. 

;~:.·".," ;_. 

a su P~()P_le4~d; de~ astringencia, los 

una protecí:iÓn\aF;ias·p1aritas en contra 
- -- ' '--. --,_,=;"/c;--o-.;c_,,~'-·o--:.:_;=;oc!:_,,._ ,_,:_7,"--

taninos pueden 

de depredadores 

como mohos, bactedas',·: insectos, ·etdi• de ahí que sean considE>rados en 

la agricultura como p.;;~l:icida~)fbicitÓ~f~os. ·Por otro. lado, .esta misma 

propiedad es aprovechad~ .;;ri?i:i:íncl.:;~·tria .vitivinícola 

clarificación, al precipi~~~ la p~i:;t~ínapresente. 1161 
',·)''. ·,·\- · .. --::-:.--:," : . .. 

- .,-:'_'.:'.·· - <;\>:'. 

El remojo y la cocción se;é:o'nsideran._c,~~o'.ún:pro:1ceso.en el.cual se 

extrae un porción i,.;,po~tante de; los·. tanlnosien: la :5•~~fü~ y reduciendo 

así su efecto; por lo cual, ·el agua ·de' cc:Íccló·~·debe 'c:lescartarse. 1151 
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2.2 Género Erythrina 

(Del griego erythn;s: · rÓjo, debido al color de sus flores). 

El género Éryth~i',;a es mle;:,_.b-~o de la familia Fabaeeae, lo 
componen· apmxl~aclai'rieíite}1 ~5 .E7s~e¿ies }.;'n,i)l"~ndld~s entre.-·· árboles, 
arbustos; algunái(pla~tásh:;;;;:¡;ác~~s y• b_.!j uC:ósi~E~'•taso;~a~iÜas'· presentan 
espinas cÓnicad·y- pec},º~~5;''.;'1;,,\hoj;~c'.trfrolia_das; flores ~Uy -_vistosas, 

~:~:s;rars~:ªo)·::-·Z.,'ªf¡;~ilJ~.~:~~i~;~~~·::~~l1~=,~~·~~~l~~l·=~)u:~~l:ocs:~. 1=~ 
color rojo,. car mí~ () lll,arrón~ algunas co",,.:,;;nihil~' ~~g'~a~::.-

Las. Eryth;i~d~ (_~'s'tá;{:. d~s3Íb,ui~~s; en Ó,i:_odo ei ·:~un do, , en bosques 
abiertos, -- male~ales,:pantanos: o'rillas'de,iríos,)zonas;~r()picales~ Algunas 

ed sepl eccliiemsa sdee' ~lda···;irPe}g'~.-1ro~-•n·,ª •. · .. ''1-~a·~--... ~m).~a·~y~'.eo. sr·.-·1~-a,ie_-. -t,c1"e~~n-:e':~o~·¿~~~ :;\), ·~re~ o~á~; :,•De pe~ di en do 
un 'follaje «:aCluc:::.ifollo~. · 

--:-::-:e:; __ -,.:_~:.:..-.-~ ____ ::..:..~~--'-~~f;~:' ~,~-.::{:~~--··;.'-o';:;',:. ~~-t' -··".".,·"'·~·- "'.'";:; .. ;-~'-. 

Aunque las €,~~~~;:;;~ ..:~;íari con l,i': regi~~•;' l~~ Erythrinas son usadas 
principalmer1l:E!_é6;i;o: h' '"'' )/ ·< l+ -·< ;· --.·- · --

árboles de ~;:;¡;¡,·~~~en'f'¿utii~'ds -~C>mo. éafé:;y ·~a~~~.<~sp,eci._almente_ la 
E. fusca; ··.•E. ~/;--,;~':ii,~';'.,E;. ¿-,;;;~~at'd; · i:' poep"pfgiana -entre otras) y 
árboles ·-de -~~·~.;;~e eri~l~ntacio..;es d~ p-;..,;¡~~ta <l~clia)·· y vainilla 
(Puerto Rico);'.· -

cercas vi.vas. por su fácil reproducción por estaca,-
abono verde (la E. fusca, E. berteroanci;· E.· costarricensis, E. 

poeppigiana son usadas en Costa rica). 

ornamentales. (22) 
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Sus hojas tienen un gran valor como abono verde,·- y sus flores son 

usadas como alimento o_ en inf~sio,~es,. mÍ~~~ra.i .que sus semillas para 

joyería. Su madera es gri~á,~'ea, espo~josél' y liviana: fuerte pero poco 

durable, muy uimzadél para flotél~rir'es,:caj~s} 
:-,:-: ··-~-· _'.,,>"' .':·_·: ..•••.. ~·~. :.;:~_, ;.: __ ~ 

Las esp~cies ;.;.e· :;ythri/;a h~~ sld~ .;~jeÚ ;d~ ,d:ÍvDsos ~st¿dios por 

tener un•· . .;,fecto ;. tÓxiC:o ~¡,:;.;¡lar <11 ¿U~al"~¿ ~e~ido\él ·· 1a ~rE!sencia de 

alcalol des, los. <:uale~ ~~ conbent~an ', má~. ~;;'sus \~emítlas 'y cortezas que 

en su_s hojas; 

:.·. _ ... 

La Erythrir:iD edulis podría - ser la únka • espe,ci.IO!.:' de la·. cual las 

semillas son_ consumidas en la región· _Andina:•. de/. Colombia·· y ·Perú; 

mientras que, el follaje de otras·: especies. 'de· :.-,Erythrinas son 

ampliamente usados como alimento para> ~a~·~d;, :_v~<:_url'ó';y_· -caprino sin 

reportes de efectos dañinos. Aún no existe· if1forrT1él-.;iÓn aier~a .del uso de 

estas leguminosas como alimento en anT;;;a1¿5·~~"':~e~;~¡,~t°és,·· c22 1 

'i ,_ 

Muchos alcaloides son e_SPf>fÍfi_~()~:=~ célrél<:te~í;tlC()~}~~-lJ!';cgén_';'ro de 

la misma. familia pertenecen a un mis['lo/ordén.~¡orl;_E!(gé,nero_~e;ryt:hrino 

se han identificado IJ·erltÍ"oidina, agE!íit:E!; bloquedor riéuromÚscular;. otros 

alcaloides biológicamente activos identlficél'd'o's:· fueron ·-a-ertroidina, 

eribidina, eritralfna, erisodina y oxo-Í}·eri-troidi~a: (;~.- 22) 

El curaf'"e es un veneno de inmovilización que produce parálisis muscular en el organismo que lo 

ingiere. 
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2.2.1 Especie Ery.thrina americana. (25) 

Comúnmente llamada Colorín (también conocida como Chacalín, Madre 

Chanta!, Chacmolché, Pureque) es una especie que forma parte de la flora silvestre 

nativa de México. 

Son árboles de· follaje frondoso y caducifolio, verde claro, de hasta 9 metros de 

altura, por lo gene:ral se utilizan en jardinería por su llamativa floración. (Fig. 2.2) 

Su tallo/· es ·amarillento e irregular y sus ramas espinosas; las hojas son 

trifoliadas,· con hojuelas de aproximadamente 10 cm. de largo, casi deltoides y en la 

mayoria de io~ ~asas glabras, provistas de estipulas. 

Sus flores comúnmente de color rojizo-naranja, puntiagudas, brillantes y muy 

decorativas, están dispuestas en racimos de forma cónica cortos y_ d.ensos en los 

extremos de Las ramas, generalmente cuando están desprovistos de hojas· (Fig. 2.3). 

Las flores constan de un estambre largo de 6 cm. (aprox.); las alas y la quilla es 

pequeña (1 cm.), su color blanquecino. El androceo consta de 10 estambres 

repartidos en dos grupos, uno de nueve y otro aislado, los cuales salen fuera del 

pétalo enrollado que--alcanza su tamaño normal 7.5 cm., cuando está totalmente 

desarrollado. El ginaceo está rodeado en su base por un nectario y consta de un 

ovario alargado, comprimido, con un estilo simple que termina es un estigma 

pequeño. (26) Con frecuencia las flores son utilizadas en el arte culinario como 

legumbres a las cuales se les deben quitar las antenas y el pistilo (para evitar un 

sabor amargo) y sólo los pétalos cocidos son los que se utilizan. <271 
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El fruto es una legumbre de 10 a 20 cm. _de _largo Y. 2 cm. de ancho 
pedunculado, lin.;,ar.; falc.;.do, . C:on un estrangulamiento qu.;;' li~ltan los 
lóculos donde se alojan de 2 a 6 semillas (Fig: 2.:3); las cllales' tie;,en Una 
forma ovoid.; ·~é ·• 10~12. ;ITiin. de'· longitÚd: qué' al mad;;ra~e· son de color 
rojo vivo, esC:~~1'<ll:a -~· nil;;;Ínja; co;:.;'~· las 
con las que s::. e'lab~~~ri-C:oúar~s3'' 

. ~,··>, :;;_:?:. ':·;.e·~·\ :;:~.'-;'µ ~< .. ::··, -> ~:: .... :. .- . ..--...::'.·· ':·~-' ' 
Las propfe~}ci~~·tóxi_cás, del•ext~act~delassernillas .;,s.semej~nte· a 

las del curare; :p6ii;1t>'~:~úé\s'eY~:~·pi~ª p:ar"' ei.11TI1r.l¡¡r·anirnales·•.n0Civos~ 
además se usa como ~gente,;hipnÓ~ic~:' L.a'cor'teza y~ .:_os tallos tienen de 
igual mane~a:drc;~l.;;~·adé~·¡¿~j¿ .• ~·x d~-~~ .:.;~~eza sé'_é~i~~é. la. erltroidina 

(alcaloldt;> ··q;;e i~i'ú~\ ~¡fb~;;<;¡:~~i~f~riia_•riE;~'-'.1~s6'{ y_·•ü.r.la _tint_L.Fa•••amarilla. 
La madera e~\~<i~.;, ·;;lig,!;ra';apr~~,;·ctlil'éi.icpara tallar d,i,,jer~a~;tiguras. 

. . "' .-.. ·:_:··;:·y:··,,:;·.:: .·-.· -. ..-,_. ,- :.,-· .};:'.~'.-~· '. 
- --:,\.\: ;/' /:~~.\; /i)~t_:·;;;/:' --·-

Es una legurniiíosa de fácil, p~bf;<lgaC:ióó:~ ;;e-diaríte é5'f<lcas y no 
requiere degra~é:Íé~~..:.;;.:~rsci~ a!'!riC:61aipara;s~ c1.;sarrCl1l.o~'~"se"'c:uú1~an en 
las reglones trCl~j~~l~s y' subtropicale's de ambos' hemisferios:.' En· México, 
se encuentran·· 'én' el DistritcÍ Federai; · Morélos; Ver~Ú~z; · Chiapas y 
Yucatán, adornando camt'?Üones, p~rques y J~rdlnes: 
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2.2.1.1 Aspectos toxicológicos de la Eryt:hrina.americana. 

Estudios anteriores muestran que •la semilla .. de" la Eryt:hrina 

americana presenta ._un alt'o · '·contenido de proteína y grasa 

(macronutrlentes de· grári •< lm,portanc'i~ :. en la alirnenta~ión), además, 

contiene algunos f~~~~~;;5 antin;;'i:r:1C:Ío~~l;;s,; ~ tÓxicos' qui;? limitan su 

utilización, per.;~s:{~C:.~~ble i5S\'d .. ~to~Ífi'C:~~iÓn 'p~;:¿ia'l ;o ;.tt:ltal·· rrtediante 

procesos físicos~- ~úi;;,1~C:.;~ .. ~~~B~~li~i.ri\~~~~()'~; -.128'1 
/,·.- ~.·~: '.'-' --.... --- . '• ;·:~ . <\:~.:· ;.;- ,i '· . ~¿-, 

:-~'.( . _ .<,:~~;';~· :_}::t - >"' - . 
Los tóxic.;5:; de . m".'yor ;ú1~port'a11c_;a' i:onfE>f1ic:los en la • Eryt:hrina 

americanosont'cis~·.:tlciÚoides;'los;'cú~,Íes''están dist~ib~idos ·.,!n-:dlstintas 

regiones de La\¡)~iint'.a:·"~;;;la· E::<JineriC:alia; las ·-•tl6~..;~·y\~~ ~;;,~illas son 

ricas en alc;~\(,j~..;5; y :~stas' _s{j~'tp?~lbles ~j{jci~ d.. a~u'riíulaciÓn; se ha 

observado qÚe el proceso'de\c:l..;sarroÚo. y.·· ;,:.a:c1;..~~c1ó~i ateC:ta ·la síntesis 

de alcaloides.en_:!~ ~ta:ri~~?\ ' ... , .. · ·... ., .. 

En el ettucl;~f~1aliL_~cl _po~ ~:; ;s~~el~'. '/1c.;.lab~ra'dor .. s~fen '1993, se 

cuantificaron. algun'os,faét'ore.s ~ntlnÚtri~ional.es ~ tóxic~s'.en)a' harina de 

la semilla .m'ac:lu"raYc:le l~' E:;'c.'me;;"cana . 1;8 1 _.;~·¡¡,.r..;i>~rtó\ta:~re~enc1a de 
:~')::,,.,'._·,~- ··:~·-·- '~ .. , ·-

in hibidores ci~ .fr1p_s¡·~a; í~~tiilas •v:a'(cafoides;;~mlení:.ras'qúe;" la ~·harina 
destoxificadá. de' ¡,;~ta\sémnla ·¿cit;;·;~pre~E!';;tó•·• i~hÍbfdores ···de. trlpsina. 

Además, m.;?ci1~ri'~~>; c'~.;,;,fto~ia--tí~ ·••de . gases· . fÚeron ., f'ciE!...'t1f lcados los 

alcaloides: e'r';s;;';.;;~~;:'E?ris.;difl~: E!ritravlri~. a y ~::ertroidlna/ siendo éste 
último el má~· abundante.· ·· ··, 

_·;"~c{'.L. 
' 0.'~ ;< .. •• ' -:· • • " -.~ : - - ' • ' 

En 1996, un _,;5·tudio realizado por R. García-Mateas .y colaboradores 

deterrrii'.~-~ro~:- ~·~~- acU-~Ul~c·i·lln:-· ~~ los- alCaloides en:·t~dos los estadios (28) 

de desarrollo de .las semillas de la E. americana~ Se detectó que el mayor 

contenido de éstos se encuentra en las semillas maduras; así como, el 
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contenido de. prote;na y de., al.caloides se ií!crementa simultá.neamente 

durante la maduración del fruto y tienen una· relación .inversa con el 

contenido dé nlt~Ó.geno no-proteic~ . 
. '<->· '.·<~~: .·:": '. ', :, :::. ; 

Poste~iormen~e· en•1 ~~7,;R::G~r~;~.'.Mate;;s···Y ~olilb~radorés .en un 

estudio re<ll i:Zildo"S a: l.;¿: ·~ic~Í.¡;id~s •de ~;;¡; éspeci~s ·· de Erythr;na 

endémicas· dJ' t.\é~i¿C) 1i~¡. ;~C)ridluy~~C)n f:~~~Li; <Cl¡;:¡~~icana contiene la 

mayor coil¿~~~r~¿iÓ~'. de•a(c'aloides en rel;;ciÓñ a:<i.~s demás especies 

analizadas;: además; ;:.;;;;;~~ ~l·¿·~l'.'.,id~~' íclé~tíd~a'~<>s ' se distribuyen 

prlné::ipalmente ~W l~~· ~~rrii'tlili' ;.;,'adu~a~ .s«?da~ ~ · e.n segundo término las 

flores de la ·E; americana>' .: 
~-- ,- -

: , .. ~, ·/-~~ 

·~. : 

Mientras.que ·en·.199s; .A; Sotelo y s •. Lucas1s, observaron que en 

las vainas.• inma'diira'~ ··. (ejoÚis) ,'dé. la E •• ;.;,,~~;cana no se .detectaron 

~~::::~:::s ~}~¡}l~~~~?~~~p·a~~:;T!s¿:n~~:;~y~~t::~l:~~:~ •.. ~::::~~d~o p:: 
lo que la. c':oncelltraclón/de alcaloides se, l~cr;;\:néñta ~con él tiempo de 

' ··· · • -"·-•-- ,. · ,--.· _ ,,_. !' _ L-. e • . .• e _ _._ ·- . L-' . ,. •. , , •. .~ .. ~. ,. • 

maduración al¿~~:l;il~do ;ll ri:i~·)cfrri°' éú~n(j~.~~.semil~~ está madÚra: 
'_'. :· c. - -~ .-:·. ·;-'-;.-·"--,:_,~-' 

•c.'.:'• 

Los resÚltadc>s de estudio~ CO:nteri()~~s:·¡:.eflejan lCls bajos niveles de 

factores antin~t.rÍclonales en ~;millas 1n;.,'<1dur~s d.; ·la:E;.'.Americana, por 

lo que podrían ser utilizada~ co~o compl~~e;,tC:.s de la áÍimentación 

animal. 
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2.3 Análisis químico de ·un alimento. 

Un alimento es una asocla.ción compleja de· Innumerables . . . , 

compuestos, por. lo :·que: la evaluació·n· ·del. valor nutrlmentat" de un 

alimento es fÚndam"~'.nt~l en la cl,.;;nCia d.;; l~ nut;i~ión'. c3o1 
·-: 

La comp()~i~i,ón ° de· ~frdie~tes•2de los :;¿~llrnenio~, .como las 

leguminosas; depenC:te(d~;c:1istin~ósJ,factores tiil"'; ¿~,,:.;º la especie, el 
suelo de culti;,6; é1'C:Linia/eté:'~;(por ~lo que· sus aplicaciones en nutrición 

humana y animal h·.;;~ ~ii:l~/di~;r~~·~. 

Los a~Alisis ?~uát"'~ de:lo:: ~li~"'~~~s no ·pretenden determinar su 

total y compleja~:coO,i:iósici,ó,.;i;'!~~o ot:i~t~,,té"~ "'l illláúsis proximal o 

bromatológiC:o ~5· u~ad_~ pa~a ~JE'.rtas ~e'tér~;~a~io,,es'~onv.;;ní::i~nales ·de 

grupo de comp~nel'li~,s iifi~~.s. 1~1'). • ·•• E~te{étipo/ cié : iinál!!>is es< de . gran 
importancia: pa~·.; ·•::'ai.i~í:é~izaryideterminar ';;i.l{valol": (!.;;,acuerdo a sus 

componentes··· :Princi¡{;t.;~: ~~m~'d~"é1;0 '~pr:'~t'E!i~~;1~.\¡~fcici5;i;;hi::iratos de 

carbono, ceniz.¡s (..rii~¡,;~ales) y fibl"á. ~ 131 ; ~;) 'L~~ ~~Í:',;d~51 .;ITI~leados en 

el análisis proxirrlal son .;;~tandarizádos y ~~robados p~r la As"~c>ctation of 

Official Analytlc~i ~hemf~is (¡OAC)-133¡ 
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2.4 Calidad .de las proteínas. 

Las proteínas son· ma.cromoléculas resultantes de .la poUmer;záción 

de los aminoácid.os. medlante enláces peptídiéos. Por. lo . que sus 

propiedades riutrlt.i"a.s y é~racterístlca,s fíS'íc~¡ y químicas. dependen 

completameritl! del Úp.:;~'de';la'cé:.riC:~ntr'acióñ y.de la secuencia de unión 

de los monómero~'C:onst~~~ú~.ei"ltes: (~2): .. ,. 

·.~.:~:·., ·~~)> . .. ·::¡,::: .. 
En la dieta, l~ ;flln<:lóri ~-rincipal• d(? las pr.:lteínas es. suministrar al 

organismo : una ~.;;'~~l;c, d;<ari;i,;'.;á~idos: en < l;,.·s dosis ¡;:de~uadas para 

síntesis y mantenlmfen~o ei;;,~ié:.5\ejiciós C:~rl''Úal~s:~;;:.)' . 
: ,_,:.; 

., 

Hay 20 amlri;;áC:td~~ :fn..,olÍ:acr¡;doS' l!n la .f;;~ÍTlaC:ión •de. las proteínas 

:.:~~:.::~:~:¡:;1jfilf:~~Jf rJf i!f J1~~Jtt~f !!i~t~¡i~~~h:~;i.·.:~ 
Los aminóácidos;'A"~·;~~~t~t~~ 'so;,::.·:'his"'ti~ftna '1' (se:' con~td'~i~. ·~a~{rioácido 
esencial solo en )'l'a'.\~.~apa f~t~~n~lÍ);· valÍg·~; ~ fenilálanÍna, .·. treonlna, 

• • • .. :)--- ' - • ,,.-._~'--'_'. . .'=_ -

met1onina, ;'.isin~·:.~~l1¿; 2~~ @ºl~~ci1;::~: .·y_. ú1~t~~~:~:a1~;~·:: ·· 

Las diversas fuentes 'd'I! proteí~'aS' de l~~;alirllentos tienen distinta 

calidad nut~itiva o tllodispo~i~ilici~ci;:'~5é::ci~ii~; difieren en su capacidad 

para proporcionar el o los, ~ut~·j~';;;;,t:~~}qt~~~·~: ~~·eden liberar y absorber 

en el aparato digestivo según,L¡is'· n:~cesidades del organismo. 
--~~_..;-,,~:~ -.:_,:;'~·:' 

La calidad de las proteínas·se pÜ.~de,Ca~acterizar por tres factores: 

el contenido total de aminoá~ldos esenciales, 

.., digestibilidad de las proteínas, 

.., biodisponibilidad de los aminoácidos. 

