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INTRODUCCION

La alimentacidon es una de las necesidades bioldgicas principales
que todo serl vivo debe satisfacer. Sin embargo, la situacién alimentaria

actual"nb esbfavorable debido a un desequilibrio entre la poblacién y la

produccnon"de alimentos. (1, Aunado a esto, los productos: protelmcos de -

orlgen an ma 4 carne leche, huevo, etc.) tienen un costo mas elevado

que’ los P duc o' de origen vegetal como las tortillas y el f 'IjOl

bajos ingresos.'u, ,, De ah1 que el\hombre este

la familla Fabaceae que flgura en la f\ora silvestre natwa de Mexico.




Introduccién

Las semilléé de la Erythvr<na amerrcana son rlcas len: protelna'
vegetal, la limitante par 1 f onte ido de alcaloides, los

stadios.de ‘maduracién ();

antmutrlClonales y: toxlcos contenido en ellos, con el fln de mcrementar
su calidad nutnmonal '




Introduccién

El propésirto' de estudiar por separado la semilla del eJote y el

ejote completo es’

ldentiflcar un posible efecto de la fibra aportada por
la - vaina’ en’.la- ‘ ‘el “mejor

aprovechamier

rintegro

nutritivo y bajo costo. s
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OBJETIVOS

~” GENERAL:
Conocer la eficacia de la coccién como método de destoxificacion en el
.ejote y la ‘semilla inmadura de la Erythrina americana, y evaluar la
cahdad nutncmnal de estos después de ser sometidos a coccién y posterior
: ehminacmn del hqu1do de coccion.

-~ PARTICU LARES :

b) Cuantiflcacion de los stgulentes factores toxicos y antinutricionales en

las muestras-

<  Lectinas

< . Alcaloides

< Inhibidores de Tripsina
€ Taninos :

<) Evaluar la calldad proteica de las muestras por' o

@ un metodo qutmlco. :
) Calificacuon Quumlca

® dos metodos biologlcos g i

S Relac:oﬁ de la Eficnencia Protelca (REP)

- Dlgestlbilldad aparente (Da)
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GENERALIDADES

2.1 Leguminosas.

Las leguminosas son el tercer grupo botanico mas grande, perteneciente a la
familia de las Fabaceae, comprende alrededor de 12 000 especies distribuidas en el
mundo, siendo predominantes las plantas y los pequeiios arbustos; son consideradas

de los primeros cultivos comestibles practicados por el hombre por constituir una de
sus fuentes principales de alimento.

Teguemento (apicperma)

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

Los frutos de las leguminosas tipicamente legumbres, 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
cascaras simétricas a.lo largo de una linea de sutura dorsal en cuyo margen van

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

TESIS GON | :
FALLA DF OR'GEN




gznemlid’a&.v

tegumento ) eplsperma formado por la testa y endopleura, hllo caracterist!co para

H sm pehgro. o -

Aunque ‘a pri ! pal utlhdad de las legummosas de grano I'ESIde en las semullas,
estas plantas no se restnngen al campo de la alimentacion, sino que muchas de ellas
son usadas enla agricultura como:

@ forraje y ensilados.

® abono verde: son plantas que se incorporan al suelo cuando aun estan verdes, o un
poco después de la floracién con el objetivo de enriquecer los suelos (para regenerar
ta materia organica, agrega material nitrogenado); pero en épocas recientes el
término abonos verdes se ha usado mas ampliamente y puede referirse a plantas cuya
vegetacion se deja en el suelo estando verde o en estado seco con el propdsito de
abonar el suelo pueden ser sembrados en el terreno o traidos de otro lugar. Ademas,
protege al suelo de la erosion.

® cultivos protectargs; s:bn ai:;uellas plantas que se siembran para cubrir el suelo, sin
importar si ‘en elffuiﬁi'blserén o no incorporadas. Asi, aunque se usen para cubrir y
protegef Aa’; su.ip"erficrive, del5 suelo, también pueden ser incorporadas como abonos
verdes. Adernés el,térmjnd cultivos de cobertura incluye plantas sembradas entre las

calles de hﬁért_os de frutales o durante el periodo entre un cultivo y otro, con el
objetivo de proiege

a':'tierra de la erosién y lixiviacidn, incrementan la fertilidad

mediante la reminerahzacmn del suelo; asi también, acumulan el nitrégeno debido a

la fijacion. s1mbl tlca de éste por las bacterias del género Rhizobium, las cuales
forman nodulos en las raices de las plantas transformando el nitrogeno atmosférico en

amoniaco. (g, 9)




Generalidades

2.1.1 Aspectos nutricionales de las leguminosas. e
EL hombre aprovecha diversas partes de las leguminosas para su alimentacion'

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

caracteristicas de cada especie también se utilizan otras partes de la planta‘ Asn, por

eJemplo, las vainas inmaduras (ejotes) de varias leguminosas se ingie

fluctuan‘en' funcmn de la especie, del clima, del almacenamiento, del
perlodo de recoleccion etc. ya"que contienen'

g

) 20 hasta 60% en las semillas
maduras; la presencna de m dos disacandos, oligosacaridos

% pohsacaridos es: muy vanable, no obstante casi la totalidad de

esta .fraccién  es almldon, por o que las leguminosas son

consideradas una fuente barata de energia. 7. 8)




. Generalidades

3 cenizaS' se consideran fuentes de hierro (5 7 6 mg/100g), calcio (68-
250 mg/100 g) 'y fésforo. (300 400 mg/100 2). a8y

ce_lglares “

Entre: tas “limitantes del uso ‘de " las legumlnosas

reduc1da cantlda

aminoacidos esenciales azufrados (met!omna 'y

cistema) les ‘como la corteza de la semilla Ly s estlructura

natwa"ademas, la: presenc1a de factores antinutricionales:

‘téxicos, lo

que en conj nto’ reduce la biodisponibilidad. (12)

2.1.2 Asp ctos toxicolégicos de las leguminosas.

Todos los alimentos contienen una o mas. sustanc:as de manera
natural si 2

valor. () Algunas de estas sustancias son pellgrosas para: et organismo

que las inglere, provocando distintos

mhlbicmn del crecumiento

5 compuestos susceptibles de provocar
desequnlibno en ‘la cobertura de las necesidades de los nutrientes que, si .

no es compensado por un aporte complementario del o de los nutnentes
afectados, lleva a la instalacién de una patologia particular.