-----· ·-- ·-------------
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La determinación de la calidad de· las proteínas se puede realizar 
por métodos directos, principalme.nte técnicas. in· vivo, o bien por 
métodos indirectos,· en · dónde··.·se· ·correlacionan ·•estadístiéamente. los 

resultados del análisis de aminoácidos_ y de l~df~e~IÓi~íiid~d. (l~) 

Los métodos· :ire:;c:>: s:
2.C¡t:: ~{!:{ffc~r .. cc>n ·~as~ ·.~n •.ta técnica 

analítica usaá.'i: O:.étodos'q~\iri1cós'y .:rti.t.c>Cic:>s;biológlC:ós o blcÍensayos . 

... m.~::·~j:t~f J~~~~titiil~~i.z ~¡;:;:. td~:Z'f :n:~.:.~d~; 
de éstas y,.~¡; s~ ;campará'. .. con; un~·.' ~~}Ó'l"tÍ,m~i~~lo~. biológico, se 

determina sJc~ntenfdo /de a;ni~oácl~C)sesenclales;~.ef;lclentes. ¡31¡ El 
aná1 is is quí ~¡¿º :~;f.;r·~¡ ~~:'c~i~~¿;~t~~íc!¡;ºd·~ .''.;;~1 no·ii~~Cio~ ·(aminogram a>, 
con el cual se p_¡_;ede~c-~lcu1ad·i~1{\~diC:e :q~í.lllic'~c ~.;,. ~;;JicC:ión ;bi~lóglca 
conocido Coffi,c~-é"c:i1;fÍcaéióri .. ·qu;TnicCi'. .,"": , - . -

La 

Mitchell ~l~~k~~~~E~_1J~1~~!lí:(~~1~~-;s:~:7::~'1e:c~~=~:~~a~r~=~::::c~=~ 
existente entre•~t ~a10H d\{cada'~minClá~1cio esE!nC:1a1idE!. taf proteína en 

:;;~~~~c~onacim71rn;o;a·~c···~1'.:d';o}.:f~~J.ª~~d~~!;¡~: .•.. c.·m·~ºe·~··n~=º:~mr;.u·i···n .• llv0a,;t··º·~r~.=.·.• .•. ·.·id.ine'.fti~ti~.'~:;::. :: 
considera detíé::1.!"'1t.;, ál ·.•;p~~~~lltaje de 
aminoácido E!senci~l ;;ri~~'1t;~~~ y, . po,r: Gn~~: ii..;,ita~tE> p~ra ta 
utilización de la proteína .. El valor del porce·n~~j~ del aminoácido 

deficiente se le denomina calificación química .. 116¡ 
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Para la proteína en estudio, el aminoácido llmitante es el 

componente que determina el valor: global ·de la proteína~- Entre las 

ventajas que presenta este método es "ta sencillez al fdentlflcar. el 

aminoácido llmitarÍte (lo ~ual no es pc;~Íbl~ ~.;' .:,~ bi~e~say~) y el diseño 

de las mezclas de p~oi:e'í~as có~plementi!lrl~s ~~i~ \obtener •.. una' mayor 
·, ·~-'. 

calidad. -.: - .. -.-~. :.- " ~' -.: . -. ,· .: -; -:·:<. ' - "~: 

' ' <:~;.. "> ' . . · .. -,, ' ·,> .. ·:.,: :· . 

Hoy en día;. la .v.aloracl.ón' cuantitativa de -los' arii1'noácl.d.os de 

proteínas de un a111l1ento sé. r<;?atiza;: pre'via 'hfdrólfsl~ del polimero 

las 

en 
~-. ..,_ ' . -.- . . . . - ' ,' '_:" 

condiciones· drásticas .. tanto' ácidas como ·alcallna's, por cromatografía o 

analizadores. aútomátlco~ bi!lsándo~e ~n el· comportamiento ácido-base de 

los aminoácidos. (lZ>. 

2.4.1.1 Ariállsls de aminoácidos por HPLC. 

La impor~~~:C:1~:d;;,l ;náÚsis de aminoácidos de un alimento .va más 
·- -_ ··.,t..: .. :.-

allá de conocer~ sú valo'r niitriclonal, sino para detectar posible presencia 

de contaminan.tes,- adulterantes, aminoácidos o péptidos tóxicos después 

de un proceso' c101·•;. 
-~· ;,;,~ !"J:~--
·:.c' 

La crolTlatografí~ de. l~quidos de alta resolución (si_glas: en. ingles 

HPLC) es empl~ada;'cÓm~<:~étodo de separación e ldentff1C:ac1Ól1 de 

compuestos',' con base,; en .ca~acterístlcas fisicoqi.iímiC:~-5-(:j~ ést~s: y ha 

llegado a ser un ~étod_o'_}¿tinario en la mayoría de las á~-~'a/'de'.inálisis 
instrumental. ... - .· .. > _-:L z r L ... 

Básicamente, el instrumento de cromatografía de, líquidos de alta 

resolución esta compuesto-de un d~p.ósfto de. disolventes, una. bomba de 
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alta eficiencia y precisión; un dispositivo de inye.cción, una ·cofumna, un 

detector y un amplificador de ·señ.al; 

Actualmente, el• ·método ·:c:te HPLC es ,·.:l.J~'1titativ:o: rápido, 

altamente ···sensi't.1; •...•. ·ca~a;. 'd... pi-odué.ir)'lJna ;bü~~~· resC>tüciÓn entre 

:·~:::::·:::~~~::?¿:Jff :t:~~t·1~i~t~:;fü~~1:111~t~i1r~t Al:·:::: 
deriva tización ····pÜede'.•~i;¡¡;id lrse'en !dos~ técnicas:••. p.;ts~ ;ó;p~E,ccifi,; mna. No 

obstante, 1a más :.~m'íl1ead~." ~'~~ª :ceí'1• ·a:~'áli~is Hi~ ª,:.;·i.:¡~iu~ici<>s es ta ",.,;· ~~> ~i~>"' ~~-;:· ~,::_:~ 

de"••~:z•,:••:;~:~;,~1:~;; • ·~;:c&ú: ""; ; '" ~:f :~ 2•; a:•no•C<do• e• 
tratada con un reach;¡¡;() para•.forinar derivadC>s los cuales' son altamente 

absorbentes en la:-~eg~Ón ~lt;~vi~~et~ > ~~-¿Üed',;n· s~~ separados por 

cromatografía cÍÉi'fás~·rfivers'a. (CFRf:' La CFR·~~·\.1ri sistema de partición 

en el cual l~ fasE, mÓ';,u es más pólar ql,J~ lltf~s~ e~tacionaria. La fase 

estacionar!~- ;.,fá~ u~-ada es la silica ·enlazad-'11 éon cádenas octadecil (C ••» 
con buffer- cie' 'acetato y un gradie'nte' de acetron itrilo o metano! como 

fase móvil. (16) 

2.4.2 Métodos Biológicos. 

Aunque el perfil . de. aminoácidos, es importante en la calidad 

nutricional de una pr~tefna, su sl..lscepilbilidad a la hidrÓlisis es.el mayor 

determinante de la dispo~lbiÚd·~-d ~-e al'Tlin~á-~idos~ Si un'a proteína no es 

digerible, ésta no tiene, una buena calidad-' de proteína .a pesar de su 

perfil de aminoácidos esenciales. 1101 
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La evaluación biológica ;de la calidad proteica es: una medida .del 

contenido, proporción y disponi'billd~d ele los· a,.;,i~oácidos esenciales. 

Los bioensayos • ·• cl.:.term-inan .·.: l~;; b~odi~¡;.;·,,;bllldad ·. • de · · 1as proteínas 

~~~~~~:~~if .:~&~t;~~~1t~rt~~':~l;~J1~~tf ~:~~~~~t:J:::~~ 
inf ormaci Ón< ~ce:r¿~•ide ··las:~~i'rioá'éid';;s ~~e~.:i~l.;s~ 

Entre los b·i~e'1say~2(~_::· i~1l1~:dcs están la relación de eficiencia 

proteica (REf>) y'la c:lige'stí.bilÍdád; 

Desarrollado/pori':'ósbo~~~e+en';-í 919; es el método más antiguo y 

conocido pa~~ lá~ evalÚaclÓrÍ iiUt~iti~a de proteínas. En 1975, fue 

adoptado por. la' AOAC éómC>'mété:>do-oflcial para determinar la calidad de 
.'~~-~ -=.--::i'.;; • .J: .=-· ._ '.'~>:·· 

las proteínas:• (i~; · .. ~·' • · · 
'-," ·.· :;--.~:-.;~r:>> <~,·-~\, 

La REP .es Un '.ínclfce' d~l aumento de peso con una ingesta proteica 

establecida medidá. en/..1'1 determinado periodo de tiempo; Este:.:1'1ciice ha 

sido usado amplla;'e:ni~; .~a ~ue bajo condiciones estandar~i~~a~ es un 

método con validez'estadística, además de ser sencillo. La're:tació'1 entre 
- .. ·.. _. e< ' -.- ,- ,. • ~- ;_ ·" .. • '.' 

la REP y· la cap-acldad de una proteína para suministrar ·todos - los 
. ' ,_, 

aminoácidos esénclales en cantidades necesarias no es lineal. 1101 
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2.4.2.2 Digestibilidad (in vivo). 
- - -- -

La digestibilidad .de· una proteína es la fracción del nitrógeno 

Ingerido que .se: absorbe, e.s decir, la disponibilidad de los aminoácidos 

constituyentes de: la p~ot.;í,;a,'. para ser absorbidos por el organismo de 
... ··_,, 

prueba.. > '{ . . (. 

~~~::::::·:7.:=~~1~~1tt Ai~~;.~ .. ::;::::::::·~:~:::;;~::" ~: 
cantidad d~· ~ltrÓ~~,'.;().·~~~;j,:i,;do >¡,,ediante la. diferencia del ingerido en 

la dieta admlnÍstr¡;.d~y ;et'nit;:'.5~~.:;o eifminado por)Íeces, Hay dos tipos 
de digestibilld~cÍ; ; " ;: • • ·~;. ·~j · .. · . . .: ; : · ::·:· 

a) Digestib~lic/~d a~~';~~t!3<~~): ~a. c:ual no'~s :~~ét:e~ida e~acta 
de ... ladlgestibilidad; det·~·n:1tróge~o/de•,la .. dieta,. ·,ya.: que sólo 

considera el'nitrógeno fecat•.e)(ógeno(h~ces).·•L >··.e 

b > o;~::::~~~~i :Z:±f~§:f~f~·lWJ~:~ª(.~~i:<>~=f~!-~J;~~~~~~~r~~:~e~: 
descamácio.;~s • c1e'·: t~;' .~éi'Sí~s',; c:I~ (•ta ; mu¿isa s .• iní:esttnát, 

enzimas rr,;~:¡:;~l;~¡s;~~tc.' ,;~)< };fr· ~;.. . ..·-~·' ~.·: .· 

La dige~ti~iii~~;d .~i {~ ~r:~ei;~. d~) l~~_semÍltas"de tas .. leguminosas 

es generalmente'~ b;.)a; en ;,compárac,.ión.:icon :las\ pr()teinas animales; La 

causa de:. est.; ~a1.'.r:s~·· ~~.l>eij~a·J~la{pr~se~·¿'j~~ • .:ie'.fa~'t.ores·• tales .como: 

taninos, fibr;;:, ~.;C:~in~~:'.gornas;\leétin,a's;:in,hibldoresde tri~~ina, entre 

otros. Los pr~ces6s~iÉ!r,,:;f cci~,~;;d~f~db~;µ~~~~'~' in~jorar .. la ·digestibilidad 

de la protei~~ ·· por~ ta' : desl:~GcC::iÓ~ d~ l;;s ·fi'lctores antinutriC:ionales 

termolábiles·y I~ 'a'pertu~a de .la e~tructura proteica causada por la 

desnaturalización facilitando la hidrólisis enzimática. c361 
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2.5 Tratamientos de destoxlflcación; 

De acuerdo a Parácelso; la toxicidad de una sustancia va en 

función de la cantidad lng~rÍda ~ de l~' sehsibflfdad del organismo que lo 

Ingiere; además,···.rn~chos d"' -~stofc~,;,puestos; se inactfvan o elfmfnan 
cuando son so~etfdCls a•~aÍ.;r,·u ol:~oi·t:r.élti.mfe~to ·de destoxiffcacfón. Por 

lo cual, la toxicidadd~~e"•~alÓ~áisi:si';;~p~e considerando las cantidades 

y formas ·de cónsunÍo en' lo~•prodJ"éios'ClesÚna"dos a la alimentación. 

Las lf1T1itild1ones ,qJe" los;,(ilét~ris/ ~ntfnutricfonales . imponen al 

~~:.:E:;:1;·:Y~~::~r;pf ~~t~!~ii~~~iii1.,~~·:;;::B;E~:~~;:·: 
una simple cocción c:;,,.;\"agua} hasta".aqúellos que involucren. una o varias 

extracé:fonés o ~~rfff~~-cfo.~~s ~~{pJ~~-~·,.; ~~su_l~~r;;ti·;i5t:ante laboriosos y 

costosos .. 116)·-· Como se demuestra erÍ-,.~l estudto"·realfzado por L. Jfménez, 

en 1994; - donde . prc>'¿~·i;c;"'.un":iraí:á~'ientoi{(ié-hrii¿o con presión y 

condiciones es~f;!~'¡iic;ii:'. d~ _é'témper'aúir'a:;~y - tférnpo seguido de una 

;i:tr::ci=~-~~:r11-~~~t~;~i~'.~~~~~f~¡~ft1J~(::~s;Y~~~::ic:·s 0<::;::7~:a::n:; 
alcaloides), 'cufdand"o no é'ausar algún•i:ía'i\o'~-n·.1a .cantidad y calidad de la 

proteína prese~l:i.;:;~1 ~e's:Últ;¡do~d;l-~~Cl';;~;;'.:,'icie'.destoxiffcación aplicado a 

la harina • de E; . .;,,;e;•;:_:j~;'¡;-,¡,_;;f~ei.cle(;91 % \~-élra . el contenido de los 

inhfbfdores- cie t:~ips-fna; mient~a~ qi:.,;·~~ra••1;5 ·, lectinas y los alcaloides 

estos tueron eliminados casi ~~r-~ClrTl~iE!t:CI:(~~, 
"'" " 

Entre los procesos a los que son scimétfdos los alimentos se 

encuentra el tratamiento térmico con el cual .se: propician diferentes 

reacciones en las que llegan a intervenir todos los compuestos 
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presentes; algunas de las modificaciones que ocurren son· benéficas, 
otras, son dañinas·y se van presentando en función de la .intensidad del 

tratamiento térmico~ 12oi >Las r.;f.;·rencias demuestra.o q,;e los efectos 

tóxicos de las legll;ninosa.s pueden .ser parcial o tclt.a.~rrie,.;té elimiri-ados 

por métodos' apropia~os1'dé,;coéción;< ade'ri.'á~ ¡ Cí~ ~ÍJe"· se.J~resenta .un 

:;::~::~ºJ}~·~····;;:f~~ ~·E~~tt~:~¿g;<1:r~~2~:itfi~::!:;'ªd:~;~~~p~~c:·~1::~ 
ya que las pr~~~in'as·'.~uedén'; presentar~ m,odificaclonés no deseables.· que 

disminuy:an'·~~ 'calidacLbiológiéaJ (16> < 
.;," .. f-· ·.·y/ó,:. :.'.:-., ~/.: ' - < 

2.5.1 C~li¡~~d d~ .. , 

La co~cfó;:; e~· cc'.>;:;~ider.a.da 'u,;~ de. los procedimientos más antiguos 

en la preparación d.; i.um.;nttis~{i;) ·e:~. las. le~~rnÍno~as', el principal 

propósito del COCÍnlie'rtto es:su~vizit'~ el grano; paraihacerlo comestible y 

desarrollar su s¡ibo.r, . '( . aro.ITI_~_;., ro \<iu,é · tji_~jóra, sus' c¿,ra~t.;risticas 
sensoriales y nutricias·: (1S) . . , > ,;>. ,;>: ; · ;···· 

El tiempo de cocJmient_o~;3c~~~~i~ ;.~~~~'..i~~~ti:,;~r•' lri~•.•factores 
~~ti;~;ri::dnr~~es a::g:;:;rl:l ::::~~is~~~it~~~~7!t:~l~:r::~\:sss::~\l::: 
termolábiles tales como los inhibidores•' de •eiizimas ··(por ejemplo la 

tripsina), lectinas; además, indúce '1a'~~l'~titÍ'd~'d'\:te ~ompuestos como el 

ácido cianhídrico y algunos de los co..;;porÍerites. desagradables, reduce el 

nivel de taninos. (20) 
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La calidad de la cocción representa el tiempo que el grano 

necesita para ser suavizado>, ésta se ve influenciada por distintos 

factores: .. la variedad de l¡; ~emnia,: 
.. ::sc:::ffi~ti:tz;;~:i:~~z~;x;~;~to <humedad, tiempo .. 
.. 
.. 

y temp.i:~t.i:.r-a:>';'; :};;é ,; < ·.···· •· ·, 
LOs t'i-élta·ntt.ent·~~- P~~~i~s··,~~-~ca-~d:~-~o, re~OJo) 
condicfci~es'J.;·¿o~'iló~;,don o sin presión, adidón de algún tipo 

de sal). ·,~7)> ',, 

Cuand() se ;~ll~.a,~c~l~r, ~~o de: los cambios más slgnlflcatlvos en la 

proteína es una mod!flca€ió~ (positiva cÍ i:legatlva) del valor de la REP, ya 

que un exceso de·,, Ú;;.m'po'ide cocción j>i:i'eé:te, dlsmlnuiÍ:; la calidad de la 
-, , ___ . -· •. -~-::~:: ,-.· ,1 •. ~ ·~-::_~-::- ·~---- -~::..:·;,.:::_;- • - -;::.;.·-~, --~-:e'·~ .-<,;;:"_'; ':-_-.• _·:-''. - ~-~ '. ::'.'.0 - .. ':-e'·--::_ _ - '_. _:_<;:·:. ·.;.'; __ ; .•.. -~'-. -: · -

proteína. Un incremento ell. eCvalor~de la REP:es•cáusado por distintas 

razones con uÍl ;proé:E!S-C,+eie:desna'.tUraÚÚ~ió~: d~~(~~ ·protefrias . trayendo 

consigo los ~igui.;nt.;~ ef~cl:~'s; \ ; / ,;': 

a) se abren , los : ~~ú~'éptldos:'.i y . los, E!n~a~.;,'5 • peptí<Jlcos·. Internos se 

expon.;n, lo_ :que• fa'~fi1ia~ la:ciaé:ción de i las enzlmás'•d! gestfvas sobre 
-·=·!-.··,e,:_ '·.;;.· .. ,o-:·,; o;;,,- - · ' ' -··,_ _'...,_.~:;:_,.·,_ 

éstos, -··, -~-','-- · ' 

los amino~cid6~ azlJfrad~s'y el t~iptof;,,:;~; b~~.l~gi~;s;,,,',nte, son más b) 

disponibles, , · 

c) desactivación' de los'.iactores. tóxicos y .;,:,-tfnuÚlclon.,;íe:s 'termolábfles, 
d) desacti•J'ació-~-·~ d-~ ,aÍ:~;~nas- ~nz·i~aS· dig~Stiy~,~- :-~~,~---~~~-de:~-,-~~;usai- -daños 

a las protE!i~:'a~s-:-~~:~-2>·:--~"-·: .. ··· 

La cocción es destcixlflcar de factores 

termoláblles a las leguminosas; no obstante, es necesaria la adecuada 

aplicación de ésta. 
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METODOLOGÍA 

En la figura 3.1 se muestra el diagrama general de trabajo de este estudio, 

posteriormente se explica cada paso de manera detallada. 

Análisis 
proximal 

Recolección de la muestra 

Preparación de la muestra 

fLim¡;1eza·y~·¡ecx;1oñ«:iti1 
! ............... Jª .. ffi.4~;!ID¡I ............ _) 

V r············ .................................................... -············-····1 

r······M·ü·estra~Cñidas········¡ r························M~e-;traS~ñeStüdi0-······-·-·-··-·-·1 
¡_ (Referencia) j 1 (Tratamiento té011ico: cocción con agua) J 
----·-···-····::¡::······-················ ·········-···--······-·······-·--·¡-······-··--::-.::-:-....:.·.::::=:-... 

c:::::~~:~~~:~~¡~~:::::J 1-···-->[ :~E~~: i 

c:::::~'.'.'!i~~~¡~~::~~J [~ii~J ·-------------· 
l.-························--····-·-·-···-··-·······--······-····-···········---·-1 

Determinación 
de factores tóxicos 

(lectinas y alcaloides) 

c-··M"ai~~;:;··--::_1 

Cuantificación de los 
factores antinutricionales 

(inhibidores de tripsina 
y taninos) 

Fig. 3.1 Diagrama general de Trabajo 

Evaluación de la 
calidad proteica 

---------------------·--------------
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3.1 Recopilación de la Materia Prima. 
Los ejotes de Erythrina americana (Fig. 3.2), de entre 6 y 8 semanas de 

desarrollo, fueron recolectados de árboles localizados en el Campo Universitario de la 

Ciudad de México; su caracterización botánica fue previamente realizada. 

-· ·-rrs1s 
VM~t~ N: 

CON 
ORIGEN 
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3.2 Preparación. de la muest_ra. 
Los ejotes de E. americana recÓlectados · fueron ·Sometidos-. a una 

selección y limp·iez·a~::. doride '.',:·~~ ·"etirri.fnó' 'ta:·· nl~ter·i~ ~xtrafia·~ m~dian"te una 

franela impregnada el';; ¡,na soíii::ió-n de hipodorÍto d·.;_s~dlo al :, 0% seguida de 

otra impregnada de a8'ua·deséÍ1a<ia: L:~"s.caraé:i-.i:.'risti¿as.l.;\as niúestras .. fuerón: 

(1) las semillas liimádur",;s ;?de"Er~th~ina§ anie;;',:~~a; ·se ~btu~ierori del 

(2) 

interior,, ·_~je:>~~-~~-~·'. r·~COieC't'ad·o·~-.-t .pr~_Set~ro_n los . Siguientes 

··« :. : ': '.:.: ... '. :..:~~: .: 

tamaño: -,o -~•1s:rr.;.,f de la~g;, 
forma: ov~-i~~- ~:~~' u~.-:e~~-;~-~ig-~l·B~-i:·~·n_t~:"eri la parte. central, 

teni.;ndd. asC ia. ré:>rrri~~ arri f..;ñacla' 
~ ·, ::: 

vai'1as verdes de 1 O a 

3. 2.1 MÚestras .de referencia. 

Esto corresponde. a las muestras crudas (semilla inmadura y el ejote), las 

cuales recibieron, por separado, el siguie_nte proceso: 

'l:> Seccionado de las muestras. 

'l:> Pesaje de la muestra. 

'l:> Congelación de las muestras y el posterior almacenamiento en 

congelación hasta la etapa siguiente. 

~ Liofilización: hasta verificar que la muestra presentó la eliminación de 

la mayor cantidad de humedad (teniendo una apariencia de polvillo). Se 

hizo con el propósito de evitar modificaciones bioquímicas y daños al 

tejido de las muestras .. 

'l:> Molienda: con una malla de 0.5 mm. 

~ Homogenización. 

~ Almacenaje en recipiente de plástico a temperatura ambiente. 
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3.2.2 Muestras en estudio. 

Esto corresponde· a las muestras (semilla inmadura y el ejote) que fueron 
·- . .. .-· .. . -

sometidas al trata·m1erito. tér!11iCO, por. separado~ de_ acuerdo ·al siguiente 

proceso: 

~ Secci'onado ·ese:Lás·"~U-~st~~s~-'Por;separado.': -

ii,. Pesado', de, l~: ,;.'uestra con agua• ~ara i t'e~er, una• relación 1 :5 (material 

ii,. ~;:~::;:~r:~f1;mico: cocción en a~ua Jir~i~n'~~ • p~r: dos horas hasta un 
-. ---: ·,;.<.-, .. _~J~··'!;. ·< 

ii,. ;~i::i:;i~: :
0

~~:~~!"c1~ ~ocinii~~tX de ~;iéi;, n1~~stra. 
LavadO c~-~--a·g~a ·,·d~s~-i-La·d-~: {~'~ra ·~Ú'~,i~~:~' ~~~:~.~~-- ~-~l_. a~ua·· d-e cocimiento. 

Retirare,l:~xc'esode,a~;..,;'.:;, '.<' ··~···.:·:, ,., , . 
ii,. Secado: ,Se'·colocaron en charolas; en ,capas delgadas :y se sometieron a 

corrientes d~ "i~~ a SOº¿ íi.ista .q~.e ia"mu;;,s~~a rnost~ó la eliminación de 

la mayor ~antidad d~' ·hlJ;.;.:,~dad'.' 
- ·- - .. - :,- -- • - .-·-,:' > :· . -.- , - . ~ -

ii,. Molienda:.co·n,una malla.de,O.S mm. 

~ HomOStini~aciÓn·-~-nlan·ila1~-;--c ·_ 

ii,. Almacenaje en recipiente de plástic.o a temperatura ambiente. 

• Equipo empleado: 

Liofilizadora marca LABCONCO mod; 4;5 

Balanza granataria marca August Sauter 

Estufa de circulación forzada, marca LAB·LINE mod. lmpereal 111 

Molino marca Thomas·Wiley, mod. 4 

38 



!Metoáofogia 

3.3 Caracterización Bromatológica. 
El análisis bromatológico o. p;·oximat' se realizó de acuerdo a las 

técnicas descri-~as' en' el·A~AC 13 ~'¡. 'Lá's deter~inac'iones fueron: humedad, 

cenizas, ,p,t'oteill~"(i::r'iid,;~ gr,~s~ é;ud~, <fibra cruda, las cuales se 

realizar~'n por tripll~ado.' : 

Mientras 'q~4' . los .. hl~ra~'as de carbono asimilables fueron 

calculados ~ar• ciJf.;;ren¿j~';' 
%CHO's · asimHa,bles'· = 100 · (%Fibra cruda + %Grasa + %Humedad + 

%Proteínas + %Cenizas) 

3.4 Determiiiación de factores antinutricionales y 
~;c.•'.~:·• ::.< .. ·,,::-.>·--. ·\-. :.> .. '; <- .->_ .. ----.·-_:_- .-. __ -

AlgunatSÓ:t c~:¡ técnic~s <~a~a ·1a.· det~rmi~aclón 'de.los factores 

tóxicos y anti,.,Útri~i'oll-..les rE?q~feren 'áe ~u;st~a .•dese~~ri.sada, por lo 

que se sig_;¡{, Ía téC::nfC::'~< ~~Ílcié'.,;.;ada anteriormente para la 

determinación . de' grasa;· además, de La prepar~ciÓn de reactivos 

específicos, las cuales se encuentran ell el anexo' A. 
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3 .4.1 Determinación de lecttnas. 1351 

Fundamento: 

La detección de :tectfnas o. hemaglutininas en extraétos de plantas 

se lle,,; a ¡;_ · ~ab<>: co~ i.ma':. técnica de. diluciones seriadas en la cual se 

determina'.etfp~~tc(.tiria1 por estimación. visUal de la aglutinación de los 

glóbulos. rojo~ e.:l est .... dio'. ' . 

El ·;n'ét'c.ci,fs:ci.i!~·ríi'icrc:>aglutinación es rápido y requiere una minima 

cantidad•. de· rÍlÚ~stra; ·además de glóbulos lavados y activados con una 

solución ·de.:'pronasa ya que la sensibilidad de la aglutinación se mejora 

considerahlemente con este tratamiento. 

Material/ Reactivos: 
• Parilla múltiple con agitación marca THERMOLINE, Mod.4 
• Centrifuga marca lnternational Clinical Centrifuge, Mod A3076x-2 
•Tubos de centrifuga de 15 mL con graduación 
• Incubadora marca BLUE·M 
+ Espectrofotómetro marca SEQUOIA·TURNER, Mod. 340 
• Adaptador para celdas de 1 o x 75 mm (acondicionado a una abertura 

de 1 cm2 ) 

• Microtiter Kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA) 
• Filtro de vidrio con fibra de vidrio 
<O> Sangre de Hámster desfibrinada y lavada 
• Solución anticoagulante (Anexo A.1) 
• Solución salina al 1 .0% . : , 
• Solución salina al 0.9% •/:.: · ·. . 
• Solución de pronasa de S. grisens'(SIGMA P-5005) al 0.2% en solución 

salina 

Procedimiento: 

a) Preparación del extracto: 

Se requiere gramo de muestra finamente molida y con un 

contenido de grasa <5%, el cual se suspende en 1 O mL de solución salina 
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al 1 %, se efectúa una extracción con agitación mecánica durante 2 horas 
.. ·: .. ' .-

ª 300 r.p.m. a temperatu.ra ambiente. 

Después de; es't~ tle~p.,;, ~É! (~.,;'~trlf;,.~¡;, el <?X tracto a .14~0 r.p. m. 

durante 15 minútostpara'.: el1mir.ár::tet~'~.;~IC1ue>. 1nsotuble:;el,sobrenadante 

se filtra ;. ~riivés'd~l:fií~~;;<d~f!l~'~il~C1<i;.'ie>i,~ ci"' s~~ ~"c~~a~1·c, ~e•'puede 
lavar el residuo cof1'i'más ~oluclón. ~~~I~~ al /1 %; •.. ~arall~var •. el. ;.,;_tracto 

filtrado al volumen,inl~f~lJ' .e::.' 

b} Prep~raC:ióri',~;;ta'~~~g~~h, if· 
un m~t::z~~1,2~=5~~~~·J~ª~~~·riatl!d~l}t~.l~faJ:·t!~~i·~~a·~:~:~:es~h:0;:;1::>~ 
agitar suavemente ·~·~ni'~t~ .. ,;-~~~t';:;i:a; homogeneización de la· sangre con la 

solución antié:6a~ul~~te':\~~-}nte~r~'fi>i~h'~~ta el momento de diluirla). 

,·;~.'_: ~:, ._-_·~: ,_; ,~·,. '~~-· .. ~-<~;~ 
La sangre; co11• antiéoagulan,te •:;;.,transvasa a tubos de centrífuga 

para lavarla'' .c'J· 'veces} ,~·éorí•', .s.oluclón. salina al 0.9%. La relación 

sangre:soluciém sallrÍa e~ ~;ro~imadamente 1 :5~ 
·--~-~~·-:.: .. i ~~- _;·~;, .. : ~.·.<,. ·- --:- :_ -~~~~~ ·,"' ~.~_i/~."- :>, 

·'.:--º.-

Se cent;if¿g;;: .. ¡;; ~Io§.fü{r~;sdJ~.~nte 1 o minutos.· Después del último 

lavado, se mide'.en,el tu_bo~'d~ centrifuga, la cantidad de paquete de 

eritrocitos y se,dilÚyen aL4%' pará lo :clial' se agregan por cada 1.0 mL de 

glóbulos rojd~ 24' ~._.de 'solu~'ión :satii'ia ~al (¡~93; .. 
··"_; 

c} Sensibilización de'los">glo~Jl~s<~oj6s: . 

A cada 10 mL de su~p.,;~~Íón ° cle"gl
0

óbulos rojos al 4% agregarles 

mL de solución de· pronasa y colocarlos én Incubadora por espacio de 

hora a 37ºC. 

·-·~----.. ---·-----
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Después deLtiempo estipulado, centrifugar para .eliminar la enzima 

sobrenadan te,. dando acfem.ás· 3· lavados·. con soluéión· sállna al 0.9,%. 

Despué~ del Ílltiino lavádo :s~'::;E!su~pe;nde~ ~;(paquete .• de; glÓbu los 

rojos al 4%, pÓ; iC>~;:;¡:.'~t ·cada\1 :o.· .:OL de: ~~qÜéte'a~; E?ritro~itos se le 

adiciona 24 riiL d~ ~C>luciÓri's\:lliri~~~·o~9%, 

Nota: Cuando se ··~bs~rva ·q~E! la'sa~~;e't;~nealguno~co~gulos. (aunque ·sean 

pequeños), es neC::~sario'ftltrar esta' su~pe;.;slón, pero lo cual ~e puede hacer a 

través de u11 pequ;;fl() .l:rózo d~ gasa> C:.;l()candC> dentr() de un embudo de cuello 

corto. 

d) Aiuste de la sl.Jspensión de glóbulos ~ojos: 
Se toma o~1 ft:.L de la suspensión de glóbúlos rojos ya sensibilizados 

y se agregan 4.~c·~¡j <de f;_;'tÜ¿i{,',.i; ~~lÍ~a~ial• 0~9%. Se lee en el 

espectrofotómetro'~'62b nm, lJ;á'nclC> un adaptador de celd~s que permite 

el paso de solo},'c"12 d~ i~iy'_cC>mo ~í'an¿o solución salina al 0.9%. 

La le~~u;i! q¿.e se' ~eb~ obt~l'l~: :~~rá de· 24-29% de transmltancia, 

caso cdntr~~i~ ' ~.( i~ali,~ari la 'cÚl~~lón necesaria para que la 

suspensión de glóbul~s ~1.Jecl~ 'de'l'ltrC> d~; diC::ho rango. 

en 

' : ;·:~ 

,.,.··_:-·_-, <';~·· ''. ·,· ·_ -·. 

e) MicroÚtulaciÓ,:,: . 
. ' . 

En las plac~·5 ti~C> ,;V''., del microtiter, colocar en cada pozo de una 

hilera 50 µL de ~oL'.:i~iÓn salina al 0.9%. 
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En seguida, se llena_ por contact_o co_n la superficie del extracto 

problema el mlcrodilutor de 50 ·µL ,y •se- procede a realizar las -diluciones 

seriadas en la hÚ'e-~a e~cogié:ta; introducien-do el microdilutor en el pozo y 

rotánd~lo sin ex'~e~iva'P~esión. 
'·> 

Nota: Es -·--r~io..;;:.:.~~~l~r0~;i~¡~~r- que eLvoiumen ·_que~' se- esté t;,mando el 
microdilutoi~· s~~:;~f:·r,~'~-J~iid·~·:<·~s~,~··~s~ ~~ali.~a:~~·~· ~·n~ .-plac:a d~ pn:.·~~-a~ 

Por_ úÚi~~; cL un ~¡~-~te;~ d~ g~ta ~ol~c~r;'e~· cada pozo 50 µL de 

la susp~..;siÓ'n d"' ;~lóliÜi~!i ~oj~~J~e~~ibHiza.da: y aj'usta.cla~ DespUés se rota 

la placa en forma C:j¡~~lar ~ ~~ Üe;,a a la 'incuba.cl~ra a37~ ~ ~or espacio 

de 1 hora. 

F) Lectura: 

Una ·vez _-transcurrido el tiempo estipulado se coloca la placa de 

plástico sobre el dispositivo de lectura. Se ,;;bser"ª; a .t~avé~ del. espejo el 

fondo de los pozos de cada hilera de prueba. 

Aglutinación negativa: se observa la~t0/ITia~ió'ri~d~;~~-punto rojo 

Aglu<lnod6n P••W••' :::~i~i~~it~i~ígi~ltR:t;:,'.:~. ,;n 

Se reporta la máxima dilución qú~-P~~'sE?~ti a~~u~i~ación 
,_--;-_·_,. 

Nota: Cuando se trabaja con una sa~gre.·d·e:_·alta•,sensi,~ili~-a.cl·- (como Hámster o 

ratón) o un extracto de titulo alto, .. es 'conveniente realizar un mayor número 

de diluciones. 
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3. 4. 2 Cuantificación de alcaloides por titulación. 1391 

Fundamento: 

!MetoáoCogfa 

La mayoría de los alcaloides presentes en las plantas o semillas se encuentran 

en forma de sales o combinaciones solubles, además de, tener propiedades de un 

álcali, poseen distinta solubilidad en disolventes orgánicos en función del pH. 1191 

Este método se basa en la extracción de los alcaloides aprovechando estas 

características mediante un disolvente orgánico como lo es el metanol, 

alcalinizándolo para asegurar que todos los alcaloides presentes estén en forma de 

sales. 

La cuantificación de los alcaloides totales extraídos se realiza mediante una 

valoración por volumetría empleando un ácido debido a las propiedades básicas de los 

alcaloides. 

Reacción: 

Alcaloide 
(J}-eritroidina) 

Reactivos: 
~ Ácido Sulfúrico (H2SO•) 0.02 N (valorado con cálculos hasta la cuarta cifra decimal) 
~ Solución indicadora de Rojo de Metilo 
~ H,so. 1.00 N 
~ Hidróxido de amonio concentrado (NH.OH) 
~ Sulfato de sodio anhidro 
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<$> Metano! Q.P. (para extracción) 
<$> Metano! R.A. (para titulación) 
<$> Éter etílico R.A 
<$> Cloroformo R.A 

Procedimiento. 

1. Pesar 5 gramos de muestra molida y tamizada (malla 0.5 mm). 

2. Adicionar 50 mL de metano! previamente alcalinizado a pH 8 ó 9, con NH.oH. 

3. Agitar (300-500 r.p.m.) durante 8 horas, y"después filtrar con ayuda de vacio 

usando papel Whatman No. 541. 

4. Al residuo adicionar nuevamente 50 mL de metanol alcalinizado y agitar 16 

horas más. El filtrado guardarlo en refrigeración. 

5. Filtrar con ayuda de vacio (en el mismo embudo y con el mismo papel del día 

anterior). recibiendo el filtrado en el matraz que se guardo en refrigeración. 

Lavar el vaso y el residuo con 20 mL de metanol alcalinizado. 

6. Evaporar el disolvente por medio de rotavapor (T = 50"C). 

7. Disolver el extracto en 15 mL de éter y 5 mL de H2so. 1.00 N. 

8. Filtrar a través de papel Whatman No. 541, recibiendo en un embudo de 

separación. Extraer recuperando la fase acuosa (inferior). 

9. Extraer tres veces la fase orgánica (superior) con 5 mL de H 2so. cada vez. 

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

10.Adicionar 25 mL de cloroformo y extraer, recuperando la fase acuosa 

(superior). 

11.Extraer tres veces la fase orgánica (inferior) con 5 mL de agua y 5 mL de ácido 

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

mL de cloroformo. 

12.Recuperar la fase acuosa (superior) y filtrarla a través de papel Whatman No. 

2, enjuagando el papel y el embudo con 2 mL de agua. 
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13.Alcalin;zar con NH.OH c_oncentrado hasta_un pH_de 9 o_mayo_r. 

14.Extraer tres veces· con· 35 mL de clorofoi-mo cada vez, recuperando la fase 

orgánica (Inferior); 

15.Secar con ~~lfato de sé:Jdi~ ~;:;hl~r6y evaporar en rotavapor (T = 40ºC). 

16.Redisolver-·elreslduo c:~ii_3'/~l.i-C:t~~métanol (uno por uno), trasvasando 

cuantitativamente a un- ~atraz'· Erlenmeyer que contiene 7 mL de agua 

destUada. 

17.Adlcionar una gota de ;ndicador rojo de metilo y titular con HzSO. valorado, 

con ayuda de una bureta de mlcrotltulación (exactitud de 0.01 mL). 

NOTA. Esta es una determinación cuantitativa, asi que se debe enjua1ar el material empleado con 
tos disolventes adecuados en cada paso. 

Cálculos. 
Se reporta como ~-er;troidlna: 

g de f\-eritroidlna 

100 g de muestra 

Notas: 

(mi HaSO,. gastados por la muestra - mi HaSQ,. gastados por un blanco"') (NH2S0C) (0.273.&.. "') (100) 

(g de muestra) 

El blanco se prepara con 7 ml de agua desttlada y 3 ml de metanol 
Peso molecular de la Jl-erttrotdtna I 1000 (meq) 
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3.4.3 Determinación de lnhididores de tripsina. 1401 

Fundamento: 

!Metoáofooía 

Se basa .en observar la inhibición producida por un extracto acuoso 

(solución de·NaOH 0.01N) de la muestra sobre una solución estándar de 

trlpslna, Y. ·después de cierto tiempo se determina la actividad 

proteolitica .r;,·~·a,nente, por medio de un sustrato sintético ·(BAPNA), el 

cual producirá·,. una coloración que se lee en el espectrofotómetro 

p .. =41 Onm):· o'i~ha ~coloración es inversamente propor~iC>nal ~l ¿ontenido 

de inhibié!C>rés d~ la muestra. 