Generalidades

Sustancias téxicas: compuestos cuyos efectos nefastos no pueden ser
compensados por una suplementacién alimenticia, ejerciendo sobre el
organismo un efecto puramente toxico. Pudiendo presentar una
reactividad particular, ya sea como antagonistas o agonistas o inhibidores
de enzimas, de hormonas o aminodcidos. En casos especificos, sus modos
de accidn estarian favorecidos por la existencia de una dotacion genética

propicia a la a ricion de una patologia determinada. (13)

A.menu tos dos tipos de sustancias se emplean de manera
indistint'a'cvo )
. Como
compuestos

especie,f a d

lectinas

partlcularmente en,}kl'a 'semillas,‘

de las proteinas totales. (15)



genehllfdad'zs

_ElL efecto prlmano que presentan las lectlnas se relacuona con el

hecho de que se unen a la mucosa de la pared intestinal alterando su

consume. (17)

Sin embargo,_la actividad - de - las lectinas decrece durante una

adecuada coccion aunque no siempre se alcanza la destrucclon completa
del efecto . téxico de la lectina, con ‘o - que se mejora Jel’. valor
alimenticio.(ys)

2.1.2.2 Alcaloides.

Son un grupo de sustancuas ,,‘Vegetal,
abarcando cerca de 6000 compuest' nolec
con propiedades alcalinas, -
marcadas.1g) Durahte

considerados

metabolismo amrnal. (19,




g}

Aunque la funcxon de los alcalmdes en las plantas no es totalmente‘ :
clara, existen q 3 .

2.1.2.3 Inhibidores de Tripsina.

Pertenece ‘al'grupo de antlenzimas, las cuales inhiben la ‘accion de
la enzima“ digesnva correspondiente.‘ Los inhibidores de

ripsma son
polipeptidos o proteinas capaces de’: inhibir la accion catahnca de la
tripsina. (20y k ;.

En  las. plantas la semllla,'

su. funcuon fislologica es dve regulacion o de

_se concentran prlncrpalmente
tuberculos, ralces y ho;as.

en

A De_ta§ m'an‘era‘; se

logra utllizar las plantas como al mento (11,

El grado de destruccton de
los mhibldores

de tripsuna depende de ‘el tipo de inhlbldor, La

14



Generalidades

temperatura, la duracion del calentamiento, el volumen del alimento y

su contenido en; agua La coccion habitual es suficiente para inactivar

nhlbldores de tr!psma, con’ lo cual dejan de

capacidéd
reaccione
pequena

‘fenolicos

Tanto unos como otros son msolubles en’ solventesv no; polares (eter,
cloroformo, benzeno) y solubles en’ agua Y alcohol La imposib\hdad de

15




Generalidades

una ciasifu:acuon rlglda ‘se; pone de mamfiesto cuanto mas-se avanza en
el estudio de las estructuras de los taninos.

““se ‘muestran -en

cacao. El frijol comun se
! iendo mas abundantes en las

étringencia, los taninos pueden

asi su efecto‘ por lo cual el




Generalidades

2.2 Genero Erythrma

(Del griego erythros- ro;o, debido al color de sus flores).

uia' Fabaceae, lo’
ntre arboles, o

espinas’c

rojas, :ros

(Puerto Rico)

v cercas vt,\{as,_ or 'su factl reproduccton por estaca, i
v abono verde (la E. fusca, E. berteroana, costarricensis, - E.
poepprglana son usadas en Costa rica), . e

v ornamen tales. (22)

17




gcneraﬁ:ﬂ:d'es

Sus ho;as tienen un gran valo como abono verde y sus.'flores son

]oyena. Su madera es grisace

edulrs podna
semxllas son onsumidas en la:

rmentras que,. et folla]e de

eribidina, eritralina, erlsodma y oxo B erltrmdlna

“ El curare es un veneno de inmovilizacién que produce pardlisis muscular en el organismo que lo
ingiere.




Generalidades

2.2.1 Especie Erythrina americana. (s
Coml.'mménte llarhada Colbﬁn (también conocida como Chocolin, Madre

Chontal, Chacmolche, Pureque) es una especie que forma parte de la flora silvestre
nativa de Mexico. : ;

Son arboles de follaJe frondoso y caducifolio, verde claro, de hasta 9 metros de
altura, por lo general se utilizan en jardineria por su llamativa floracién. (Fig. 2.2)

Su kallqﬂ S ’amarnllento e irregular y sus ramas espinosas; las hojas son
trifoliadas"',; éo y ;uelas de aproximadamente 10 cm. de largo, casi delto;des y enla -

mayoria de los4casos glabras, provistas de estipulas.

Sus flores cominmente de color rojizo-naranja, puntiagudas, bnllantes Y muy
decorativas, estan dispuestas en racimos de forma coénica cortos y: densos en los
extremos de las ramas, generalmente cuando estan desprovistos de hojas (Flg. 2.3).
Las flores constan de un estambre largo de 6 cm. (aprox.); las alas y la quilla es
pequefa (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"'al‘canza su tamaiio normal 7.5 cm., cuando esta totaimente
desarroilado. Ei ginaceo esta rodeado en su base por. un nectario y consta de un
ovario alargado, comprimido, con un estilo simple que termina es un estigma
pequeno. () 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 solo los pétalos cocidos son los que se utilizan. (27,




Generalidades
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Fig. 2.2 Faiografia de la Erythrina americana
{calorin), ubicado en los jardines del
edificio 8 d la Facultad de Quimica

Fig, 2.3 Farografia de la
flar y los ejotes
42 la Erythring
dela UN.AM. anericand
{catorin),