Una unldad'~;~tr/~~i~'~ CJ.T;) ~s arbltrari~~ente definida como el 

increment~ de· Ó.01 ·'~h'Í'd~desi;Cte~ab~~rb~~cia a '4H{nm por 10 mL de 

mezcla de reacción. La :~~t'i~ld~·d 'cié.ií'thibido;.:es de tripsina se expresa en 

términos de unidades dé'i:ripsi;,a in,h,ibid~JU.T'..1.) •. · 

Reacción: 

l)IH2 
C=NH 
1· 

1 (CH2)3 
NH-CH 
6=o (¡:=o 

6Q 
N02 

'Tñpsina 

pH Íl.2t:i7"C 

N -o.- Benzoil·DL-arginina- p -nltroanilida 
(BAPNA) 

r:i~ 
<¡:,,=NH 

1 (CH2h 
1)11+:-C~ ... óº 6~º 

Benzoil-arginlna 

+ 

p-nitroanilina 
(pigmento amarillo) 
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Material/ Reactivos: . _ 
• Potenciometro marC:a CORNING, mod; 1o .... 
<@> Parilla múltiple con agitación marca THERMOLINE, Mod. SP-13025 
• Espectrofotómetro marc';' SEQUOIA-TURNER, Mod, 340 
<@> Baño maría GRANT, mod.'SE',10 ,-;_. ' ,.·.·_ :: : .:· .. 
• Mezclador de tubos LAB~Line;- mod'.' Super:mixer · 
<@> Na OH o, 01 N . . ... ···- '- :.~ ,,. •·: 
+ Solución amortiguadora de TRIS/:'pH-,8~2 y 0.05M (Anexo A.2) 
+ Solución BAPNA a 37°C (Anexo··A;3) ·. · · 
<@> Ácido acético al 30% · 
+ Solución estándar de trlpsina a 37ºC· (Arte~o A.4) 
+ HCL 0.001N. -
+ Túbos de ensaye de 16 x 150 mm 
+ Vasos de precipitado 
+ Buretas de 50 mL 

Procedimiento: 

a) Preparación del extracto: 

Se pesa 1 g de muestra finamente molida desengrasada.en un vaso 

de precipitado y se le adiciona 45 mL de N_aOH 0.01 N, se ajusta el pH de 

esta suspensión a 9.6±0.2 y se afora. a ._50 mL con NaOH 0.01 N~· A 

continuación se transvasa a un va~º-' de. precipitádo qÚj!_ c_ontenga un 

agitador magnético, agitar~la,susl:í:ensióíl-mec_ánícilmeílt"'·-en-:1~ parrilla 
,· ·o •. ·;:,;.·.~ ._:.•-:, · ,' --~'·'~"•- •-,,.· /,<• ·-;--"{"'i.",.c;,---.-:~:-·-,-·-.-.-· .. , -.:' .--.. -.•··''- ;oc-., .. · 7 -------" ••• , 

de agitación por espació/cie{i~Y. ~horas a ·3ooú~'¡)';m.~·óes¡'.)ués-'de dicho 

tiempo se quita ,el magneto.,:~ ;~~):"dej~ ~- hÓr~ e'.n '.:e~oso, y por 

decantación se·_.obtÍerte iéi ~Ó-bi-~hadan't.~ '~llmtíl'.acloel re si duo insoluble. 

El sobrenadante debe\ser_.diluiéÍo _h_asta'el 'p-tinto' de que 1 mL produzca 

una inhibición de 40·60%_;'este'. r~~~;jsi-tÓ ~-s i~dis'pensable para reducir la 

desviación estánd:ar r;-;1:at:t~} 'T:::i' , :r: ' 
b) Determinación de l~ ~~;ivid~d; 
Porciones de o:o;' 0.6, 1;ó,:~: 1 ~4 y .1.8 mL de extracto directo o 

diluido son pipeteados a tubos de ensaye ajustando el volumen a 2.0 mL. 
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!Metoáofógía 

Se adicionan 2.0. mL .de ·solÚción estánda~. de· tri psi na con agua destilada, 
agitar. Se mantiene" en contacto .. lnhibidor de · trlpsina··.tripslna por 
espacio de 10 m'in.,.en' un baño de agua a:37ºC. 

·:-~, ·::>;·,~>·•- •:.- • ', ' , o V -:.•! •, 

A contÚ1uaé:iÓ~ se,adiclonan 5. ~~· .. de• la so1u'é:1ói:i .~ d~. BÁPN~ a cada 

C
turobnoo· ymesetr·o~) ae··~ntie"l·~·, .. b'Ja•···~n-¡o·~·h·'d.'ae)··.ba:.gf:u€ca} ..•. ~.·.···· 'de ( reaC:C:1órit por,,.1 o n11ri'; exa'c:tos (con ' i.:a'' aC:c!10~ e~zim~~iC:.i se d~~iene por la 
adición de :{: 'n;t:•;. ¡¡;¡,¿ 'á'did~·· a'é:étiC:~ al ·.30%; ... ,l.···.· cual .. d .. b~ . agitar 

inmediatam~~t<., ~ii~S~;iiX:;: 
~~; \ 

'· ·> ..• : 

Cua,nd~ p;,r l.;, a'Í:ficlÓ~ ., del ácido•' acético al ti.Iba de. reacción se 

enturbie.; f~rm~ ~;~c~~ft~'~'a')'~;;~¡. ~~é:~~ari~ filtr'~~el'~;,.:;t~nido a través 
de papel filtro. <W~'atmar/;..i0;; 1 >:'' pa/a ello es íiec;;sado élefár el· tubo·· en 

reposo por 15 min •. E:(iiit~ado~b~e.::i'1ci~ debe s .. r t;an~p~.r~nt~. 
- ,. e' ... ' • ·~- :-._-;:,. ',;__. '"o·, '.-;,_:;:,~·; 

Nota: Cuando•.s¿t~~¡;'~ja.cok~el(ira,~tostkú~~P~~s~!l{ª~ .coloraé:1.;~.;5 .Indeseables 
pueden 1nterter1<en'\a detE.frri1naciÓn~pcir1CI qúe.~s'éa~:,,en1e~t_é•'tomar. una 
alícuota mas. d~/·Cad_a··!-~-UO'a-:/.de>·1aS.:j;-~~~-io_nes.-_:_ t~~::·cu~LeS.«_SE!l-Vtián'·>.como sus 

:::::i:~v:: :~:~f¡~5-±~A¡~:~s;:;a~~u,!!~~':Ji~~~~~l;ª~~-t~ty~h~,~~~~~,~~t'~~::1 ~: 
acético al 30% y por último los'.s;o'mL.'de 'solUclór{de BAPNA; en 'estos tubos no 
es necesario et cont~o.t ·exá·~.to'·de t.i~_~PO~·> · ... ~ .'-:~~~-:· .\'.: ... :::·.::.:;~~ .. ____ .... ·, .. --· 

.::~' ::::· - e,..'.·;..-: - .·_,; '~.... ".: ~~:·.~ .. -~·-.. .. . 

La lectura en el ¡,~P~~t~ofo'tóm~tr~' se t:;~lii~, a 410· nm. Y es 

necesario para·. cada• t.s'n~i;,ei~{1~:~ ..'iic~~ta~ de.l i.~xt~ac;t~; .'~rim~ramente 
ajustar el equipo~</_1bo% :de.~~~a_i:is111itancia'.~oi:isú~,re~pectivÓ blanco. Hay 
que recordar que .el tu'bo Con o:o mL' de extracto' es el i::i:.t;.; 'Cie referencia 

sobre el cual se basan los.datos (40 µg d~ trlp~;,;~/io mL). Se registran 

las lecturas en absorbancia. 
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!Metoáofogia 

Cálculos: 

La lectura de absorbacia (A), directamente se ·puede pasar a 

unidades de tripsina (U.T.), donde U.T. = A·.x·',100. De .la ·serie de 

alicuótas del e~tracto, se. tendrá una. serie 'cj~ .;alo~es:de ü. 1':: l<>s cuales 

a1 restarse esi:e"aior al da.tó. ele ret~r~n~1i; se. ~bten_ci;.á Ío5'Cr.;;~pect1vos 
valores de Únidades de tripsina; inliibi'Ci.i'(U,T.I~) '.Y \;o?C:onsfgufente. se 

puede· ca1cu1ar.;;~ v~ior- cie. IJ.l'..i:;;,'.J_cie':~á'J~ ;:;~a;ci.;ta-~~iié:G<>t'.;.'s:· 

~~;:;::~r.·,:H&~:~:.=,11 :f i1~~~~;t~,:~~·~~1~~i~~I~f ;~;;r:~ 
valor extrapolado;• .. ~~r~;~porícflenfe :.:c~l .. valor 'éer'o '.'Cle'ci1a ¡<>tuC:Íón 

Inhibitoria;· EL' v~l~r ~ ~it'ra~olad~}~s '. el'; ;Tlás ~~r~~nó';·a ;f l~·· ;~cÚvidad 
inhibitor.fa r~al> ·····, !7 >'. 

Nota: cuandó ,;,::obtie·~~· una c6rrela~ión• lÍneal~no sáU~factorfa-'.(r 5 ~0.9) se 
puede trabajar el ·J~1¿,~ promedio. de .la serle de: aliclÍotás,; reportando en 
términos de· U~T~(;·,·~L<> .J:.:;·':::; ~(;~~ :'.-: 

. ·, _,_.,,. 

Es conveniente reportar l~s unidad~; 'J~:~ ~~~iblcÍ~~:fpór:•mHfgramo 
de proteína de la riiuestr~. o'e no. tener éste'''cl~t:(), ~.;; p'ue~~ r~portar las 

unidades de inhibición con respecto a un rlíi1i~¡:~';ri.; ~~ '.'.n~«?~t'~~: 

donde: 

';:__·-. :_-:_;~ ~-·;··~-: -

U.T.I. 
= - - - - - - - - - _ ._ :.:._ .,;.'~-- - - - ~'.:; ._:::_:"_ - - - - - - -

mg de muestra muestra (1 ooo' mg) 

B =valor extrapolado o promedio (U.T.I.) 
F =factor de dilución, (F= AforotlaUcuota 1), 

cuando se trabaja el extracto directo F•1 
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3.4.4 Determinación de taninos. 1..,1 1 

Fundamento: 

Se basá en la: extracción de los taninos hldrolizables y condensados (fenoles 

totales) media~t.; dimetltformamlda al 75% y la posterior reducción del Ión férrico 

debida a:los'Íon'e~'poÍlfenoles con la subsiguiente formación de un complejo colorido 
·.:_-_._.- .. ,,. ··._· ·- -·: 

en condlclon.;,s ,',f¿"áúrias:· cuantificando espectrofotométrlcamente a A.=525nm. 

Material/ Reactivos: 
+ Parllla múltiple con agitación marca THERMOL/NE, Mod. SP-13025 
+ Espectrofotómetro marca SEQUOIA-TURNER, Mod. 340 
+ Centrifuga para tubos marca DYNA!= 
+,Tubos de centrifuga con graduación de 50 mL 
+ Solución de dimetilformamlda (DMF) al 75% (Anexo A.5) 
+ Solución estándar de ácido tánico (Anexo A.6) 
+ Solución citrato férrico de amonio (Anexo A.7) 
+ Hidróxido de amonio (Anexo A.8) 
+ Tubos de ensaye 16 x 150 mm 
+Pipetas de 1, 5 y 10 mL 
+ Vasos de precipitados 

Procedimiento: 

a) Preoaración del extracto: 

Se pesa 1g ~e múes~ra fin¿>mente molida y desengrasada en un vaso 

de preclpit;,ui~ ; ,se:cie;·;d~¿:iona'n 25 mL de la sol_n. de DMF (exactos). 

Agitar en una p;,,rrilt'á\:1.'i~áíl'te 60 _min. a 500 r. p.m. Después, se mantiene 

en reposo 'd'u..-ar.-·te, .1 5 mvf ~·; 
,-:·-··· 

Transferfr ':~u{~tit~ti~~rTl~nt~ _el _sobrenadan té a un -tubo de 

centrifuga. __ sé centrifuga :a 3000- _ r:p.m. durant.; 1ó~:{min. Decantar 

cuidadosamente :: el sobrenadante, el cual se empleará para la 

determinación. 
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b) Preparación de!..;!_ curva patrón:_ 

En cinco matraces volumetricos :de 25 mL se· añaden ali cuotas de 1, 

2, 4, 6 y 7 mLde. sol~~fÓn estánd~r deáC:id~ tánic~ en cada uno. Se afora 

cada uno a 25 mL>C:.;ll la sotí.iC:ión ·de ;DMF; 

ºM" ::~·:i ·1~~zit.ítiJ~Wf i~"it·í: :;::~~::~ ~;:~;~:;·::::: .:: 
tubos_ 2-6 s~- C:~t~¿~ .j''.:\:nl.::'.Tci~ ¿'~Ji matraz, además d~ 5 mL' de agua 

desio~izada, 1 mL/de ¿;d;;•;G~~ •dé. los reactivos citrato férr:ico"amoniacal 
: ' ·-· 

y amonia_co; ,.E_n\é::ai:ta:taél1é:1Ón;"agitar con vortex. Después de _10.:!:.1 min., 

se procede a la·Í~ct-;_.ra; '(., ' 

Nota: Se ·d;..b·e ré;¡¡¡,z;;,:,;,;, .:..1smo tiempo que las muestras. 

c) Cu;.ntiflé:i.C:161l' de taninos: 
'--· ,,, - ' 

Rotular tres-tÜbos de ensaye por cada muestra, uno: se _considera 

blanco y· los\¡;t·~as":cios problemas de las muestra, colocar •a cada tubo 1 

mL de alicu;;;ta del extracto. 

El tubo "l:Ít-~'n'co" se adiciona 6 mL de agua ·desionizada. y __ 1 mL de 

amoniaco; .'mierytras ·que, los tubos 

desionizada, -1 ·'mL de cada uno de los reactivos citrato. férrico· amoniacal 

y amoniaco.· En cada·_adición'; .agitar con. vortex. Después de 10.:!:.1 min., 

se procede a la lectura. 

d) Lectura: 

Ajustar el espectrofotómetro a A.=525 nm, c_ontra una blanco de 

agua. Transferir l·a mezcla de reacción a celdas de medición. para leer 

las absorbancia de cada una. Primero se mide la absorbancia de la curva 
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patrón, y posteriormente, los blancos con sus respectivos problemas de 

cada muestra. 

Trazar uria gráfica de absorbancia vs con.centración de ácido tánico 

(en µg). Interpolar las lecturas de.· abs;orbancia para obténer los valores 

de concentración dé. cada muestra~ 

Notas: 

Si los datos están fuera del rango d~·~:" c.~rva·patrón •. realizar: 

a) pesar una menor cantidad_.de.muestra, 

b) tomar una menor alícuota del extracto Y.diluir con la solución de DMF. 

Si la curva no pasa por el origen ~o ~e d .. be. corregir al cero de la escala. 

Cálculos: 
' • ; . •.. e ,.-,. ,' • ',' .. • ~ • 

Para cada muestra, el. valor; del blanco··es restado del valor de cada 

problema y se ~ro~,e~ia:.¡;b:¡alo.r~de' -los ~~obl~mas. Se reporta como 

gramos de ácido tánico (A~T:l por 1oo;gramos de muestra (es decir, el 

porcentaje). 

¡µg de A.T:¡• ·: (1g·d~· A:T;) 
% de A.T. = ······c·7··-~-----~ · K · •••••••••••••••••••••••••••• :X · •••••••••••••••••••••• X .100 

(1mL de ext:) · (gramos de rnuest.ra) (106 µg de A. T.) 

donde: 
·corresponde a la interpolación del promedio de .concentración de 

la muestra. 
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3. 5 Evaluación de la calidad proteica. 

Para valÓrar la ·calidad de la proteína de las muestras, los criterios 

empleados fueron: un método químico (calificación quimlca). y dos 

métodos biológicos (Relación de Eficiencia Proteica y Dtg.estibllidad 

aparente). 

3. 5.1 .Calificación· Qui mica (Chemical Score). (42> 

Fundamento:. 

Se basa e~ señalar· la cantidad del aminoácido indispe.nsable.que está en 

mayor d'efi¿le~:~i·;.: ~~ la proteína de estudio, al compararla con el nivel 

presente én una pr~t.i.ína de referencia. (16) Se calculi .e·l valor químico 

de cada a~inoácid~: 
. ' .. 

Valor.químico del aminoácido,: [<M~)/(A~~•F)]>!<100 
Donde: 

AAx1= Aminoácido esencf.al la:proteína .en, estudto,:.en-"g:Jc16gN~·ó. 100 g de 

AA••F•~·::~~::1cldo e~:n;~1a1~~1a .~r;;te~a d~-.~-f~réric1a; e2.111c16g~610Cl_ 11 de 
prot'et,rl~> -· ·/;-.· ·- -~. · J.\~--··· -

A partir,·ci~.·-~·~ ,a.~t~;iJJ.•. U;c,Jlific:f E!:n q~í~ic¡;s~,d~fi.~e como: 
. ~->~: ··>' - . 

C.Q. = el m~~~{;..~;¿~ d~~l~ ~~ia'~tó~ {S~I~~ q~Í~t~~ ~dl(a~tnoáctdo} 
·"-··" •-/: · .. ·.:-.-=,.,::.· . ./~:';·-'~·; ... ·.·-·:.L.,'-'.;-' .,. ·-; 

- .·:;:•y_·,-. >·\.,;·-' 

Tiene que ha~~r h~~~g~;·ei~ ... ~ . en ~~i~ades ·.usadas ·tanto de la 

proteína en estudio como de referencia, Se <calcul~ el contenido de 

aminoácidos· esenciales, no olvidando adicionar las cantidades de cistina 
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y tirosina, ya que es conveniente reportar como total de aminoácidos 

azufrados y aromáticos respectivamente. 

Antes de calcular la calificación química se debe determinar el 

contenido de aminoácidos en las muestras. 

3. 5 .1 .1 Cuantificación de aminoácidos por HPLC en fase 

reversa con derivatización precolumna. 143 , 441 

Fundamento: 

Para la cuantificación de aminoácidos en alimentos, debe existir 

previamente una etapa de hidrólisis. La hidrólisis ácida en fase de vapor 

(HCl 6 N, 0.1 % de fenal), es una adaptación que permite incrementar el 

rendimiento del proceso de hidrólisis, pues las. pérdidas por oxidación de 

aminoácidos se reducen debido a .. la combinac.ión• de Nitrógeno y vacío 

durante la prepar~ción.;de las, muestras a hidrolizar, el contacto de HCl 

gaseoso con . la' muestra'.y/un• .contrí:>L'..ef}ciente de la temperatura y 

tiempo de. hidró~l~is· (1.~5:¿;,·4 ~~~:·}: 1~;1 
···:.~.~:~- ,.,'--'-< - . ',_ •_:;, -~·~·~.-;:·· 

Los deriva~C)~;z·d;:;.~~~irl~~~,i~~~t.fo.rmados con 6-amlnoqulnoltl-N

Mdroxlsucclnlmtdlh carbama~C>;son~E!sÚÚ)les y· permiten incrementar la 

precisión del ilnálisls r~'i¡;.;~~i;;' .ci~ :a'ini~oácidos por derivatización 

precolumna, de,bidci' ª' un~~·rf?tati~ay~enor· manipulación de la muestra 

durante la preparii~iók d~ 'le)~' ¡¡'eri~~dris .. de.;, tos aminoácidos liberados 

después de ~~b;.,,:{·~i~·roÍi~icl6 -~~ ·~;.'c.ieí~¡..- 1461 ·El. derivado formado 

también permite ~'ejéirar l~ ~;.nsií>ilíclad en el ánálisi~ de cromatografia 

de liquidas de alta· ·resolución de fase reversa con detección 

fluorescente o en UV, además de, presentar selectividad (con aminas 
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primarias y/o secundarias) y facilitar el desarrollo del análisis, en 

comparación con otros 'métodos de .derivatización. c( .. 7) 
'->. . '. .·~ ... '' --_. . . 

Reacción de derivaÚzación ent~e ai,;inas prlm~;ias o ~ecú~darias y AQC: 

. é01~·0±s~.:. 
~~-JI·."º..:,)-, 
~N~ O ~ 

o ·- ··· derh·alla•d• N 11 S 

AQC • 6 amtnoqulnoltl·N·hidroxtsuccintmldll carbamato 
R·NHz • amtna primaria o secundaria 
AMO. • amtnoqutnolina 
NHS • N·htdroxisuccinamtda 
C02 • dtóxido de carbono 

Material/Reactivas: 

Hidrólisis 
• Estación de trabajo Pico Tag, Waters 

AMQ 

• Viales de reacción de la estación de trabajo Pico Tag (1) 
• Bomba de alto vacío RVS, Edwars 
• Refrigerante tipo dedo frío 
• Tubos de ensayo de 4 x 50 mm, Corning (3) 

+ co 2 

• Cortador de vidrio o marcador de tinta permanente Esterbrook de Berol 
• Micro pipeta (y puntas) con capacidad 200-1000 µL, Finnpipette 
• Vórtex Super mixer modelo 1290, Lab-line instruments 
./ Agua destilada y desionizada' 
./ Dióxido de carbono (COz) sólido" 
./Metano! (Q.P.) 
./ Nitrógeno de alta pureza (99.997%), INFRA 
./ HCl 6 N, 0.1% de fenal< 

NllS 

11 Utilizar- agua purifkada de 18 Mohm de resistividad o agua desttlada y deslonlzada pasada por un filtro de 0.22 µrn. 
b Se puede sustituir el baño de dióxido de cart>ono Csólldo) .. m~nol por hielo común. 
e Se puede utilizar HCl 6N de punto de ebullición constante, agregando un cristal del fenol durante la pr-eparactón de la muestra 

a hldl"oltzar. 