20



Generalidades

EL fruto es una legumbreﬂ de 10 a 20 cm de largo y 2 cm. de éh;ho

igual mane‘ra

(alcaloide qQ
La madera‘e

En México,
;> Chiapas .y

Yucatan, adornando caméllones, parques y‘jardines. =

21



jemﬁdbdés

2.2 1.1 Aspectos toxicoléglcos de Ia Erythnna amerlcana. v
Estudios anterlores : muestran que la semllla de la : Erythnna

la sintesis

de desarrollo de las semlllas de la E amerlcana Se detecto que el mayor

contenido de éstos se encuentra en las sem|llas maduraS' asi como, el

22



Generalidades

contenido_ de proteina y de alcaloides se incrementa simultaneamente

durante la maduracnon del fruto y tienen una relac:o‘n inversa con el

factores antlnutrlcionales en emillas inrna uras de l E ‘Amencana, por

lo que podr!an ser ut\l\zadas como complementos de la ahmentacuon
animal. : 5




g‘emm%ﬁ:

2 3 Analis:s qutmlco de un alimento._

Official Analytical Chemrsts (AOAC) (33)" ‘

24



Generalidades

2.4 Cahdad de las protelnas :

Las prote\nas son’ macromolecula resultantes de la polimerlzacion

de  los ammoacidos mediante enlaces 'Por ‘sus

propiedades nutritivas ‘caracteristicas fisicas.y qyulmicas dependen

completamente del’ti po

e-la‘concentracion y.de la secuencia de union

de los monomeros

onstituyentes. 32

esenciatl

metionina,’

Las diversas fuent alimentos’ tienen distinta

calidad nuyt"r"iti'va o’ Biddis oni ifieren en su capacidad

para proporcmnar el o los nut eden liberar 'y absorber
en el aparato dlgestlvo seg n [ el organismo.
La calidad de las prote'iyna“s"s'e at:acterizar por tres factores:

v el contenido total de am! oac dos esenciales,

~ digestibilidad de las protexnas, :
« biodisponibilidad de los amlnoaCIdos.




G¢uraWu

La determmacton de la calidad de las protemas se . puede reahzar
por metodos directos, principalmente te 1 ‘

la técnica

bic erns'ba“YO's'.

Mitchell

y ?lo_ck .en
‘ent en
) “ de
.. Se
J je de:
aminoacido - la
utilizacion &é la protelna., El; ‘valor del porcentaje ”del aminoacido ‘

deflc1ente se.le’ denomma callflcacwn qu1mica. (16)

26




Para. la protema en

componente que determin

calidad.

Hoy en dra, la valoracion cuantitativa de los‘, minoacidos de: las

proteinas de un alimento se realiza, prev a hidrolisis del‘pohmero en

condlciones drasticas tanto c1das como alcalinas, por cromatograﬁa o

analizadores automaticos basandose en el comportamiento acido base de

los aminoacidos. (31)

de ahlnoécidos por HPLC.

2.4.1.1° ‘Anaus“

La lmportancia de anallSls de aminoacidos de un alimento va mas
alla de conocer su valor nutncional “sino para detectar posible- presencia

de contarninantes, adulterantes, aminoacidos o péptidos toxlcos despues

de un proceso

in‘gléé
HPLC) es empleada como metodo de separacion ‘e, identificacion de
compuestos icon’ base

La cromatograﬁa de, lquIdOS de -alta resolucnon (stgla

n caracterlsticas flSlcquImicas de estos“y ha‘

llegado a seriun metodo rutlnarlo ‘en. la mayorla ‘de’ ‘las’areas de anallsuS'
instrumental.

Bésica'mente, el mstrumento de cromatografla de lxqutdos de alta
resolucién: esta compuesto de un deposito de dlsolventes, una bomba de
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alta eftciencia y. precxsion. un’ d\spOsutivo de inyeccwn, una columna, an

detector.y un ampllflcador de seﬁal

en el cual la fase movil es mas pola _quel fase: estac:onana. La fase

estactonarla mas’ usada es la srllca enlazada con cadenas octadecil (Cys),
con buffer de acetato y un gradlente de acetromtrilo o metanol como

fase movil. (1(,)

2.4.2 Métodos Biologicos.

Aunque. el perfil de‘amlnoacidos es: "lmportante en la “calidad

nutricional de una protelna .su suscepﬁ'bllld'

a la hldrollms es el mayor
determinante de la dispombihdadvde amlnoactdos.;Sl una protema no es

digerible, ésta no tlene una buena calldad de protelna a pesar de su

perfil de aminoacidos esenciales. (10)
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La evaluacion biologlca de: la calidad protelca es una ‘medlda del

contemdo, proporcuon y disponibilidad de* los aiminoacid'os'e‘enciales. :

Los bloensayos

ta REP .y: la capacidad de una proteina . para-: summistra

aminoacidos esenciales en cantidades necesarias no es lineal. (10)
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Generalidades

2.4.2.2 Digestibilidad (m vrvo). :
La d|gest1bil|dad de una protema es -la fraccién del nitrégeno

ingerido que se absorbe, es decir, ‘la disponibilidad de tos aminoacidos

constituyentes de la’ proteuia péra ser absorbidos por el organismo de

ibilidad: de ‘proteinas in vivo se basan en
he~il‘a muestra como Gnica fuente de

entales, de los cuales se: determman la

taninos, ' :'
otros. Loé
termolabules’y la,,A pertura de la estructura'proteica causada por la

desnaturalizacién facilitando la hidrollsis enzimatica. (36)
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Generalidades

2.5 Tratamlentos de destoxificacion.
De - acuerdo a‘ Paracelso

la toxic:dad de ‘una. sustancia va en
funcién de ‘la. cantidad ingerida Y de la
ingiere, ademas, )

s1bilidad del organismo que lo

'4co\n presién y
seguido de una
de E. americana con el

xicos - (especificamente

estos fueron elirmnados casi por completo.

Entre lbs procesos a los que son. sometidos lds alih\ehtos ‘se
encuentra el tratamiento termlco con el cual se: propician diferentes.

reacciones en las que llegan a  intervenir todos los compuestos
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e los procedimientos mas antiguos

antinutricionales es meno

to que podria' as‘veg‘ui'af'

termolabiles  tales: como

tripsina), lectlnas, ademas, mduce la volatilidad e compuestos como el

acido cianhidrico.y algunos de los componehtes desagradables, reduce el
nivel de taninos. () ‘ :
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La calidad'dé la coccton representa el tlempo que el grano

necesita para ser suavnzado,

esta sevve mfluenciada por ‘distintos

factores:

‘tiempo*

\miento :’(h-.‘;niédad,

c) desactivacmnd los actores tox1cos antinutricionale termolabiles,

d) desactwacmn de algunas’ enZImas dlgestlvas que: pueden causar danos

a las protemas

La coccton es “un buen metodo para destoxificar de factores

termolabiles a las legummosas- n,o, obstante,_es necesaria la adecuada

aplicacion de ésta.
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METODOLOGIA

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

posteriormente se explica cada paso de manera detallada.

((__Recoleccion de la muestra ]

[ __Preparacion de la muestra ]

N
iLimpieza y sel

H Muestras en estudio
; (Tratamiento térmico: coccién con agua)

Muestras crudas
i (Referencia)

SO

{ Eiiminacién
e i delagua |
{ decoccion
{ Secado i
Heessscsnseneperovansoee’
H
i
B -
{ Molienda i
L L L NS :
Analisis Determinacion Cuantificacion de los Evaluaciondela .|
proximal de factores téxicos factores antinutrici ! lidad pr wf
{lectinas y alcaloides) (inhibidores de tripsina
y taninos) I

Calificacion
quimica

Digestibilidad

Fig. 3.1 Diagrama general de Trabajo
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3.1 Recopilacion de la Materia Prima.
Los ejotes de Erythrina americana (Fig. 3.2), de entre 6 y 8 semanas de
desarrollo, fueron recolectados de arboles localizados en el Campo Universitario de la

Ciudad de México; su caracterizacién botanica fue previamente realizada.

TFEIS CON
FALLA UE ORIGEN
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3.2 Preparacnon de la muestra

Los e)otes de E. v:’amencang recolectados ueron&sometidos a 'una

seleccion y llmpleza,

nto en la parte central

Esto corrﬂes'bofid;;e a la:s"mue'stras"‘crhdas' (sehilla inmadura y el ejote); las
cuales recibieron, por separado el. SIgmente procesc:' ‘
% Seccionado de las muestras. . -
% Pesaje de la muestra. ' - - . :
% Congelacién de las muesﬁraS» y el : post‘erior‘ almacénamiento en
congelacién hasta la etapa sugutente. EO
% Liofilizacién: hasta verificar que la muestra- presento la: el|mmac10n de
la mayor cantidad de humedad (teniendo una aparnencna de polv:llo)
hizo con el propédsito de evitar modlflcacwnes bloqu1m|cas y dafos al
tejido de las muestras.
Molienda: con una malla de 0.5 mm.

Homogenizacion.

£ &8¢

Almacenaje en recipiente de plastico a températura ambiente.
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3.2.2 Muestras en estudlo._

Esto corresponde a las muestras (semllla mmadura y el eJote) que fueron

sometidas’ al tratamiento "termico.

por. separado.

proceso: :
% Seccionado
b '

&

F&EE

Homogemzacton manua

¢ ¢ F

A(macenaje en recnpiente de plastlco a temperatura amblente.

* Equipo empleado.
Liofilizadora marca LABCONCO mod 457
Balanza granataria marca August Sauter
Estufa de circulacién forzada, marca LAB LINE mod. impereal Il
Molino marca Thomas-Wiley, mod. 4

‘de acuerdo ‘al; sigu!ente

una:irelacion:1:5 (material

os horas:hasta un
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3. 3 Caractenzac on Bromatolog1ca.

El analisis bromatologlco ‘o proxlmal se: realizo de acuerdo a . las

tecnicas‘descritas en‘e AOAC(;;,, las’ determmaciones fueron: humedad

fbra cruda, las cuales se

"\éarbono asimilables fueron

(%Fibra cruda + %Grasa + $¥Humedad +

%Protemas * %Cenizas)

‘para la

determinacion’ ‘de‘ gras;‘;i ademaﬁ, ,de l preparacion ‘de réactivos

espectflcos, las cuales se encuentran en'el’ anexo A.,
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3.4.1 Determmacioh de Iectinas. (35)

Fundamen to:

La: detec‘cié'n d ect.inas o. hemaglutminas en extractos de plantas
‘ ‘ tecnica de dilucwnes seriadas en‘la’ cual se

stimacion visual de la aglutinacion de los.

1 !ciéglu'tinacién es rapido y requiere una minima
cantidad de ‘adémas de globulos lavados y activados con una
solucion,de pronasa ya que . la sensibilidad de la aglutinacion se mejora

considerablemente con este tratamiento.

Material/Reactivos:
Parilla-mualtiple con agitacion marca THERMOLINE, Mod.4

Centrifuga marca /nternational Clinical Centrifuge, Mod A3076x-2
Tubos de . centrifuga de 15 mL con graduacién

Incubadora marca BLUE-M

Espectrofotémetro marca SEQUOIA-TURNER, Mod. 340 -

Adaptador para celdas de 10 x 75 mm (acondicionado a una abertura
de 1 cm?)