56 



fMetoáowgfa 

Preparación de la muestra . . . _ 
• Micro pipeta (y puntas) con capacidad S0·200 µL, Firinplpette 
• Pipeta Pasteur (3) , 
• Vórtex súper mixer modelo 1290, Lab·lfne instruments 
• Matraz aforado de S mL (3), matraz aforado de 1 mL (3f 
• Jeringas de 10 mL (9) 
• Acrodisco de nylon, 0.22 µm de tamaño de poro y 13 mm de diámetro, Gelman 
• Tubos de ensayo de 10 x 70 mm, Pyrex (9) 
• Cartucho Sep Pak C1a Classic, Waters (3) 
../ Norleucina S mM-HCI 10 mMd 
../ Acetonitrilo:Agua 20:80e 
../ Acetonitrilo grado HPLC, JT·Baker 
../ Agua destilada y desionizadaª 
·para cuantificar aminoácidos en muestras con menos de 20% de material proteico 

Deriva tización 
• Tubos de ensayo de 4 x SO mm, Corning (3) 
• Parrilla de calentamiento, Stirrer/Hot Plate Corning, con baño de agua a SSº C 
• Micro pipeta (y puntas) con capacidad S·SO µL, Finnplpette 
• Micro pipeta (y puntas) con capacidad S0-200 µL, Finnpipette 
• Micro pipeta (y puntas) con capacidad 100-1000 mL, Finnpipette 
• Vórtex Super mixer modelo 1290, Lab·line instruments 
• Parafilm 
../Estándar de aminoácidos H 2.S mM, excepto Cistina: 1.2S mM, Pierce 
../ Acetonitrilo (AccQ Fluor reagent diluent, v;al 2B), 6-aminoquinolil·N· 

hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ Fluor reagent, v;al 2A) y Buffer de boratos 
(AccQ Fluor Borate Buffer, reactivo 1 ), Waters' 

Análisis cromatográfico 
• Sistema de entrega de disolventes (2), modelo S10, Waters 

Inyector Rheodyne con loop de 20 µL 
Jeringa para HPLC 2S µL, Hamilton 
Detector UV·Vis Waters 486, Waters 
Horno y unidad de control de temperatura para la columna, modelo 111, Waters 
Controlador automático de gradiente modelo 680, Waters 
Adquisición e integración de datos Chromjet modelo S4076, Waters 
Sistema de filtración a vacío (2), Millipore 
Filtro de tamaño de poro 0.4S µm tipo HA, Millipore 
Filtro de tamaño de poro 0.22 µm tipo GV, Millipore 

d Disolución de Norteucina (c.b.p. S mM) en HCl 0.1 M suftctente para obtener 10 mM al final 
f!' 200 ml de acetonltrilo grado HPLC. más 800 ml de agua purificada (§ellÚn a) 
' AccQ. Aour Reagent Kit de Wate~ 

- ~---------------- -------·- --- --
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• Filtro pre columna en linea, Waters 
• Columna AccQ-Tag Nova Pak C1a. tamaño de partícula 4 mm, de 3.9 mm x 150 mm, 

Waters 
..,,. AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos), Waters 
..,,. Acetonltrilo (grado HPLC), JT Baker 
..,,. Agua destilada y desionizadaº 

Procedimiento: 

l. Preparación de la estación de trabajo (Anexo B.1) 

11. Preparación de la muestra: secado. 

Se pesa, por triplicado, 10 mg de la muestra seca y desengrasada (15 mg en el 

caso de muestras con menos de 20% de proteína) en el interior de cada tubo de vidrio 

de 4 x 50 mm, previamente marcado. Se agrega una gota de agua (aproximadamente 

50 µL) y se agita durante unos segundos en el vortéx, con la finalidad de hidratar por 

completo la muestra y distribuirla en las paredes del tubo para mejorar su exposición 

a los vapores de HCl. Los tres tubos se depositan en el interior del vial de reacción. 

(Fig. 3.3). 

. ............ _... 

...... _ 
~ ---·-¡i'·.· PICOTAG 

..... .._..... 

Fig. 3.3 Vial de reacción. Ffg. 3.4 Vial de reacción en la 
estación de traba1o. 

Nar;;::.IO :Ja VTIVi!l 
NO:J SIS:iJ, 
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Se coloca la ta.pa y se desliza el botón rojo a la posición abierto (los viales de 

reacción dern:,n estar. secos; para lo cual se Introducen en la estación de trabajo 

vacíos y en la posición abierto; tras lo cual se abre la válvula de vacío y se dejan así 

hasta que alcancen Una presión de 50·70 milfTorr, figuras 3.3 y 3.4). El vial se coloca 

en ta·' estaC:ión.<de trabajo, se abre la válvula de nitrógeno durante 10-15 segundos, 

después:'~ ;~br~·,:lentamente la válvula de vacío hasta alcanzar una presión de 1·2 

Ton'. Abrir y éerrar la válvula de nitrógeno para controlar ta espuma y ebullición de la 

mezcla· con· la 'muestra para evitar pérdidas por proyección del material al exterior 

del tubo:, Una vez que ha desaparecido la espuma, se cierra la válvula de nitrógeno y 

se mantiene abierta la del vacío hasta secar las muestras (cuando la presión sea de 

50·70 mflfTorr). Se cierra la válvula de vacío y se retira el vial de la estación de 

trabajo. (Flg. 3.4) 

111. Preparación de las muestras: purga con nitrógeno. 

Se agregan 200 µL de HCl 6N con O. 1 % de fenal (o 200 µL de HCl de punto de 

ebullición constante, añadiendo un cristal de fenal) en el fondo del vial de reacción, 

cuidando no introducir ácido al interior de los tubos con muestra. Para purgar el vial 

de hidrólisis, se cierra el vial y se introduce nuevamente en la estación de trabajo 

(Flg. 3.4), se abre lentamente el vacio hasta alcanzar 1·2 Torr de presión, se 

mantiene abierto hasta que ha empezado la ebullición del ácido clorhídrico (si no 

ocurre en 30 segundos, se continúa con la purga); se cierra el vacío y se purga el vial 

con nitrógeno durante 5 segundos; se cierra el nitrógeno y se repite éste ciclo dos 

veces más. Al finalizar el tercer ciclo, se abre el vacío del mismo modo y se mantiene 

hasta que alcance una presión ligeramente menor a 1 Torr. Se cierra el vial 

deslizando el botón verde a la posición cerrado, cerrar el vacío y sacar el vial de 

reacción de la estación de trabajo (Fig. 3.3). 
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IV. Hidrólisis en fase de vapor. 

Una vez finalizada la preparación, se introduce el vial al horno de la estación 

de trabajo, previamente calentado a 145° C (colocando el botón oven en la posición 

de encendido y ajustando la temperatura con la perilla temp al mismo tiempo que se 

mantiene hacia arriba el botón set), durante 4 horas. 

V. Eliminación del exceso de ácido clorhídrico (HCl). 

Transcurrido el tiempo de hidrólisis, se saca el vial del horno, se deja enfriar a 

temperatura ambiente y dentro de una campana de extracción, se desliza el botón 

rojo a la posición abierto para dejar escapar el ácido y los vapores que se generaron 

durante el proceso; después se abre el vial de reacción y se sacan los tubos con los 

hidrolizados, se enjuaga el exterior de cada uno con agua y se depositan en un vial de 

reacción seco. Después, se procede a eliminar el exceso de ácido del interior de cada 

uno de los tubos con ayuda de vacío; se tapa el vial asegurando que se encuentra en 

la posición abierto, se introduce en la estación de trabajo y se abre el vacío hasta 

alcanzar 1·2 Torr, se mantiene abierto hasta que la lectura del manómetro de la 

estación de trabajo sea de 50-70 miliTorr. Se cierra el vial, se cierra el vacío y se 

conservan los hidrolizados en una atmósfera inerte hasta su posterior preparación 

(hasta por 2 semanas). 

VI. Cuantificación de aminoácidos por HPLC de fase reversa 

a) Preparación de las muestras: re-hidratación del hidrolizado. 

A cada uno de los tubos con hldrolizado se agregan 100 µL de Norleucina 5 mM 

• HCl 10 mM, el primero como estándar interno y el ácido clorhídrico para rehidratar 

y extraer los aminoácidos del tubo de hidrólisis. Se agita un minuto en vórtex y se 

deja reposar· un minuto para después agregar de 100 a 200 µL de acetonitrilo 20%, 

agitar un minuto más en vórtex y transferir cuantitativamente a un matraz 

volumétrico de 5 mL con ayuda de una pipeta pasteur, lavar con acetonitr1lo al 20% y 
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agitar cuanto sea necesario hasta que la solución de lavado sea incolora (volumen 

total menor a 5 mL, 1 mL para muestras con menos de 20% de proteína), transfiriendo 

cuantitativamente el contenido de cada paso de lavado al matraz volumétrico de 5 o 

1 mL, según sea el caso. Llevar al aforo con agua purificada (concentración final de 

norleucina: 0.1 mM, 0.5 mM para muestras con 20% o menos de proteína). 

b) Preparación de las muestras: purificación y filtración. 

Se procede a purificar la muestra con la ayuda de un cartucho Sep Pak C 18, el 

cual deberá estar previamente activado de la siguiente manera: 

Mediante una jeringa, se hacen pasar lentamente (1-2 mL/minuto) 6 mL de 
acetonitrilo grado HPLC por el cartucho (conectado a la jeringa por la 
parte más larga), Inmediatamente después, se hacen pasar 6 mL de agua 
purificada. 

Una vez que se ha activado el cartucho y sin que se seque, se hacen pasar los 5 

mL de la muestra, desechándose los primeros 2 mL y recuperando en un tubo de 

ensaye el resto de la muestra que contiene los aminoácidos. Se filtra la muestra a 

través de un acrodisco de nylon de 0.2 µm de tamaño de poro, conectado en la punta 

de otra jeringa, desechándose las primeras 3-5 gotas y recuperando el resto, del cuál 

será tomada la alícuota para derivatizar los aminoácidos. 

c) Derivatización. 

~ Reconstitución de AQC. 

Precalentar la parrilla con baño de agua a 55 ºC. Asegurar que la totalidad del 

reactivo de derivatización AQC (vial 2A) se encuentra en la parte inferior del vial. 

Enjuagar la punta de la micropipeta de 1000 µL, cargándola con 1000 µL del reactivo 

de dilución de AQC (vial 2B) y desechándolos, para después transferir 1000 µL del 

mismo reactivo (vial 2B) para reconstituir el reactivo de derivatización (vial 2A). 

Cierre el vial herméticamente y agite (con Vórtex) por 10 s. Calentar (no más de 10 

minutos) el vial 2A en la parrilla hasta la disolución del reactivo de derlvatización 
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AQC. Guardar en refrigeración cuando no es utilizado, cuidando de exponerle lo 

menos posible a la humedad del ambiente para evitar su degradación. 

<. Preparación de un estándar de aminoácidos. 

Mezclar 80 µL de la solución stock de aminoácidos (2.5 mM) con 20 µL de 

norleucina 5 mM - HCl 10 mM y 900 µL de agua purificada (80 µL de la solución stock 

de aminoácidos, 100 µL de norleucina 5 mM - HCl 10 mM y 820 de agua purificada 

para preparar el estándar de referencia para la cuantificación de muestras con 20% o 

menos de proteína) para obtener un estándar de 16 aminoácidos (Asp, Ser, Glu, Gly, 

Hys, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Lys, lle, Leu y Phe) de concentración 0.2 mM 

(cistina, 0.1 mM) con 0.1 mM de norleucina como estándar Interno (0.5 mM en el caso 

del estándar para muestras con menos de 20% de proteína). 

<. Derivatización de aminoácidos. 

En un tubo de ensayo de 4 x 50 mm, deposítense 10 µL del estándar de 

aminoácidos Ó de la muestra purificada y filtrada, evitando que la punta de la pipeta 

toque las paredes del tubo; agréguense 70 µL del buffer de boratos (reactivo 1 ), 

agítese el tubo en un vórtex por 10 segundos y finalmente se agregan 20 µL del 

reactivo de derivatización ya reconstituido, vial 2A, se agita en el vórtex durante un 

minuto (tiempo durante el cual se lleva a cabo la reacción y se hidroliza el exceso de 

AQC), se cubre con parafilm la boca del tubo y se introduce en el baño de agua a 55° 

C durante 10 minutos para completar la formación del monoderivado de tirosina. Se 

deja enfriar y se puede conservar durante 1 semana en congelación a -10º C. 

d) Análisis cromatográfico 

(1) Preparación de fase móvil (A y B), ver Anexo B.2-

(2) Instalación del HPLC, ver Anexo B.3. 

(3) Acondicionamiento del equipo, ver Anexo B.4. 

-- -- -· ---- ------
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(4) Gradiente de separación y cuantificación de aminoácidos, ver Anexo B.5. 

(5) Cálculo del contenido de aminoácidos. 

Obtener el área del pico de cada uno de los ·aminoácidos del aminograma 

obtenido por el registrador. 

Calcular el contenido de cada uno. de los 17 aminoácidos comparando la 

relación Área..mino>cldo/ Áreanorteuctna de . la muestra contra la relación 

Áreaamlnoácldo/ Áreanorteuctna del. estAndar. de· aminoácidos, de acuerdo a la 

siguiente ecuaéión, p~ra rep~rtar;et·C:~~tenldo en ilamlnoácldo/16 g N. 

C. a.a.= 1.6 *[<Aa.IA.;;¡.,;,)m.;:;,,.; (.\.~;.;./Aoa) ~~ * Cstd *a* P.M ... ]1 [m * % N] 

donde: 

c. a.a;= Co~tenic:lo ~~ ~mi~Cl~~ido (g/16 g de Nitrógeno) 

Aaa .. área de'i ~.:T.1~C>~clc:ICI dado i' . . 

A,,.,.;. .; área de norleuclna > . 
mtra ,;, en la mJ~~tra • .. '-•· . .,-· 
std = E!n el 'e'st;l;:.ci~r· > 
Cstd = conc.ini:r~cióri cie'I. a,,:;in~ácido dado en el estándar 

ª = atorCI del t11'dr~tiz~cio ; 

P.M: ... ,;; Peso·m~leii.ilar'd~L~m;noác1do dado 
!_ • • ' 

m =peso de la.muestra (miligramos) 

%N = porcentaje de nitrógeno en la· muestra seca desengrasada 
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3. 5. 1. 2 Cuantificación de trlptofano. <461 

Fundamento: 

El triptofano y parcialmente la tirosina se destruyen con la 

hidrólisis ácida, por tanto es necesario para <su :cuantificación realizar 

una hidrólisis alcalina, basada en la relaÚva';est~bilidad del 'anillo del 
• ,,.>'.,'', 

indol de los residuos de triptofano a pH alcalino.', 

Haciendo uso de hidróxldo\'de Útio comch~rinclpal reactivo alcalino 

y el subsiguiE!;.ité :desa';~ollo de coloració~ con un , rE!·..'ctivo menos 

especifico c6rn6 el:~~'~¡;~i:fl~minobenzaldehido y nitl"ito'd~ sodio como 

contraste; se cuáritiffca espectrofotometricamente el triptoJano. (47) 

::::'; 

Reactivos/ Matérial: 

'I> Solución' estandar de triptofano (Anexo A.14) 
'I> Solución 'de p·dimetflamlnobenzaldehido (p·DMAB) al 5% (Anexo A.15) 
'I> Nitrito de Sodio al 2% (Anexo A.16) 
'I> Hidróxido de litio (LiOH) 4 N 
'I> Ácido ortofosfórico concentrado (85%) 
'I> Solución lavadora de agua:etanol (3: 1) 
'I> Digestor marca TECATOR mod. AB 
'I> Potenciómetro marca CORNING mod.10 
'I> Balanza analitica 
'I> Rotavapor marca BUCHI mod. RE/111 
'I> Vortex marca LAB·LINE mod. Mistral 
'I> Espectrofotómetro marca SEQUO/A·TURNER, Mod. 340 
'I> Matraz buchner 
'I> Embudo Kitasato 
'I> Embudo de filtración rápida 
'I> Papel filtro Whatman de poro cerrado 
'I> Tubos de cultivo de pared gruesa con tapón de rosca y cubierta 

interior de teflón. 
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Procedimiento: 

a) Curva estándar de O a 100 µg de trlptofano. 

Para realizar la curva estándar se toman O.O, 0.4, 0.8, 1 .2, 1 .6 y 2.0 mL de la 

solución estándar de triptofano (O.OS mg/mL). Llevar a 2.0 mL cada u_no __ de _los tubos 

con agua y adicionar 7.5 mL de p·DMAB al 5%. Agitar y dejar 15 minutos en la 

oscuridad, agregar 0.5 mL de nitrito de sodio, agitar y dejar en reposo 15 minutos en 

la oscuridad. Leer absorbancias a 590nm. 

Nota: se realiza al mismo tiempo que la muestra. 

b) Procedimiento para la muestra. 

Hidrólisis alcalina: de acuerdo al porcentaje de proteína en la 

muestra, calcular aproximadamente la cantidad de la muestra y volumen 

de LiOH requeridos; utilizando las fórmulas siguientes: 

Donde: 

A = (O. 1 f P] X 1 00 

B = ( 4 / P] X 1 00 

A = cantidad- de muestra ·(gramos) 
B = volumen de LIOH:4_ N (mililitros) 
P = porcéntaje 'de>proteina-en· la. muestra analizada 

Colocar la cantida_d d;;, irl_;;es~~~- .::'aí2ul_ac:iil (A) ,en un tubo de cultivo 

y taparlo. Adicionilr el ~oiúirlti~. ~;;, L."ioH:4~ N c~ic~l~do (B). tratando de 

humedecer toda la mues~ra, ~;~ sill~id~~ l-il m;;~~t~á ~n la p~red del ~ub¡,. 
Insuflar nitrógeno a la muestra y cerrar rápidamente el tubo lo más 
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hermético posible.: La hidrólisis de la muestra.se lleva a cabo a 145±1ºC, 

el tiempo esta en función del contenido de. proteína: 

__ , '."§_ 

Después dE!.l tlen1po de:hid.~~l;sis,' .eÍ>frat.:a;teriil>eratura ambiente, 

transvasar el cóntE!nido dE!l',l~avb··.· .. ·.·.;.·.~ :.'ur(v#s~:'~e•pr~~lp··.• .. ¡·.·.·.d~,aedos de 25 mL, 
lavando ·el tubo }.';"c~rÍ:' . solucÍón·'.:Etávadorá,'.· ''etanol:agua 

(aproxlmada~e'nt~ 20: ml.); is~'! neutráÚza ;';el~:/:;hidroUzadÓ'.con ácido 

ortofosfóri~o~i>.~C:'~~~¡::~<J~,\(~'~ 7s·.·o;'.~b .... }e,=.•·.•·o.·.• .. 'pt·~ª··· .. >Pie~'.·l(~.'.ª.· .. · ...•. gd·····.~.·e'.~.··.r.-.•. '.cf•·.'iil.~t·,: ... ·ª .. /~c·ol .. o,?n.s~.'.··.ª.r•.na·tpel·d;a·~.f.oe.rnaruan 
25 mL. Filtrar~'E,!;.;>calle~tE!' , . , 

büch ner cori ayudii\ciE!• vaC::¡c)i(e:;,..a;;'do•"r1c) ·'se •í'E!¡;¡¡z:a~.la'~ detern:ii riaC::ión el 

mismo día,,,5e,;guardÍÍ ~en: ¿"~~·~~l~~\Ciriiy~~~_:;¿;~~~~¿~ ·E,!1 P~, antes de la 
determlnació,n) ~.' ):.'··:•e,(•.·. '·'· · •· · ···¡ .. :·,.••::: ' •·y: ··.·.~ ·' '· 

:"?;\ .. ,, 'f~i 
,'; ,· ·:,"' ·_··-, . .,_-,-- :-... ·:, .::;:.)e-:' _,:~ <;-:,.- ~·c(.~·-c; ·- . - -· .~::·"'_ "-~ 

Lect(J':~:.,·sº,~~,t~ffrE!,~·.,~~J~~,~~,~~:.;~~~~·,~,Ld~~-hldroliza'dc) Y. colocarlas 
en un tubo de·ensaye;·:~un'•tut>o,será';el:blánco·.de l.<ltri;·~est~~;.a 'éstE! se. le 

adicionan 7:5 n;L'Je ti~t:¿º"~~ñt.~~'do;:~n·í:anto que ª los.otros dos se les 
·,,. ~'/-."·.,,- ~·.·;r·': . .. '·"~'"' .. ···-O_:.'.·-·.:·:>·;:~'-.:·-.~.:'.·--!·:-:·_.:.· __ .·:::.·:•'.:·· ;: '··-··· .. · 

agregan 7.SrnL~.ci¡;;';Í:i'.~ofi.As'/al 5%; ~Agitar y, dejar . 1 s •'minutos en la 

oscuridad,·. despÚé-~''de e~te, tlempÓ se:lé~ 'agre'ga <í.'los 3 .·tubos o; 5 mL de 

nitrito de sodi·~;. se agitan v se dejan en r~p~sº 1 s .minutos en la 
--. --· ' 

oscuridad. ·Leer .absorbancias a· 590nm. Se· usa como, blanco· el. cero de la 

curva estándar. 



c) Cálculos. 