Microtiter Kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA)

Filtro de vidrio con fibra de vidrio: *

Sangre de Hamster desfibrinada y lavada

Solucidén anticoagulante (Anexo A.1)

Solucién salina al 1.0%
Solucidn salina al 0.9% i
Solucién de pronasa de S. grrsens
salina

00000066 660000690

IGMA P-5005) al 0.2% en solucién

Procedimiento: :
a) Pregaracion del extracto' :

Se requnere 1 gramo de. muestra finamente molida y con un
contenido de grasa <5%, el cual se suspende en 10 mL de solucwn salina
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al 1%, se efectua una extracc:on con agitac:on mecanlca durante 2 horas

a 300 r.p. m. a temperatura amblente. g

salma ,al 10.9%. La: relacién

A cada 10 mL de suspension dev globyulos l'O]OS al 4% agregarles 1
mbt de solucién de pronasa vy colocarlos en incubadora por espacio de 1
hora a 37°C. ’
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Despues del tlempo esnpulado centrifugar para elirmnar la enzirna

: soluc1 qﬁ ‘salina al 0.9%.

~de 24- 29% de transmitancia,
Ilucion ‘necesaria para que la
ho' rr‘ango.

»el mlcrotiter, colocar en cada pozo de una

hilera 50 uL de soluc1 n sahna al 0.9%.
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En seguida, se llena por contacto con la~ superf!cue ‘del. 'extracto
problema el microdilutorfde ’50 uL A se’ procede a realizar las dllucnones
senadas en la h’ era esc gida

introduciendo el microdllutor eﬁ el pozo y

Nota:’ Es recomendable verifica‘

ta placa en o ma circula y:se: lleva a la"incubadora a 37, [ por espacio
de 1 hora. o

Una’ vez transcukrrldo el tiempo estlpulado se’ coloca la placa de
plastico sobre el dlspositlvo de lectura. Se observa a través: del espe]o el
fondo de los pozos de cada hilera de prueba.

Aglutinacién positiva: se observa un

Se reporta la rna'\ximaVdilui:'ién”q'ue"pwre'se‘nt'a ‘a‘g',letina’ciéh :

Nota: Cuando se trabaja con’ una sangre de alta sensibllidad (como Hamster o

ratén) o un extracto de titulo alto ‘es convemente reallzar un mayor namero
de diluciones. - k : -
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3.4.2 Cuantificacion de alcaloides por titulacion. (39,
Fundamento:

La mayoria de los alcaloides presentes en las plantas o semillas se encuentran
en forma de sales o combinaciones solubles, ademas de, tener propiedades de un

dlcali, poseen distinta solubilidad en disolventes organicos en funcion del pH. (19,

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

caracteristicas mediante un disolvente organico como lo es el metanol,

alcalinizandolo para asegurar que todos los alcaloides presentes estén en forma de
sales.

La cuantificacion de los alcaloides totales extraidos se realiza mediante una

valoracion por volumetria empleando un acido debido a las propiedades basicas de los
alcaloides.

Reaccion:
H3CO
: H20
2| o N + H2S04
O.
Alcaloide

(B-eritroidina)

Reactivos:

@® Acido Sulfurico (H2504) 0.02 N (valorado con calculos hasta la cuarta cifra decimal)
@ Solucién indicadora de Rojo de Metilo

© H;SO4 1.00 N

© Hidroxido de amonio concentrado (NHOH)

© Sulfato de sodio anhidro
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© Metanol Q.P. (para extraccion)
© Metanol R.A. (para titulacion)
@ Eter etilico R.A :

€ Cloroformo R.A

Procedimiento.

1. Pesar 5 gramos de muestra molida y tamizaﬂé (rhalla 0;5 mm).

2. Adicionar 50 mL de metanol previabnlj:éntéﬁ é}éali@iiado apH 8069, con NH,OH.

3. Agitar (300-500 r.p.m.) durante 8 hofés{ 'y:'ééSPQés filtrar con ayuda de vacio
usando papel Whatman No. 541. : T :

4. Al residuo adicionar nuevamente 50 mL dé‘ metanol alcalinizado y agitar 16
horas mas. El filtrado guardarlo en reffigéi‘ééiéﬁ.

5. Filtrar con ayuda de vacio (en el mismo émbﬁao y con el mismo papel del dia
anterior), recibiendo el filtrado en el matraz que se guardo en refrigeracion.
Lavar el vaso y el residuo con 20 mL de métahol 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 H,;SO, 1.00 N.

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

9. Extraer tres veces la fase organica (superior) con 5 mL de H;504 cada vez.
Reunir las fases acuosas con la anterior y verter en un embudo de separacion.

10.Adicionar. 25 mL de cloroformo y extraer, recuperando la fase acuosa
(superior). '

11.Extraer tres veces la fase organica (inferior) con 5 mL de agua y 5 mL de acido
cada vez. Rei.xm‘r 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. Alcallmzar con NH4OH concentra lo hasta un pH de 9 o mayor. o

14. Extraer tres v 'es con 35 mL de

loroformo cada vez, recuperando la fase
organica (infe e :

15.Secar con sulfato de SOdIO anhidro'y evaporar en rotavapor (T ='40° C).
16. Redlsolver el residuo

con’ 3 m de:metanol (uno por’: uno), trasvasando

cuantitativamente . a’ u
destilada.

Erlenmeyer que contiene 7 mL de agua

17.Adicionar una gota de mdlcador rojo de metilo y titular con H:S50 valorado,
con ayuda de una bureta de microtitulacién (exactitud de 0.01 mL).

NOTA., Esta es una determinacién cuantitativa, asi que se debe enjuagar el material empleado con
los disolventes adecuados en cada paso.

Calculos.
Se reporta como p-eritroidina:

g de f}-eritroidina (m1 HaSO, gastados por la muestra — ml HaSO, gastados por un bianco 4) (Nuzsos) (0.273 4 4) (100)
100 g de muestra (g de muestra)

Notas:

- El blanco se prepara con 7 m{ de agua destlladé v .3 ml de métanol
4 A Peso molecular de la B-eritroidina /. 1000 (meq) -
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3.4.3 Determinacron de Inhididores de tripsina. (40)
Fundamento.
Se basa en observar la inhibicién producida por un extracto acuoso

(solucion de NaOH 0.01N) de la muestra sobre una solucién estandar ‘de
" de cierto tiempo se determina l actwidad

una“ coloracion que se lee en el espectrofotometro

= NO2

el p‘nitménilina
Benzoil-arginina * (pigmento amarillo)

N -a- Benzoil-DL-arginIha-p -nitroanilida

(BAPNA)
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Material/Reactivos: e .
Potenciometro marca CORNING ,mod E

Parilla multiple con ag:tacion marca THERMOLINE ‘Mod SP 13025
Espectrofotometro marc 340 s

Baio maria GRANT, ‘mod

NaOH 0.01N:
Solucién -amortiguadora de -
Solucién BAPNA'a 37°C: (Anexo A 3
Acido acético’al 30% :
Solucién estandar de trlpsina a 37°C, Anexo A 4)
HCL 0.001N .

Tubos de ensaye de 16 x 150 mm :

Vasos de precipitado .

Buretas de 50 mL

0.05M (Anexo A.2) .

$0000006000600000

Procedimiento:

a) Preparacién del extracto: .

Se pesa 1 g de muestra finamente: molida desengrasada en.un vaso
de precipitado y se le adu:lona 45 mL de‘N OH 0. O1N se aJusta el pH de‘

y': ipor
esiduo insoluble.

de que “1omb produzca

en. feposo, i

El sobrenadante

una 1nh\bic10 d spensable para reductr la

1.0,5:1.47y. 1.8 . mL de extracto directo o

diluido son plpeteados a tubos de ensaye ajustando el volumen a 2.0 mL.

Porcnones de ‘o 0 ,.0.6“
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Se adicionan 2.0. mL de solucuon est.andar de t.npsma con agua destilada,'

agitar! Se mantiene‘en contacto inhlbldor del:tripsma- npsina'por

espacw de 1 0

necesario para ca
ajustar el equtp )

que recordar’ que, el tubo con: 0.0 mL de extract» es el tubo de referencra

sobre el cual se basan los datos (40 ug de tripsma/‘10 mL) Se’ registran'
las lecturas en absorbanCIa. ‘
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Cdlculos: . - &
La ‘lectura: de absorbacia (A), directamente se puede X pasar a
de tripsrna (U T ), - donde ‘u. T.

unidadés

allcuotas

inhibitoria:
inhibitori:

Nota:

mg de muestra
donde:

B8 = valor extrapolado o promedio (U.T.I.)
F = factor de dilucidn, (F= Aforo;i/alicuota,), -
cuando se trabaja el extracto directo F=1
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3.4.4 Determnnacron de taninos. (41

Fundamento.,

Se basa:, y 3 'la Txgr'ac;cién de los taninos hidrolizables v condensados (fenoles

totales) medl iilfbrmamida al 75% y la posterior reduccién del ién férrico
debida’

en cdndicio es

/holés con la subsiguiente formacién de un complejo colorido
as, cuantificando espectrofotométricamente a A=525nm.

Matenal/Reactivos.

Parilla’ multiple con agitacion marca THERMOLINE, Mod. SP-13025
Espectrofotémetro marca SEQUOIA-TURNER, Mod. 340
Centrifuga para tubos marca DYNAC

“Tubos de centrifuga con graduacién de 50 mL

Solucién de dimetilformamida (DMF) al 75% (Anexo A.5)
Solucidén estandar de acido tanico (Anexo A.6)

Solucién citrato férrico de amonio (Anexo A.7)
Hidréxido de amonio (Anexo A.8)

Tubos de ensaye 16 x 150 mm

Pipetas de 1, 5 y 10 mL

Vasos de precipitados

0600066666066

Procedimtento.

a) Pregaracion

del extractO' P
Se pgsa 1g e ﬁ a ente molida y desengrasada en un vaso

de precipitédd e’le adic10nan 5 mL de la soln. de DMF (exactos).

Agitar en una’ parrllla duranrte '60 min.'a’ 500 r. p m Despues, se mantlene
en reposo durénte 15 mir e :

Transf ‘ "'~‘tdboy de

centrifuga.’s 1. Decantar
cuidadosamente a para  la

determinacmn. i
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b) Pregaracnon de la curva Qatron-

En cinco matraces volumetricos de 25 mL se anaden alicuotas de 1

1 m’ de la soln de
mientras que, a los
ademas de 5 ‘mL de agua

ada: matraz,

n:cada adic on agitar con vortex. Despue_s qe :IO:J min.,~

Nota. Se debe realiza al mlsmo tiempo que las muestras.

c) Cuantlficacnon de taninos:

uno'ise" considera
otros dos problemas de las muestra,’ colocar? a cada tubo 1
mL de alicuota del. extracto.

Rotular tres tubos “de 'ensaye. por cada muestra,
blanco y L

El tubo

amoniaco;

sek adicrona 6. mL de agua desionizada v M1:mL" de
mléntras que, los - tubos 1 Y 2 se

“olocan 5 mL de: agua
desnomzada Lk mL de cada uno de‘ los reactwos citrato ferrico amoniacal
y amoniaco:; En cada adlClOl‘l agitar con vortex.
se procede. a larjlectura. s

,D‘espges de 10+1 min.,

d) Léétur

Ajustar el espectrofotometro a A= 525 nm, contra ‘una blanco de

agua. Transfenr la mezcla de reaccién a celdas de med|c10n.

Para leer
las absorbancia de cada una. Primero se mide la absorbancra de la curva
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patrén, 'y postenormente, los blancos con sus respectivos problemas de
cada muestra.” )

Trazar una grafica d absorba' Cla vs concentracwn de ac1do tanico

(en ug). In(erpolar las lecturas de ab orbanCIa para obtener los valores
de concentracién de cada muestra.

Notas:

Si los datos estan fuera del rango de la curva patron, reallzar'

a) pesar una menor cantidad ‘de: muestra"

b) tomar una menor ahcuota del’ extracto y‘diluir con la solucién de DMF.
Si la curva no pasa por el orlgen no se debe correglr al cero'de’la escala.

Calculos.