A los tubos problema se les resta la absorbancia del blanc.o de la 

muestra y el resul.tado se. interpola en la curva' estándar, se toma en 

cuenta el aforó' y ia ' alícuota ~sados, . y si hubo . una • diluéión de la 

muestra. Se r~p,orta g de triptofano/1 oo g "d~; p;oteína. (ó 16 g de 

nitrógeno), para obteri~r los g. d~ triptofanot1 OOg d.;, prot~í~a: 

g de Trp/100g de Prot.= [(T/a)(VHoo)/AJfB :* [~·00 g ~e proteína] 

donde: 
T,;. gramC:.s de triptofano·(inter'pol~dos) 
a = .alícuota del hidrolizado (para estas muestras se 

tomo una alícuota del hidroliz.ado de :o.s mL y 
se llevó a un volumen de 2 ·mL con agua) 

VH1D = volumen total hidrolizado,·· (25 mL) 
A peso de la muestra (g) 
B = gramos de proteína/. 100 g de m.uestra 

--- ------·----· -- ---·-- -~--------· 
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3.5.2 Pruebas biológicas. 
Para llevar a cabo las pruebas biológicas se consideraron los 

siguientes criterios. 

Animales: 

Se ;emplearon ratas ·machos recién destetadas de la· raza Sprague 

Dawley de 2.1 :diás de. edad con un peso. de 40 ± 10g (7 por cada lote) 

colocadas en 'Ja.Úl~~ ·individuales, distribuidas mediante la técnica de 

culebra japon~sa {Anexo C). 

Condiciones experimentales: 

• Temperatura: 20-25°C 
•Iluminación: 12 horas de luz y 1rhoras.de oscuridad 
• Alimentación: dieta respectiva de cada lote y agua ad limitum 
•Tiempo de experimentación: 28 dias para el REP y 8 días para la 

Digestibilidad aparente 

Material/Reactivos: 

'l:> Rack de jaulas individuales 
'l:> Balanza granataria para animales de laboratorio 
'l:> Balanza granataria de un platillo 
~ Comederos para ratas 
'l:> Bebederos 
'l:> Charolas de papel 
'l:> Caseína SIGMA lote 61H0127 C-3400 (89.19% de proteína) 
'l:> Dextrosa (o.·O·Glucosa anhidra·; .. Grado ·111¡ SIGMA No. G-5000 lote 

39-0086 . ; •:> . . . 
'l:> Mezcla de Sales ROGERS·HAPPER . ·:.. . . 
'l:> Mezcla de Vitaminas TEKLAO;. HARLAN .No.40060 

6!1 



3.5.2.1 Relación de la eficiencia proteica (REP). 1421 

Fundamento.: 

!Mctoáofoeía 

Se basa en un indice de crecimiento, el cuál relaciona la ganancia en peso del 

animal con la proteína consumida,· asumierldo. que., el incremento en peso es 

exclusivamente del nitrógeno ingerido. Este indice.es sensible a la disponibilidad de los 

aminoiÍicidos y puede ser usado para evaluar el efecto global de una dieta proteínica. ,,., 

Procedimiento: 

Esta prueba fue diseñada para todas las muestras y tuvo duración de 28 días en las 

condiciones ya definidas. La composición de la dieta de cada muestra de E. americana 

(tabla 3.1) fueron isoproteinicas e isocaloricas a una dieta control de caseína con 10% de 

proteína y 430 Kcal/100 g dieta. 

Tabla 3.1. Composición de las dietas con 10% de proteína y 430 Kcal/ 100 g de dieta 

Ingrediente 
Composición de la dtetas ( gramos) 

Cont:rol A' e> 

Caseína (89.19% de proteína) 11.21 

Harina de semilla inmadura cruda 33.09 

Harina de ejote crudo 48.08 

Harina de semilla inmadura cocida 

Harina de ejote cocido 

Sacarosa (comercial) 22.00 18.44 15.76 

Dextrosa (u·D·Glucosa anhidra. Grado 111) SIGMA 19.00 15.93 13.61 

Dextrina (comercial) 25.00 20.96 17.91 

Manteca Vegetal (comercial) 8.00 5.49 6.40 

Aceite de Maiz (comercial) 6.DO 4.12 4.80 

Mezcla de Sales ROGERS·HAPPER 4.DO 2.67 0.91 

Mezcla de Vitaminas TEKLAO, HARLAN 2.DO 2.DO 2.DO 

Celulosa (comercial) 2.79 
1. La dieta A corresponde a la fuente de proteina de la semilla inmadura cruda de E. americana. 
2. La dieta B corresponde a la fuente de proteina del ejote crudo de E. americana. 
l. La dieta C corr~ a la fuente de proteína de la semilla Inmadura cocida de E. americana. 
4. La dieta O corr~de a la fuente de proteína del ejote cocido de E. americana. 

e' 

32.76 

19.35 

16.71 

21.99 

4.71 

3.54 

3.10 

2.DO 

o• 

46.77 

17.20 

14.86 

19.55 

5.50 

4.12 

2.16 

2.DO 
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El alimento_ y agua se proporcionó "ad_ libitum" a las ratas; Se llevó a· cabo un 

registro del alimento consumido así como del incremento peso de. cada animal de 

experimentación cada 48 horas (Anexo O). 

Cálculos: 

Se calcula el REP para cada una de las ratas de acuerdo a la siguiente ecuación: 

REP = !!>.P/[l:AI • F) 
donde· •• -. __ . -·_·< ·•. ·--

f.p = tncre'~entó de peso total (en gramos) 
·l:AI -='alimento-ingerido-total (en ·gramos) 

-· F ,;, % de próteiná en la· dieta/ 100 . 

Con cada unos. de lo~ ~~Í~·~¿:1',:.cii;;ídu~les/se. procedió a calcular el promedio y el 
' _ .. ,, ,,,- --->< - .,,.,.,,· ...•. _._,,, .• ,,-, ·--' ·- •..• , 

coeficiente de variaé:ión. (C.V. en %f~.;l lote en estudio: 

.. i 'é~; J_t~j~j'~ .1 ºº -- .. 
donde: ~- ~ 

a = desviac'ión está..;dar
x "' REP promedio " . 

- .''.·" .' .. ;,/· . 
~ . . 

Para que los\::latos--puedarÍ s~r coinparaclos; es ne~esário expresarlos en valores de 

REP ajustado, es dedr, c'o,_;slderar .,l valor de 2.5 para la'dieta de caseína (referencia). 

REPCaseina (ref.) 
REP ajustado = REP exp._ *. ---------------------------------

REP Caseína (exp.) 
-.- ' ·.. ···<:·:-_:;.~~ >~:·.:-· '; ··:~ '' :... .: 

Además, se trazó una gráfica de curva de c~~ci;;;_ien_to_(tiempo vs. incremento de 

peso acumulado) para observar el crecimiento de -los· Lotes en estudio con respecto al 

control. 
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3.5.2.2 Digestibilidad aparente (Da). 1:.2 1 

Fundamenta: 

La. evaluación de la digestibilidad de proteinas' in vivo se basan 

en suministrar una dieta que contiene la múestra en estudio como 

única fuente de proteína a los animales e;pe~im.;ntales, .c:ie tris cúales 

se determina la cantidad de nitróge~'ó" al:>-s'~rbido •mediante la 

diferencia del ingerido y el elimina.do - prir,·heces', sin cons.iderar el 

nitrógeno endógeno. 

Materiales: 

'l:> Diseño experimental del bloensayo de REP 
'l:> Equipo y reactivos necesarios para MicroKjeldahl 
'l:> Envases de plástico de boca ancha con tapa de 200 mL aprox. 
'l:> Cernldor 
'l:> Mortero con pistilo 
'l:> Estufa de circulación forzada, marca L.AB·LINE mod. lmpereal 111 
Q:. Balanza analítica 

Procedimiento: 

Empleando las mismas fuentes de - proteína .. usadas en el desarrollo 

experimental de la prueba.-biológica de REP, se iniclóu·n~'~ez q~e los animales estén 

adaptados a la dieta por evaluar (día 21 del e~perimento d~.REP). Se requirió de la 

recolección . de·. h~es y registro de. alime_ñto: fo~~;lclo ·_ eñ forma individual de los 

animales, durante los últ:imos_ocho días del bi<>ell5ayo._i' · 

.',,;¡'· 

El total de heces de cada animal en ;¡;¡ ~erióclri indic~do, se secaron, pesaron y 

molieron para obtener el mate-riaCt~ más -¡,o~ogé~eo p~sible; se tomó una muestra 

representativa del total de heces para determinar la concentración de nitrógeno. 
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Determinar la concentración de nitrógeno de la dieta y de las heces de cada 

animal por MicroKjeldahl durante. el mismo periodo mediante la concentración de 

proteína de la dieta y la cantidad consumida en dicho periodo. 

Cdlculos: 

Calcular el. contenido de nitrógeno ingerido (NI) y el nitrógeno fecal (NF) de 

cada animal de acuerdo a las siguientes fórmulas: 

NI=(% Nitrógenoo1ETA •Dieta ingerida) / 100 

NF = (% NitrógenOHECES. Total de Heces) I 100 

La formula para calcular la Digestibilidad aparente es la siguiente: 

N absorbido 
Da = ·--······---·---··--·----·-- X 100 

N ingerido 

NI - NF 
Da = ··------------·~----- X 100 

NI 

Se reporta el valor promedio de digestibilidad aparente de cada lote con su 

desviación estándar y C.V. 
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3.6 Recopilación de.datos. 

Los datos ot:itenidos de los análisis de caracterización 

bromatológica, determinación, de factores tóxicos y .!'lntinutricionales, y 

cuantificación de ~rl-iíno~cicios' se agn,.1paro!1 éonsiderando, como 

triplicado válido él., éonju~tó c:le .datos',.con'un''coeficier1te-dE! variación 

menor o igual a 10%; e~ caso d~ i>'res.;ntar' un •'coeficiE!ritE!' mayor, el 

análisis se realizaba por segunda ocasión. Mie,:;tras que, en:el'caso de las 

pruebas biológicas se consideró septuplicado con u'n coeficiente de 

variación menor a 15%. 

3. 7 Análisis Estadístico. 

Para determinar las diferencias entre los datos obtenidos de las 

determinaciones de caracterización bromatológica, . det.erminación de 

factores tóxicos y antinutrtcionales, y prueb~s biológiC.ª!i d.ei Lás .muestras 

se utilizaron las medias de cada deter·,:;::¡,:;·~ciÓ;;; ···.Para evaluar 

estadísticamente la semejanza de las m~di~i ~~jl~~';,:,IJ~s·t~~~ se, aplicó el 

análisis de varianza (ANOVA)' de una~~ía':~~df~'~i~'..\;l ;software de . 

Statgraphic (v.5) /PC 1991; El ~~~~~ de C:~.:iil~ri~~ c~;~id·~·~·ado fue de 95%. 

En el caso• dé presentar~E2X ~t:f~re;;cla ~tg:iflc1~i0; ~~ e'l análisis 

de varianza se pr~ceciió ~ identificar donc:le' se preséntaba la diferencia 

mediante la·. aplicación de la prueba de r~n~~ · ·m~ltiple de acuerdo a 

DUNCAN. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4. 1 Caracterización bromatológica. 

En las tablas 4.1 y 4.2 muestran los resultados del análisis proximal 

de las muestras. Los datos que se presentan son los promedios y 

desviación estándar, con coeficiente de variación C.V.<10%, (n=3). La 

semilla seca cruda de la E. americana, fisiológicamente madura, es 

utilizada como referencia. En la caracterización de las muestras de E. 

americana en base húmeda (tabla 4~1 ); sE! obs.;r'I~ :~ue\io{C~rliponentes 
como proteína, grasa y carbohidra'to~-- f1();_~_l¿a¡,~~r,~ ú~ lliv;,;X;élel _20%, 

debido a _la gran cantidad de agua _"(alrededo __ •-~··dE?l)S_O:,\\):_é_ :º_,+~_-_' e,~;;l~aso de 
la may~ria de_ las -• legll0-.'b~es :"e>'/tri'.i"fC>:-S i~'r:;.".;;'d~~6~'.';~Al'{ comp"a'~ar la 

::~:::i~::.:~5~: :::'~~:e:::::ª~-~~:~;~:~-~~~gifi;~~:~Jf,f~{~~~~-1~-~~:·:: 
ratifica que_ con __ el tie~~C> ide \ r,::;a'élu~~~iói'l•_";;;i'l~ii'l' la cornposiClón de los 

- - ,- -._.. ~'-- .: . .., J· • .:,,,_- -
' . ,, .. ,,, :,:~ -'. ------ -,-- --. 

nutrientes principales~· · :,~:.; _ : . , ···"i ·-<-_;'- --• -~-- · - · 
-~,_- . ----:--- -, ~_.._ . .,:_ __ . --- -·. ~- ·.-· - -~-'-:'."- .. ---- --- ":.·~--:· 