Para ca da muestra

% de A.T. =

X-100

(10%ig de AT
donde:

‘Corresponde a la mterpolacion del promedio de concentracnon de
la muestra. : ,
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3.5 Evaluacién de la calidad proteica.

‘Para- valorar la ‘calidad de la proteina de las muestras, los criterios
empleados fueron: .un método quimico (calificacién quimica) y dos
métodos biolégicos (Relacion de Eficiencia Proteica y Digestrbilrdad
aparente). |

3.5.1 Cahfrcacron ‘Quimica (Chemical Score). 142
Fundamento: : .

Se basa en senalar la cantidad del aminoacido indispensable que ‘esta en

mayor deficiencia en' a; protema de estudio, al compararla con el mvel

presente en una protema de’ referencia. () ‘Sev calcula el valor.,qmmico
de cada aminoacid e ' : ! L

Donde:

protelna)

AAgreri= Amlnoéc

Tiene® que haberv.homogeneldad e

proteina . .en. estudlo como* de referen(:la'

aminoacidos’ esenciales, no olv1dando adlcionar las cantldades de cistina
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y tirosina, ya que es conveniente reportar como total de aminoacidos
azufrados y aromaticos respectivamente.

" Antes de calcular la calificacion quimica se debe determinar el
contenido de aminoacidos en las muestras.

3.5.1.1 Cuantificacion de aminoacidos por HPLC en fase
reversa con derivatizacion precolumna. (43, 44
Fundamento:

Para la cuantificaciéon de aminoacidos en alimentos, debe existir
previamente una etapa de hidrolisis. La hidrdolisis acida en fase de vapor
(HCL 6 N, 0.1% de fenol), es una adaptacién que permite incrementar el
rendimiento del proceso de hidrélisis, pues las perdrdas por oxidacion de

aminoacidos: se: reducen debldo a la combinacxon de Nitrégeno y vacio

‘dorsr con 6-aminoquinolil-N-

hidroxisucci es"'y'pérrniten incrementar la

precisién  de oac:dos " por derivatizacion

precolumna mampulac:on de la.muestra

durante . la

después de

también pérfnif ensﬂ:llidad.en el‘ anal151s de cromatografia
de liquidos}' de alta resolucién i de fase reversa con

fluorescente o en: UV, ademas . de,

me]ora

deteccidén
 presentar. selectividad (con aminas
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pnmarias y/o secundanas) y facilltar el desarrollo del analisis,

en:
comparacion con otros metodo 3 de erlvatizacion
L e
: ! CiAMQ
. ::‘rl.v.nlllld- NHS " ”C°z ‘NHS
AQC =. 6 amlnoquinolll-N hidroxlsucdnlmldil carbamato
R-NH; =" amina primaria o secundaria
AMQ = aminoquinolina
NHS = N-hidroxisuccinamida
CO,; = didxido de carbono
Material/Reactivos:
Hidrélisis
+ Estacion de trabajo Pico Tag, Waters
= Viales de reaccion de la estacion de trabajo Pico Tag (1)
= Bomba de alto vacio RV8, Edwars
= Refrigerante tipo dedo frio
* Tubos de ensayo de 4 x 50 mm, Corning (3)
= Cortador de vidrio o marcador de tinta permanente Esterbrook de Berol -
* Micro pipeta (y puntas) con capacidad 200-1000 uL, Finnpipette
« Vortex Super mixer modelo 1290, Lab-line instruments
v Agua destilada y desionizada®
v Didxido de carbono (CO,) sélido®
v Metanol (Q.P.)
v Nitrégeno de alta pureza (99.997%), INFRA
¥ HCL 6 N, 0.1% de fenol®
2 utitizar agua purificada de 18 mohm de © agua Y pasada por un filtro de 0.22 um.
Se puede sustituir el bafo de dioxido de carbono (sélido)--metanol por hielo comun.
© Se puede utitizar HCL 6N de punto de 6N c greg; un cristal det fenol durante la preparacion de la muestra
a hidrotizar.
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Preparacién de la muestra

= Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50»200 uL anpipette

Pipeta Pasteur (3)

Vértex siper mixer modelo 1290, Lab-line mstruments

Matraz aforado de 5 mL (3), matraz aforado de 1. mL (3)

Jeringas de 10 mL (9)

Acrodisco de nylon, 0.22 ym de tamaiio de poro y 13 mm de diametro, Gelman
Tubos de ensayo de 10 x 70 mm, Pyrex (9) kK

= Cartucho Sep Pak C,g Classic, Waters (3)

« Norleucina 5 mMm-HCL 10 mm?

v Acetonitrilo:Agua 20:80°

v Acetonitrito grado HPLC, JT-Baker

v Agua destilada y desionizada®

“para cuantificar aminoacidos en muestras con menos de 20% de material proteico

Derivatizacion
= Tubos de ensayo de 4 x 50 mm, Corning (3)

Parrilla de calentamiento, Stirrer/Hot Plate Corning, con bafo de agua a 55° C

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 5-50 uL, Finnpipette

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50-200 ulL., Finnpipette

= Micro pipeta (y puntas) con capacidad 100-1000 mL, Finnpipette

= Vértex Super mixer modelo 1290, Lab-line instruments

« Parafilm

v Estandar de aminoacidos H 2.5 mM, excepto Cistina: 1.25 mM, Pierce

v Acetonitrilo (AccQ Fluor reagent diluent, vial 2B), 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ Fluor reagent, vial 2A) y Buffer de boratos
(AccQ Fluor Borate Buffer, reactivo 1), Waters'

Andlisis cromatogrdfico
- Sistema de entrega de disolventes (2), modelo 510, Waters
= Inyector Rheodyne con loop de 20 puL
= Jeringa para HPLC 25 ulL, Hamilton
= Detector UV-Vis Waters 486, Waters
= Horno y unidad de control de temperatura para la columna, modelo lll, Waters
= Controlador automatico de gradiente modelo 680, Waters
= Adquisicion e integracion de datos Chromjet modelo 54076, Waters
- Sistema de filtracién a vacio (2), Millipore
= Filtro de tamaiio de poro 0.45 um tipo HA, Millipore
= Filtro de tamapo de poro 0.22 um tipo GV, Millipore