Para una rnE!jor comp~~~~icln~--~~ muestrafl •los :d¡;~os:_ en b~~E! seca 

~~~~t~~~::~:~f ~}~~:~~~iit~J1t~~~J~f j~~~~~~~l~J~~~ 
de algunos compoi:ientes. como¡hidratos/__(:te ::car_l.>6ñó''y',''c~nl~a~: lo que 

f
m,. bordaifcicrou· dlaa, rleo.isacciu~anl·e---~se ___ -p-ootsr_,.º_.-b. sl __ --_e.cm·---~·e~n¡,_.t. __ ?en'e 11 tes A§rTIC,;eu'C:o_~ten!<tO de. grasa y 

_ se éoricenfrai'Cln -y por. C:on;ecuencia 

su valor se ve increm_entado por _lo qu~·· ¡;,-~:e;/~í~de CU na - diferencia 

significativa después- del tratamiento térmico. 
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Tabla 4.1 Caracterización bromatológica de las muestras de Erythrlna americana (g/100 g de muestra, base húmeda) 

Muestras Humedad 
Gruesa 

Proteína 1 Grasa cruda 1 Fibra cruda 1 Cenizas 1 Hidratos de 
cruda carbono* 

Semflla seca 
cruda 

9.22 ± 0.07' 131.42 ± 0.46d l 12.48 ± 0.45c l 16.55±1.33c1 3.65 ± 0.27' 

e 
:::i 

"O 

"' E 
.E 
~ 
'é 
JI 

s o 
~ 

CRUDA 183.55±3.22b1 5.27 ± 0.11' 1 2.27 ± 0.06b 1 2.81 ± 0.24ª 1 0.69 ± o.oza 

COCIDA 184.~3 Ú:9~~k~.07± Q,13c, 2.51±0.9lb 3.62 f O.~s•b' 0:4ff ~.03ª, i 
- . ' J:·' '• '": '; . " "' ' i· . ,._:,~:,, - ' '.- '. ~· ~ 

cRuDo l8s.09 ± 4.i~~l·'f~4± 0.1~~ 1 o'.9'1\t~.~~l·19o±ó.1~~bl'ó·.~~~ o.02b 

26.68 

5.41 

3.90 

5.47 

COCIDOl86.27±2.56bl 3.17±0.W 10.91 ±O.os& l 4.37±0.30b 10.58±0.W 1 4.70 

* los hidratos de carbono aslmilabl" se obtienen por diferencia. 
los dalos repre5tntan los promedios 1 desv. e5l. de trlplkadOI, C.V.•t°'. 
Las medias con letras distintas son e5tadistkamente diferente5 con u•0.05 de acuerdo con la prueba de rango múltiple. 
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Tabla 4.2 Caracterización bromatológica de las muestras de Erythrina americana (g/ 100 g de muestra, base seca) 

Muestras Proteína cruda 1 Grasa cruda 1 Fibra cruda Cenizas 

Semilla seca 
cruda 

34.61 ± o.s1c 1 13.74 ± 0.49b 1 1s.21 ±'úo• 1 4.02 ± o.29b 

E 
::1 

"C 
111 
E 

·= ! 

CRUDA 

~ 1 COCIDA 

JI 

CRUDO 1 24.38 ± 1.W 

~ 
~ 

COCIDO I 23.12 ± 1.01' 1 6.64 ± 0.38c 

*los carbohidratos asimlables se obtienen por diferencia. 
Lo< datos representan los promedios• delv. est. de trlplkados, C.V.•111\. 
w medial con letra1 dlltlnta1 son e1tadí1tkamente diferentes con a-0.05 de acuerdo con la prueba de rango múltiple. 

Hidratos de 
carbono* 

29.36 

34.91 
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En la -figura 4.1 se tiene una mejor visualización de la comparación del análisis 

proximal de las muestras de E. americana. Al comparar la semilla seca cruda con el 

resto de las muestras, presentan un mismo nivel de proteina, además de que las 

muestras en estudio presentan un alto contenido de proteína y considerable contenido 

de grasa, ya que la mayoría de las leguminosas promedio aporta un máximo de 6% de 

material lipidico. No obstante, existen diferencias entre el ejote y la semilla inmadura 

debido a la vaina, además de aportar fibra, disminuye el contenido de proteína y grasa 

principalmente. 

75% 

Semilla seca 
cruda 

semilla 
inmadura 

cruda 

Semilla 
inmadura 

cocida 

Muestras 

OCHO's 
asimilables 

O Cenizas 

O Fibra cruda 

GGrasa 
cruda 

CI Proteína 
cruda 

Ejote crudo 

------::~-. 
iESlS COR 

Ejote cocido 

FALLA DE OllGF.H 
Fig. 4.1 caracterización bromatológica de las muestras e 

Ery#rrina am•ricana {base seca) 
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4. 2 Determinación de los factores antinutricionales y 
tóxicos. 

La determinación de los factores se realizaron en los cuatro tipos de muestras, 

los datos que se presentan son los promedios y desviación estándar de triplicados, con 

coeficiente de variación (C.V.) <10%. 

4.2.1 Lectinas. 

Además de las muestras analizadas, se determinó el contenido de lectinas a el 

frijol negro Jamapa (Phaseolus vulgaris) y la semilla seca cruda de la Erythrina 

americana para tener una referencia. Los resultados se muestran en la t~bla 4.3. 

Tabla 4.3 Determinación de Lectinas en P. vulgaris y E. americana 

Muestras T* 

P. vulgaris (semilla seca cruda) >24 

E. americana (semilla seca cruda) >10 

CRUDA 6 
Semilla inmadura de E. americana 

COCIDA 3 

CRUDO 5 
Ejote de E. americana 

COCIDO 3 

T • Titulo, el cual es la máxima dilución del extracto de lectinas 
capaz de aglutinar eritrocitos de hámster. 

De los datos obtenidos, se observa que los niveles de lectinas presentes en la 

Erythrina americana (tanto semilla seca cruda como con la semilla inmadura y 

ejote) son menores comparados con el Phaseotus vulgaris. Las muestras de la semilla 

inmadura y el ejote presentan títulos menores que la semilla seca; aunque el 

cocimiento no las elimina si las disminuye, pero estos títulos se consideran de bajo 

riesgo para la salud. 
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4.2.2 Alcaloides. 

El contenido de alcaloides reportado para la semilla· seca cruda de Erythrina 

americana 13, 1 se tomó como r~ferencia. Por lo que no se consideró en el análisis 

estadístico. Los resultados se muestran en la tabla 4.4.1 y en la tabla 4.4.2. 

. . 
En la tabla 4.4.1 muestra · 1os. resultados obtenidos de la cuantificación de 

alcaloides en la muestra· originál, se observa que las muestras crudas de semilla 

inmadura y ejote presenta aproximadamente el 10% del contenido de alcaloides en 

relación al de la semilla . seca cruda, además de no presentar una diferencia 

significativa. Mientras que, en las muestras donde se aplicó el tratamiento térmico, 

se observa que el contenido de· alcaloides disminuyó un 60% aproximadamente con 

respecto a sus respectivas muestras crudas, además de que no existe una diferencia 

significativa entre éstas. 

Tabla 4.4.1 Contenido de alcaloides de las muestras de Erythrina americana, 
considerando su humedad total 

Muestras 
Semilla seca cruda 
Semilla inmadura cruda 
Semilla inmadura cocida 
Ejote crudo 
Ejote cocido 

(g de alcaloides /100 g de muestra) 
0.959 ± 0.02700 
0.127. ± 0.00895 
0.044. ± 0.00297 
0.101 • ± 0.00580 
0.041 • ± 0.00321 

Los datos representan los promedios i: desv. est. de triplicados. C.V.c10%. 
Las medias con tetras dtstlntm. son estadfstlcamente diferentes con n•0.05 de acuerdo con la prueba 

de rango múltiple. 

Los alcaloides se consideran compuestos termorreslstentes, la mayoria de estos 

se encuentran en forma de sales que pueden ser 5olubles en agua, lo cual podría 

explicar que éstos se hayan transferido al liquido de cocción. 
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Considerando los. valores en : base: seca . (tabla 4.4.2), se observa que el 

contenido de alcaloides de .. las O:.uestras ~rudas no es mayor a 1%, lo cual sigue siendo 

menor con respect6·a'la ;emiÚa seca .~·iud~; así también, hay una disminución mayor 

del 25% de la :cantidad dé éstos después de la cocción, principalmente en el ejote, 

prese~tando ~ria dlfe~encla estadísticamente significativa. 

Tabla 4.4.2 Contenido de alcaloides de las muestras de E. americana (base seca) 

Muestras 
Semilla seca cruda 
Semtlla inmadura cruda 
Semilla inmadura cocida 
Ejote crudo 
Ejote cocido 

g de alcaloides /100 g de muestra 
1.056 ± 0.028 
0.769d ± 0.054 
0.214ª :;t: 0.015 
0.669< ± 0.038 
0.301 b ± 0.023 

Los datm representan los promedios t desv. est.. de trlpllcadm. C.V.<10%. 
Las medias con letras distintas son rstadístieamente diferentes con a•0.05 de acuet"do con la prueba 

de rango múltiple. 

Algunas especies de lupinos pueden contener 2% o mas de alcaloides totales en 

la semilla seca, el consumo de'.·ési:as'.'c.omo principal componente en la dieta podría 

ser fatal; sin embargo, el. rang;,.·m~lmo permitido del contenido de alcaloides en 

estas especies es de 0.02%.~50,· .'· Aunque el tratamiento térmico aplicado tanto a la 

semilla inmadura .. como~:a:i-·:ejote redujo el contenido de alcaloides, los niveles 

encontrados aú~- ~o-n' ~{~dsF~ci~~lderando el dato registrado para lupinos. Además, los 

alcaloides típicos «1~ la ~~pecie Erythrina tienen una acción semejante al curare, por 

lo que se deb~ 't~n~r ur1 .::<:;¡:;5umo restringido, aunque los niveles contenidos después 

del tratamiento térml.co probablemente son dañinos puede ser solucionado mediante 
.- .. -·-, ·. 

la mezcla· con alg~n cereal. para disminuir aún más estos valores y por consecuencia 

reducir el posible rie~go al organismo que los ingiere. 
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4.2.3 lnhibidores de Tripsina. 

Los valores de inhibidores de tripsina de la semilla seca cruda de la Erythrina 

americana y la semilla seca cruda del frijol de soya (G/ycine max) se emplearon como 

referencia, por lo que no se incluyen en el análisis estadístico. 

Tabla 4.5 Contenido de lnhibidores de Tripsina en muestras de G. max y E. americana 
Muestras 

Semilla seca cruda de G. max* 
Semilla seca cruda de E. americana• 
Semilla inmadura cruda 
Semilla inmadura cocida 
Ejote crudo 
Ejote cocido 

lnhibtdores de Tripstna A 

49.350 ± 3.689 
85.184 ± 0.2-42 
88.432< ± 6.846 
1.897" ± 0.157 

28.671" ± 0.822 
1.769" ± 0.177 

.A.Unidad de Tripslna lnhlblda (U.T.l.)/mg de muestra seca. Una untdad de trtpslna (U.T.) • 0,01 unidades de abSorbancla 
a 410 nm.: * Estos datos se obtuvieron en el laboratorio. 

Los datos representan los promedios t. de5v. est..' de u1plk:ados, C.V.c10%.. 
Las medias con letras dtsttnus son estadisUcamente dtf~tes con .u-0.05 de acuerdo con la prueba de rango múltiple. 

" , 

Los resultados de las mÜestras an~l\~adas,se presentan en la tabla 4.5, en la cual se 

observa que la semiUa innia~llra'c,;._,~a ti¿ne'e1 m<i,yor contenido de inhibidores de tripsina 

con respecto a las muestras;arializadas;'-mientra,{'que-elejote crudo presenta la menor 
' ' - -. ·, ': .. ; : -. :: -~- -.. ': -.'"·: --, - . ·-~-'. ~-·-,, ,;·. - - -· ._' : .· ,· '" --- -·, --·. . . . . 

cantidad de éstos, lo qu,e .h~ce.notar'que los,inliibidores'se acumulan en la semilla y que 

la vaina inmadura clet'e)ote si..Ve'como diluyentecdefcontenido de éstos. 

Mientras. qLle; en,las,~uestra{~?Cldas'el valor de inhibidores de tripsina se redujo 

más del 90% con respeéto as.us respectivas muestras crudas, lo cual se esperaba debido a 

que estos compuestos .ki><l ~e~?1~~í1;;s¡a,demás .entre las muestras de semilla inmadura y 

ejote cocidos '1«' éxist':' ,diforencia.signÍfiC:ativa en el contenido de inhibidores de tripsina. 

Cabe mencionar' que,;uri contenido mayor, de 10 unidades de inhibidores de tripsina se 

considera q~e ¿ilJ;a:n:daño a la salud del organismo que los ingiere, problema presente en 

las muestras crudas cuyo contenido es muy elevado en el caso de la semilla inmadura y 

semilla seca, y en menor grado. pero significativo, en el ejote; mientras que las muestras 

cocidas no tienen este problema. 

N2 



~u{taáos y <Discusión 

4. 2.4 Taninos. 

La semliia secá ,cruda de la Erythrina americana se utilizó como referencia, y no 

se incluyó en _el análisis estadístico. _Los r~sultados ·de las muestras analizadas se 

presentan en la tabla 4.6. 

Tabla 4.6 Contenido de taninos de las muestras de E. americana 
Muestras 

Semilla seca cruda* 
Semtlla inmadura cruda 
Semilla inmadura cocida 
Ejote crudo 
Ejote cocido 

* Estos datos se obtuvieron en el laboratorio. , . . 

(g Ac. Tánlco/100 g mtra. seca.) 
0.120 "' 0.005 
0.373. "'0.010 
0.232< "'0.010 
0.174º "'0.010 
0.138. "'0.010 

Los datos representan los promedios-*' c:Scsv. est. de trtplfcados. c.v.c1°". 
Las medias con letras dts.tlntas son estadfstlcamente diferentes con a-0.05 de acuerdo con ta prueba de ranao 

múltiple. ·· , 

Por el método ISO, algunos autores re~~¡, de 0.1 a 0.78% de taninos en el frijol 

negro, especie rica en taninos; sin embarga·:_:;:;<> hay- un valor puntual en el cual el 

contenido de taninos tenga un efecto nocivo··:'',~_!\.cualquier.caso, cuando se añaden a una 

ración cantidades elevadas de taninos --(~;;:yo~ . a· 2%), tanto condensados como 

hidrolizables, se observa una disminución en l~ __ ing.:.stión, así como de la digestibilidad de 

los compuestos n;trogenados, pero con" n·~~~r~sas variaciones según sea la composición 

de las raciones y los aminoácidos -irTlptlc~dC>s, debido a que los taninos se ligan mas 

fuertemente a las moléculas grandes· de proteína y a las proteínas altas en los 

aminoácidos prolina y metionina: 15,,--"::' 

El contenido de -taninos en las muestras en estudio es menor al 0.4%, pero se 

observa que después-deltrai:ainie11to térmico el contenido de éstos disminuyó a niveles en 

lo que se podrían conside~ar,-pC>co significativos para un efecto dañino en el organismo 

que los consume, para asegurar que no exista efecto alguno debido a los taninos 

presentes se puede solucionar mediante la mezcla de algún cereal para disminuir estos 

valores. c521 
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4.3 Evaluación de la calidad proteinica 
Los resultados de la calidad proteínica se presentan por cada método 

empleado. 

4.3.1 Composición de aminoácidos 

En la tabla 4. 7 se muestran los resultados del análisis por HPLC de la 

composición de aminoácidos de la semilla inmadura cruda y cocida con su 

porcentaje de pérdida aparente después del cocimiento. 

Tabla4.7 Composición de aminoácidos de la semilla inmadura de E. americana 

Aminoácido 
Semilla inmadura (!! /100 g de proteína) Pérdidaª 

CRUDA COCIDA <"> 
Triptofano6 1.269 ± 0.035 1.070 ± 0.136 15.7 
Lisina 9.306 ± 0.376 7.380 ± 0.768 20.7 
lsoleucina 5.755 ± 0.145 5.681 ± 0.124 1.3 
Leucina 9.910 ± 0.328 9.819 ± 0.453 0.9 
Valina 7.429 ± 0.087 7.043 ± 0.389 5.2 
Treonina 3.374 ± 0.074 3.228 ± 0.251 4.3 
Metionina 0.452 ± 0.014 0.439 ± o.oso 2.9 
Cistina 0.150 ± 0.045 c 

Fenilalanina 2.823 ± 0.212 2.311 ± 0.074 18.1 
Tirosina 1.210 ± 0.015 1.156 ± 0.094 4.5 
Histidina 3.410 ± 0.139 3.141 ±0.186 7.9 
Ácido aspártico 13.208 ± 0.430 8.612 ± 0.981 34.8 
Ácido glutámico 17.583 ± 0.099 15.854 ± 0.264 9.8 
Glicina 4.090 ± 0.081 4.024 ± 0.259 1.6 
Ala ni na 6.339 ± 0.091 5.175 ± 0.313 18.4 
Pretina 5.952 ± 0.084 5.648 ± 0.614 5.1 
Serina 3.733 ± 0.330 3.515 ± 0.142 5.8 
Arginina 6.440 ± 0.481 6.080 ± 0.116 5.6 

LCK dat05o que se presentan son promedios :t; desv. et. (n•l). C.V.s15% 

ª la ~dida aparente del amlnoaddo • [ (aa1,,...,_tr• cruda.) - aa1""-""m1 coctct.J) I aacm&lftu• ct\ld.ml] x 100; 
donde aa •valor del aminoácido expresad<> en (g de amtnoácldo/100 g de protelna) 

b La determinación de Triptofano se realiz6 por hidrólisis alcaUna; 
e Nocuantlfkable. la concentración es {<0.125µMol). 
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En la tabla 4.8 se muestra, los resultados del análisis por HPLC de la composición 

de aminoácidos del ejote crud'a ,Y co~ido con su porcentaje de pérdida aparente después 

del cocimiento. 

Tabla 4.8 Composición de aminoácidos del ejote de E. americana 

Aminoácido 

Triptofano6 

Lisina 
lsoleucina 
Leucina 
Vallna 
Treonlna 
Metionina 
Cistina 
Fenllalanina 
Tirosina 
Histidina 
Ácido aspártico 
Ácido glutámico 
Glicina 
Alanina 
Prollna 
Serina 
Argfnina 

,, Ejote' (!! 1100 g de proteína) 

CRUDO COCIDO 
1.310 ± 0.141 
8. 728 ± 0.464 
4.270 ± 0.180 
6.780 ± 0.173 
6.472 ± 0.471 
3.064 ± 0.106 
0.341 ± 0.051 
0.444 ± 0.016 
0.970 ± 0.028 
0.554 ± 0.021 
3.669 ± 0.423 

17.573 ± 0.057 
19.121 ± 0.602 
4.497 ± 0.260 
6.661 ± 0.091 
5.497 ± 0.345 
4.402 ± 0.276 
4.864 ± 0.108 

1.284 ± 0.028 
7.696 ± 0.171 
4.230 ± 0.089 
6.727 ± 0.216 
5.730 ± 0.188 
2.170 ± 0.196 
0.340 ± 0.026 

0.826 ± 0.227 
0.538 ± 0.112 
2.885 ± 0:197 

11.325 ± 1.547 
14.310 ± 0.862 
3.271 ± 0.324 
5.199± 0.408, 
4.771 ± 0.155 
3.593 ± 0.070 
3.422 ± 0.180' 

Pérdidaª 
(%) 

2.0 
11.8 
0.9 
0.8 

11.5 
29.2 

0.3 

1-4.9 
2.9 

21;4 
35;6 
25.2 
27.3 
21.9 
13.2 
18.4 
29.7 

~datos que se presentan son promedtos ± desv. est. (n•l), C.V.s15% " - ... :· 

La pérdida aparente del aminoácido. e (aa(muntra ~} - ªª'mue'SU'a coclcYJ) I ªªcrnuestra C'Nd&J] X 100; 
b donde aa •valor del aminoácido expresado en (11 de amtnoicidal100 g de proteína) ·· 

la determinación de Triptorano se realizó por hldróltsfs alcalina. 

e No cuantlftcabte. la concentración es (c0.125µMol). 

En una evaluación del efecto del cocimiento en el ~ontenid.; de aminoácidos de 

las leguminosas, con dos horas de tratamiento ~ér~ic~,53¿~~~·~~~~-~~:.~~.ue los aminoácidos 

más sensibles son metionina y menor grado fenilalan,ina.;s¡;(;~b~~go, en el caso de la 

semilla inmadura de la E. americana los aminoácidos ~ás sensibles al tratamiento 

térmico fueron el ácido 'aspártico, alanfna,'; y 'dentr~: de 'los, aminoácidos esenciales 

fueron lisina, fenilalanfna, triptofano, cistina; mientras que los demás aminoácidos no 
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presentaron pérdidas aparentes considerables. Por otro lado, en el ejote presento 

mayor. sensfüilidad en la pérdida de aminoácidos principalmente no-esenciales, no 

obstante, el. aminoácido no-esencial más sensible fue el ácido aspártico, y dentro de 

los aminoácidos esenciales sensibles al tratamiento térmico fueron los azufrados, 

treonina y en menor medida lisina y valina. 

4.3.2 Calificación química. 

En la tabla 4.9 se muestra la calificación química de las muestras analizadas, se 

observa que las muestras de E. americana cumplen con los requerimientos de 

aminoácidos esenciales. No obstante, como toda leguminosa es deficiente en aminoácidos 

azufrados, . y asociado a esto, la cocción afectó el contenido de algunos aminoácidos 

esenciales, específicamente la cistina, lo cual resulta en una disminución de la 

calificación química. 

Tabla 4.9 Calificación Química de las muestras de Erythrina americana• 

Aminoácido Patrón Semilla Inmadura Ejote 
FAO (1985).L Cruda Cocida Crudo Cocido 

Triptofano* 0.50 1.269 1.070 1.310 1.284 
Lislna 1.60 9.306 7.380 8.728 7.696 
lsoleuctna 1.30 5.755 5.681 4.270 4.230 
Leucina 1.90 9.910 9.819 6.780 6.727 
Va Una 1.30 7.429 7.043 6.472 5.730 
Treontna 0.90 3.374 3.228 3.064 2.170 
Metiontnad 

1.70 0.602 0.439 0.785 0.340 Cistina 
Fenilalaninar 

1.90 4.033 4.467 1.524 1.364 Tirosina 
total a.a. esenciales 11.10 41.68 39.13 32.93 29.54 

C.Q. 35.41 25.82 46.18 20.00 
aa limitante azufrados azufrados Azufrados azufrados 

ªEl contenido de aminoácidos~ expresan en g a.a.1100 g de proteina. (100 g de proteína• 16 g de nitrógeno) 

b La detrrminaclón de Triptofano se realtzó po..- hidrólisis alcaltna 

e ReQUef'imtentos de a.a. esenciales para adultos. de acuerdo a la FAO/WHO (1985) 0 s a,a,/100 g de protelna. (5'4) 

d Se considera la unión de lO'Jo a.a. azufrados por que la Cys puede reemplazar aproximadamente el 30% de la Mct. 

e Se considera la unión de IO'Jo a.a. aromiltlcos debido a que la Try puede reemplazar aprox. el sar. de Phe. 
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Para las legum,i.nosas, la calificación química (C.Q.) se considera baja en 

aminoácidos azufrados (30·55)1201. sin embargo, las muestras crudas de la semilla 

Inmadura y :.el ejote: muestran un C. Q. dentro del rango estimado pero menor al 

reportado para· l~·semlÚa seca cruda (66.6)1,.,, lo cual puede deberse a que el ejote 

esta en desa;·rollo, por lo que su metabolismo está constantemente cambiando, por lo 

que el c,;ntEio'ictó de algunos aminoácidos es variable. 

Mientras que, en las muestras cocidas disminuyó el valor de la C.Q. más del 

30% debido a la sensibilidad de los aminoácidos azufrados al calor, este valor es 

menor al valor promedio de las leguminosas, lo cual podría ser mejorado mediante la 

suplementación con la proteína de algún cereal. 

4.3.3 Relación de Eficiencia Proteica (REP). 

En la figura 4. 1 se observa la fotografía de una rata representativa de. cada 

lote en el día 14 de experimentación. 

En este bioensayo, los animales de los lotes de muestras crudas presentaron 

síntomas de desmejoría, tales como: aletargamiento (somnolencia profunda y 

prolongada, sin fiebre ni infección), ataxia (la inseguridad de movimiento como 

consecuencia de la faltade.~una actuación coordinada de los músculos), piloerección 

(erección del pelo) y di·a~re~,(~91> provocando así una pérdida de peso considerable, lo 

cual se atribuye á la presen.~la de factores antinutricionales y tóxicos, principalmente 

a los tóxicos 'propios·. de· esta especie (alcaloides), en niveles que dañan 

considerablemente al· organismo; en el caso de los animales de la dieta de semilla 

inmadura sólo vivieron las dos primeras semanas mientras que los de la dieta de ejote 

vivieron 3 semanas: 
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Fuente de proTcína: :.::cmilfc cruda 
\P :: - 1 5. _:, ::~ gr-amo~ 
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FuenTC! d~ pr::i"tcínc '. ·"!JO"'!""c •=rudo 

Fu~nTr:! d~ proteína: cas~Íno (e.antro:) 
\P 7 - 39. !:•Ó_'_/_ 2.2 9:--:11':1C:"' 

P:.1cn-tc de proTeÍno: e.jo'tc cocido 
\P = 22_96~4_57 gramos 

Flg. 4.1 Animales del bioensayo. en el día 14 de experimen"tación. de 
acuerdo a la fuen"te de pro"tefna incluida en su dieta. 
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Dieta O 
(ejote cocido) 
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28 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 

Flg. 4.2 Comparación del crecimiento de ratas alimentadas con E. omcrit:ana. 

El crecimiento de las ratas de cada lote puede visualizarse en la gráfica 

correspondiente al incremento de peso en función del tiempo (Fig_ 4.2), donde se 

observa que los lotes de muestras crudas presentan una disminución de peso, siendo 

mayor esta pérdida en el grupo correspondiente a la semilla inmadura donde 

presentan el mayor contenido de los factores antinutricionales y tóxicos. De igual 

manera, se nota en el grupo de ejote crudo aunque en menor medida. Asimismo, se 

observa una correlación entre el contenido de alcaloides y el crecimiento, ya que en 

entre mas alto es el contenido de alcaloides (ver tabla 4-4.2), los animales 

alimentados con este material mostraron un mayor decremento en su peso original. 

La curva de crecimiento de las ratas alimentadas con la dieta de la semilla 

inmadura cocida representa el crecimiento más alto de las muestras con una 
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tendencia cerc'ana al .control, lo cual puede atribuirse a la calidad proteica y un bajo 

contenido de factores antfnutricionales y tóxicos, principalmente alcaloides, debido a 

la relación directa entre el' contenido de alcaloides y el crecimiento de los animales. 

En el ca.so de l~~·ár'.imáles de las muestras cocidas no mostraron la sintomatología de 

los anirnale~-·de)as muestras crudas, pues tuvieron un desarrollo semejante al del 

grupo 'contr.,;l_·;··L.os valores del REP se muestran en la tabla 4.10, donde se observa el 

valor de REPaJustado de las muestras cocidas que se encuentra dentro del rango 

estimado para una leguminosa, que es de 0.9·2.1 siendo más frecuente el valor de 

1.6120,. hay reportes de leguminosas como la soya (Glycine max) que al ser sometidas 

a un proceso térmico el valor de REP se puede incrementar hasta 2.5 1101 • 

Tabla 4.10 Comparación del REP de las muestras de Erythrina americana 

Fuente de proteína de las dietas PERpn,medlo ... PERa¡ustado 

CASEÍNA 3.056c ± 0.1672 2.5000 
CRUDA 

,. 
SEMILLA INMADURA 

COCIDA 2.484b ± o. 1802 2.0342 
CRUDO .. 

EJOTE 
COCIDO 2.120" ± 0.1095 1.7357 

-e-- Los datos que se presentan son los promedios :t: desv. est. de septupllcadoS, C.v. <15~. 
• No se determinó debido a los animales murieron 01nt~ de finalizar el peoriodo de experimentación 
Las medias con letras distintas M>fl estadistlcamente diferentes con u-0.05 de acuef'do con la prueba de rango múltiple. 

La semilla Inmadura cocida presenta un valor de REP alto y cercano al control, 

lo cual se corrobora con el crecimiento presentado por los animales de este lote, sin 

emabargo es menor al valor de REP de 2.3 reportado para semilla seca destoxificada 

por extracciones 11s1: mientas que, el ejote cocido es parecido al valor promedio de 

las leguminosas lo cual pueda deberse al alto contenido de fibra en éste. 
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4.3.4 Digestibilidad aparente (Da). 

Dado que los animales de los lotes de muestras crudas no sobrevi_vieron hasta 

el final del bioensayo, sólo se reportan los valores de digestibilidad apar~nte (Da) de 

los lotes control y muestras cocidas (tabla 4.9). 

Tabla 4.9 Digestibilidad aparente (%) ':~.·-· 

Dieta 

Caseína 

Ejote cocido :-

. 98;498°.- ±. 0.345 

9o'.'486b ± 1;046 

1.068 

Los datos que se pieseftta~ sOn tos promedios :t: desv.· eSt. (n•7). C.V .. c15" .. : 
Las medias con letras dlsttntaS son estadísticamente dlft!tentcs con a-0,05 de acuerdo con la prueba dt!' ranao múltiple 

. ·:~:-.J.,':·:<_--, .. ,' . ,. . -

Para algunas :lE!~~~i-~osas el valor reportado de digestibilidad aparente es de 

<80%112,. aunqlJe ___ un:' _tratamiento térmico adecuado puede incrementar la 

disponibilidad dé l_a proteína y reducir la cantidad de los factores antinutricionales y 

tóxicos que limitan la calidad de la proteína, logrando así un incremento de este 

valor entre el 85-95% (13, l•l· Esto se observó en las muestras cocidas de la Erythrina 

americana ya que· presentan una digestibilidad aparente >85%, siendo más alta en la 

semilla inmadura donde el contenido de fibra es menor. El alto contenido de fibra en 

las muestras pudo inteñerir en la absorción de nutrientes acelerando el tránsito del 

alimento a través del intestino; no obstante, podría ser un beneficio para evitar la 

acción de algunos tóxicos como los alcaloides. 1111 

Aunque estos_ valores de digestibilidad sólo son una estimación cercana a la 

digestibilidad verdadera, nos indican que la proteína de la semilla inmadura y ejote 

cocidos tienen una a_lta biodisponibilidad, al cual es similar a la digestibilidad 

obtenida para la semilla seca cruda destoxificada por extracciones (86±3.1) 1181• 

9) 
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CONCLUSIONES 

El tratamiento térmico con agua y la posterior eliminación del 

liquido de cocción aplicado tanto a la semilla inmadura como a·l ejote de 

la Erythrina americana no mostró modificaciones consider~bles eÍl el 

contenido d~ proteína; no obstante, parte de alguno~··¿~·,;,~;;~e~tes se 

transfirieron al liquido de cocción, como los mineral~s;i/C:iirbc;hiclratos, 
lo cual se .reflejó en la disminución en el porcentaje. "pr~~e'nte en las 

muesfras cocidas. 
,, '·,'i(,~. :' -

El cocimiE?nto del ejote y de la semilla inmadura ·~o't.:.g·ró eliminar 

en su totalidad ,el conteÍlldo :<1E?\o~/á1c;.loide~~·~~.:,;5~·:;.;d~fo;CI .niveles 

que probablemente•· rici :podria'•'p~o'Vo¿a'¡.,claños:a<í'a' sii'1tcl;'clé igua1··forma 

sucedió con el co~~e~ido ·el~ l"'cti~a~; inhlbld6r~s,d«!'tripsin~ y taninos. 

Sin embargó, no .~e é~~al;~.s· 'prÚ~bá~ .d~ \~xi¿fd.~d '~ l.:;rgo'< plazo para 

detectar ef éct.:.s . sec.'.iÍlcl,;r1c;~-¿cl.t t6s Stacto;:e'~/aÍlti'nutdcionilles_ .Y .. tóxicos 

presentes des~ués~ici~!' ~~.~c~~~·°,:téi~i;f6;', "i-;c;i:1c/.c.'.i~1 será conveniente 

llevar a cabo este tipo;cie'estúdios •. ,,. 
··,·:~:: -~::¿·,: .. ,; . ,._ . 

' :_:-:.~~'.· --~,:~.---~~\··'._;,_ 
;,~'.--:~~e-.: .oo.-_ :~-~~'.;:/_ _ 

La cocción' con .. ,agúa "•Y•· la··, posterior .. eliminación del 'tíq.uido de 

cocción efe~tua'cl6'' en• la ''tr~-thrina. america~a ~ejo,:ó la calidad 

biológica de ~u· ~iot!~.~~~~- \á p~6~~ína de la sémllla .inmadura cocida 

presentó un ·mayor.: valor·'de la Relación de Eficiencia' Proteica y 

Disestibilidad'aparent~ ~ue :~l ~jote cocido; no obstante, fue menor que 

el control,· ·det)ido a:~. que el contenido de fibra es ·mayor' i"a .,_s~mÚLa 
inmadura y e( ejo'te, por lo que podría reducir la asimila·c;ón de la 

proteína. 
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Coru:{usiones 

Se considera que la semilla inmadura y el. ejote de Eryth~ina 
americana cocidos. tienen una .pro,teí~a ·vegetal buena; no obstante; la 
cocción no afectó c~nsider~blerTl-.,nte< los ar'riin<lAcldos es~'llciales, péro 
como toda leguminosa .;;.d~ficie~te ellaminc:Íác{dó~-~z~f~a;d~;por_lo que 

~~e::l::c::;:~ó~~/rd1~Íie~J·~~~~·z'.j;~~'~:~-~~~ 1!b~1%:~~~~:¡j~~Z:~i:~::ª~s;~ 
podría ser con~ide~ada {par'~',_;;~lfi~r;~ . una , ~j'pt~/~~r'iia~'jó'll'(cóll ~lgún 

·-;;'·. -._,.,. -i\"- ;2--"::'' -:~,-~ 

cereal. .'';\ i \<< 
. , __ --.·.·. ~ ·:.· . .. -: .;,-·· -... ·<-" -., , -_ .. ;-:~-.·-.:-.''.;. _ .. : .;-:"' <'c.:·_,_,. 

-::~I;' ;~c.,; , -

El coclmi~n·f;;- con: la•' pc:Íst:;;'ri;;r. elin;Ína'c1óri del líquido• de, cocción 
se considera adécGá'cf¿;~}&a!at~~;~~;~.ia'sé'm1ua 1nrnadura y,et ejote ·de 
Erythrina .ame,:icana)qlie; despu~s-~.deé:orifl[ma.r. ,la ausencia. de. efectos 
tóxicos a la.rgo 'pl'él~~;•'permittría cafalc:Ígélr a esta'' legurnillosa como un 
posible cornpÍ~m.,;~toall~entlcl~. 
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~ANEXO A~ 
Preparación de reactivos 

1. Solución anticoagulante: 
Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar 

ya sea con solución de heparina o citrato, las cuales se usan en la 
siguiente relación: 

Sol. de heparina : sangre 
Sol. de citrato : sangre 

15-20 UI: 1 mL de sangre 
0.1 mL : 1 mL de sangre 

2. Solución amortiguadora de IB.fu 
Se pesan··'6.05 g de tris(hidroximetil-amino-metano) y 2.94 g de 

CaClz • H,o: s·e_:·d1suelven en 900 mL de agua destilada. Se ajusta el pH a 
8.2 y se afora_a un:vohimen de 1 L. 

3. Solución BAPNA: . . 
Se pesan 100 mg de benzoil-DL-arginlna-p-nitroanlllda~HCl-(BAPNA) 

se disuelven en ·2-.5 mL de dlmetil-sulfóxido y se diluye· a· 250 mL con 
amortiguador TRIS previamente calentado a 37ºC. Esta solución :debe ser 
preparada el mismo día y cuando este en uso debe mantenerse-a 37°C. 

4. Solución estándar de tripslna: ·_;;_ >·.--
Se pesan con mucha exactitud 4 mg de trlpsina~,bovina .'(SIGMA T-

8253) y se disuelven en 200 mL de HCl 0.001 N~. Esta ;solÚ-ción. debe ser 
almacenada en refrigeración donde puede :<iurar:•'é:le·· .. ·2~3 - semanas sin 
pérdida apreciable de actividad. · · · 

5. Solución de dimetilformamida al~ ·: .. < _ . ·.-
Se transfieren 75 mL de dimetilformamida a un matraz aforado de 

1 OOmL limpio y seco. Dilur con agua .desionizada,' dejar enfriar y aforar a 
100 mL. . 
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6. Solución estándar de ácido ·tánico! 
Esta solución: .de referencia debe· contener 0.2g/ 1 OOmL. Se pesan 

0.2g de ácido .tánico, aforar ·a 1 OOmL con agua desionizadá. 
; : . ··:: ,~ • ·;·¡ • 

7. Solución citrato fér~ico ~.; ~:n1'.;;~;o <17~20% de hle~ro>; 
Se prepara ·una soluclón··de;;.0.35g'(1 OOmL;, preparada 24 horas antes 

de su.uso. Se presan0;3Sg de•citrato·ferrico.de amonto y aforar a 100mL 
con agua desio.nizada. · .. : ::;: ' ' :.~:::: 

~.\' 
. :.::::·:: '; .. ,·:, 

s. Hidroxido de amonio Q.amonia¿~ {O.,ii éle~Nt-i3t1oomL>: 
Se prepara una solución'· que:: contenga> Para lo cual se miden 3.1 mL 

de hidroxido de amonio concentra.do (2~%'de'amo11iaco) y aforar a 100mL 
con agua desionizada. · · · · · · · 

9. Solución estandar M tr~ptofa~d f~_gL,~;~&:;¡~:;: ,: 
Pesar 12. 5 mg de .estandaride··triptofano:y aforar. a 250 mL con agua 

destilada. ' · ·.:: ·' · ·· 

10. Solución de p~dim'et:itami~obenzaldehido·CD~~~l~L~~: . 
Pesar 0.5 .. g··de:·de: p-DMAB y .disolverlos'i.con.:HcL concentrado, 

aforar a 100 mL con HCL concentrado. . . 

11. Solución de Nitrito de Sodio al 2%: 
Pesar 200 mg de nitrito de sodio y aforar a 100 mLcon agua. 
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.F0 ANEXO B ~ 
1. Preparación de la estación de trabajo.<44> 

Preparar la estación de trabajo de acuerdo al siguiente diagrama (Fig.1 ). Se 

deposita dióxido de carbono (COz) sólido en el recipiente del refrigerante tipo dedo 

frío y metanol suficiente para cubrir el hielo seco que se ha depositado. Verificar que 

los controles de vacio y de Nitrógeno se encuentran cerrados. Se enciende la bomba 

de vacío y después de cinco minutos la lectura del manómetro de la estación de 

trabajo deberá ser 50·70 miliTorr. La presión de salida del Nitrógeno no deberá 

exceder 0.3 kg/cm2 • 

Contru~ de encendido 
("lq.,yhomo) Ülo .co-•ttanpl 

Fig. 1 Instalación de la estación de trabajo. 
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2. Preparación de fase móvil (A y B). 

Buffer acetatos-ácido fosfórico (fase Al. 

Dilúyanse 100 mL de concentrado A (AccQ tag concentrado A) hasta 1000 mL 

con agua purificada, utilizando un matraz volumétrico de 1000 mL. Hacer pasar la 

totalidad de la fase a través de un sistema de filtración a vacío (Fig. 2) con un filtro 

de tamaño de poro D.45 µm tipo HA, ambos de Millipore. Mantener el vado durante 5 

minutos después de que ha pasado la totalidad de la fase A por el sistema de 

filtración para desgasificarle. Almacenar en refrigeración para conservarle hasta por 

un mes, cuidando de filtrar y desgasificarle si no es utilizada por más de dos o tres 

días. 

Figura 2. Sistema de filtración de fase móvil. 

Acetonitrilo: agua 60:40 (fase BI. 

En una probeta de 1000 mL, verter 600 mL de acetonitrilo grado HPLC, añadir 

450 mL de agua purificada y después de ha salido el aire se ajusta a 1000 mL con agua 

purificada. Se filtra y desgasifica la fase B de la misma manera en que se hace para la 

fase A, utilizando un filtro de 0.22 µm tipo GV de Millipore. Almacenar en 

refrigeración para conservar su composición durante una semana, volver a filtrar y 

desgasificar si no se utiliza en dos o tres días. 

TfSIS CON 1 
FALLA DE ORlGE_!j 
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3. Instalación del HPLC. 

El sistema de análisis cromatográfico deberá instalarse de acuerdo con la figura 

2, deberá tenerse cuidado de que las conexiones de la tuberia sean adecuadas para 

evitar la formación de volúmenes muertos para no deformar los picos de los 

aminogramas. La columna deberá estar conectada en la dirección que se indica en su 

etiqueta de identificación. 

'fh --;.:;:-VIS 
n l .-llloo 1 

----..; cont.oladllr 

bomba O 

Fig.3 Instalación del cromatógrafo de liquidas de alta resolución. 

4. Acondicionamiento del equipo. 

Enciéndase el equipo (bombas, controlador y registrador, en ese orden), 

después de asegurar que hay fase móvil suficiente (A y B) en cada una de las 2 

bombas, verificar que no hay aire en las tuberías que suministran la fase en cada 

bomba y que la columna se encuentra conectada en la dirección adecuada. 

Acondicione el equipo de acuerdo a la siguiente tabla (programa 1 del controladorª): 

11 Para lntctar cualquier programa en el controlador• después de encendido, se presiona Operote grodlent, lo cual pennitlrá 
~leceionar alguno de l<M. cuatro programas necesarios para el desarTollo del anialtsls. ~es se presiona Enter y en algunas 
ocasiones, en la pantalla del sistema aparecer.a ta pregunta de confirmación para establecer las condiciones del programa 
elegido. Existen dM opciones para Iniciar la operación del programa elegido; una es presk>nar run en el controlador y ta otra es 
hacer o simular una inyección. llevando a la posición fnjttt la palanca del Inyector. 

1· l .• Is -e o i-1- ... - \ 
FALLA CE 0R1GF.~J 
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Tabla 1. Acondicionamiento del equipo. 

Tiempo (minutos) 
Inicio 

5 
40 
45 
60 

% fase A 
o 
o 
o 

100 
100 

% fase B 
100 
100 
100 
o 
o 

Flujo (mL/mtnuto) 
O· 
1 
1· 
1-
1 

Cuando han transcurrido 10 minutos a partir del inicio del acondicionamiento, se 

enciende el controlador de temperatura y se ajusta a 37° C, también se enciende el 

detector UV-Vis. Inmediatamente después de que ha finalizado la comprobación rutinaria 

del detector, se ajusta a 254 nm de longitud de onda, filtro 0.5 y sensibilidad 0.05; para 

después ajustar a cero la lectura. Es importante que se ajuste a cero antes de que fluya 

fase A por la celda, dado que a éstas condiciones la fase A absorbe energía y durante el 

desarrollo del gradiente (tabla 2), la línea base cae debido a que el sistema se enriquece 

con acetonitrilo:agua (fase B), que no absorbe en éstas condiciones, por lo que si se 

ajusta a cero con fase A fluyendo en la celda del detector, la línea base estará por debajo 

de cero en algún momento durante el desarrollo del gradiente. 

Tabla 2. Gradiente de separación de derivados de aminoácidos 
Programa 

2 (~it==) % fase A % fase B Flujo (mL/minuto) 

Inicio 100 o 1 
0.5 98 2 1 
15 93 7 1 
19 90 10 1 
32 67 33 1 
35 67 33 1 
36 o 100 1 
41 o 100 1 
42 100 o 1 
43 100 o 1.2 
48° 100 o 1.2 
49 100 o 1 
58 100 o 1 
59 o 100 1 
94 o 100 1 
95 o 100 o 

·última linea del programa 2 registrado en el controlador utilizado 

------------ ---------
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Programa Tiempo 0/o fase A º/o fase B Flujo (mL/m.inuto) 3 {minutos} 
Inicio 100 o 1.2 

1 100 o 1 
10 100 o 1 

Programa 4 Tiempo o/o fase A o/o fase B Flujo (mL/m.inuto) (minutos) 
Inicio 100 o 1 

1 o 100 1 
36 o 100 1 
37 o 100 o 

5. Gradiente de separación y cuantificación de aminoácidos. 

Cuando ha transcurrido el tiempo de acondicionamiento, se inicia el gradiente 

con el cual se efectuará la separación y cuantificación de los derivados de los 

aminoácidos (tabla 2, programa 2 del controlador") y se enciende el registrador con 

las siguientes condiciones; velocidad del papel, chart speed, 0.5 cm/minuto; ancho 

de pico, PW, 3; atenuación, atten, 128 o 256. 

Se inyectan 5 a 20 µL (conforme aumenta el contenido de proteína se debe . . 

inyectar un volumen m~no.r;; par,~. ev,tar que se distorsionen los primeros 5 picos) de 

muestra o 5 µL de·estándar·é:l.;tillTlinoácidos (0.2 mM), el tiempo de corrida es de 55 

minutos; a pa~tir del ,rii~uto 36/el gradiente no tiene influencia en la separación de 

los derivados ele l~s aminoácidos, por lo que transcurrido este tiempo, se presiona 

INJ I END A en el registrador para obtener áreas y tiempos de retención de cada uno 

de los picos; a partir del minuto 60·65 del programa 2, el equipo comenzará a lavarse 

cuando se ha inyectado por última vez en el día. La jeringa deberá enjuagarse con 

agua purificada entre inyecciones. 

"Presionar change programen el contf"olador. seleccionar el programa a utilizar (1, 2, 3. 4) y presionar 
enter, el gradiente empezará en cuanto se haga o simule una inyección o sea presionado run en el 
controlador. 
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Dado que el modelo del controlador utilizado no permite que el programa 2 

esté completo como uno solo, se utilizan dos programas más, uno que permite re

acondicionar la columna entre inyecciones (programa 3) y otro que sirve para lavar el 

equipo al finaliza~ una'S"esión de trabajo (programa 4). 

Al minuto 48 ci.et p,rograma 2, en el controlador se cambia a programa 3", lo 

cual permitirá' reacondicfonar la columna para la nueva inyección. Es conveniente 

lavar el inyector.en este punto, inyectando 20 µL de agua filtrada y purificada Una 

vez transcurrido· el programa 3, se cambia a programa 2 del controlador" para 

inyectar nuevamente. 

Cuando se ha realizado la última inyección del día, después de que ha 

transcurrido el programa 3,.se· cambia a programa 4 en el controlador", se presiona 

run para empezar e1 lavacio C1~1 eCiulpc;;·:~Fcontro1 de temperatura del horno deberá 

apagarse antes de que se deteng~:e(fluj~;defase móvil, siendo adecuado hacerlo en 

el minuto 80-84 del programa 2 (en el'ITli.n.uto 22-26 del programa 4). Cuando se ha 

realizado la última inyección del día, ai"ri'..inuto 36-40 del programa 2, la lámpara del 

detector deberá apagarse (presionando·tamp onloff en el detector) si es que seguirá 

siendo utilizada regularmente, de lo ·contrario, apagarle presionado on/ off. 
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~ANEXO C ~ 
Técnica de distribución (Culebra japonesa) 

Esta técnica se aplica con el objeto de distribuir un conjunto de 

elementos, en este caso animales, en un determinado números de grupos 

para obtener una uniformidad en los mismos. 

Procedimiento: 

1. Marcado al azar de los animales para su posterior identificación. 

2. Pesado de los .animales. 

3. Con. base en'..et.t~·e~6.,ci:JrP.oral obtenfdo anter'iorinente, se ordenan en 

forma ascend.É!~~e'~:(a.~irT'lal; 1; ~ni~a{ Z~ anÍinal 3,.:., animal n). Se 

recomienda 'cónl:ar,' ~on !animales' e.xtra; : p.:;es 'de s~~. necesario, se 

eliminan :lo~;;•~.~i~;.-~~·~·;~6n '~a'y'or '.~ , ~;;;~6;' pese> ~~~~ disminuir la 

variabtlldad e;:;t.;:;;•·¡c;~ gri.Jpós, la difereñé:ia en el' peso promedio entre 

los lotes'deb~ ·~~í--iri'énor <l 1 g; 

4. Distribución' d·~ los ·.animales, ya sea de derecha a izquierda o de 

arriba hacia abajo, con el siguiente patrón: 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 ~ Grupo j 

Animal 1 ~ Animal 2 ~ Animal 3 Animalj ~ 

e ..,__ Animal j+1 .. ~ Animal n 
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~ANEXO D ~ 

Formato de registro de datos para 

la prueba biológica REP 

Rata; Sexo: Peso inicial (Pi): Dieta: 
Tiempo (días) Peso final (Pf): 
Peso animal (g) M'- P1-Pi -
Alimento inicial (Ai) 
Alimento final (Al) 
Alimento ingerido (Al) ~1-

Alimento acumulado 
Obervaciones: 
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