9 Disolucion de Norleucina {€.b.p. 5 mM) en HCL 0.1 M suficiente para obtener 10 mM al final
© 200 mL de acetonitrilo grado HPLC, mas 800 mL de agua purificada (segun a)
' AccQ Flour Reagent Kit de waters
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= Filtro pre columna en linea, Waters : E
e Columna AccQ-Tag Nova Pak Cias, tamaiio de particutla 4 mm, de 3. 9 mm x 150 mm,

Waters:
v AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos), Waters

v¥" Acetonitrilo (grado HPLC), JT Baker
v Agua destilada y desionizada®

Prxedihiento:

1. Preparacion de la estacion de trabajo (Anexo B.1)

Il. Preparacién de ta 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 proteina) en el interior de cada tubo de vidrio
de 4 x 50 mm, previamente marcado. Se agrega una gota de agua (aproximadamente
50 pl) 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 exposicion
a los vapores de HCLl. Los tres tubos se depositan en el interior del vial de reaccion.

(Fig. 3.3).
valvuie de vario
valvate ar nitrogems

evtackim de trubaje
PICD TAG
topa el vim

tdmmdznm

-Cm musstra
winl ds reaccion

vial @ reaccion
Fig. 3.3 Vial de reaccién. Fig. 3.4 Vial de reaccion en la

estacion de trabafo.
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Se coloca la tapa y se desliza el boton rojo a la posicién abierto (los viales de
reaccion - deben estar secos, para lo cual se introducen en la estacion de trabajo
vacios y en la posu:lon ablerto, tras lo cual se abre la valvula de vacio y se dejan asi

hasta que algaqc nuna presion de 50-70 miliTorr, figuras 3.3 y 3.4). El vial se coloca
en la’yey#ltqé R

e tfébajd, se abre la valvula de nitréogeno durante 10-15 segundos,
dequ‘ésf{s'e re lentamente la valvula de vacio hasta alcanzar una presién de 1-2

Torr. Abrir y cerrar la valvula de nitrégeno para controlar ta espuma y ebullicién de la

mezcla con ‘muestra para evitar pérdidas por proyeccion del material al exterior

del tubo Una vez que ha desaparecido la espuma, se cierra la valvula de nitrogeno y
se rjnantiene abierta la del vacio hasta secar las muestras (cuando la presion sea de
50-703thilfr orr). Se cierra la valvula de vacio y se retira el vial de la estacién de
trabajb., (Fig. 3.4)

{ll. Preparacion de las muestras: purga con nitrégeno.

Se agregan 200 plL de HCL 6N con 0.1 % de fenol (o 200 ul. de HCl de punto de
ebullicién constante, afadiendo un cristal de fenol) en el fondo del vial de reaccion,
cuidando no introducir acido al interior de los tubos con muestra. Para purgar el vial
de hidrolisis, se cierra el vial y se introduce nuevamente en la estaciéon de trabajo
(Fig. 3.4), se abre lentamente el vacio hasta alcanzar 1-2 Torr de presiéon, se
mantiene abierto hasta que ha empezado la ebullicién del acido clorhidrico (si no
ocurre en 30 segundos, se continda con la purga); se cierra el vacio y se purga el vial
con nitrogeno durante 5 segundos; se cierra el nitrégeno y se repite éste ciclo dos
veces mas. Al finalizar el tercer ciclo, se abre el vacio del mismo modo y se mantiene
hasta que alcance una presion ligeramente menor a 1 Torr. Se cierra el vial

deslizando el botén verde a la posicidon cerrado, cerrar el vacio y sacar el vial de
reaccion de la estacion de trabajo (Fig. 3.3).

59




Metodologia

IV. Hidrélisis en fase de vapor.

Una vez finalizada la preparacién, se introduce el vial al horno de la estacién
de trabajo, prévyiame'n‘te calentado a 145° C (colocando el botén oven en la posicion
de eni:éndido y ajustando la temperatura con la perilla temp al mismo tiempo que se
mantiene hécia arriba el boton set), durante 4 horas.

V. Eliminacién del exceso de acido clorhidrico (HCLl).

Transcurrido el tiempo de hidrdlisis, se saca el vial del horno, se deja enfriar a
temperatura ambiente y dentro de una campana de extraccion, se desliza el botdén
rojo a la posicién abierto para dejar escapar el acido y los vapores que se generaron
durante el proceso; después se abre el vial de reaccidn y se sacan los tubos con los
hidrolizados, se enjuaga el exterior de cada uno con agua y se depositan en un vial de
reaccion seco. Después, se procede a eliminar el exceso de acido del interior de cada
uno de los tubos con ayuda de vacio; se tapa el vial asegurando que se encuentra en
la posicion abierto, se introduce en la estacion de trabajo y se abre el vacio hasta
alcanzar 1-2 Torr, se mantiene abierto hasta que la lectura del manémetro de la
estacion de trabajo sea de 50-70 miliTorr. Se cierra el vial, se cierra el vacio y se

conservan los hidrolizados en una atmésfera inerte hasta su posterior preparacion
(hasta por 2 semanas).

Vl. Cuantificacién de aminoacidos por HPLC de fase reversa

a) Preparacion de las muestras: re-hidratacion del hidrolizado.

A cada uno de los tubos con hidrolizado se agregan 100 uL de Norleucina 5 mM
- HCL 10 mM, el ph‘mero como estandar interno y el acido clorhidrico para rehidratar
y extraer lo; aminoacidos del tubo de hidrolisis. Se agita un minuto en vértex y se
deja repbsar'un minuto para después agregar de 100 a 200 uL de acetonitrilo 20%,
agitar ufi ‘hii:riuto mas en vortex y transferir cuantitativamente a un matraz

volumétrico de 5 mL con ayuda de una pipeta pasteur, lavar con acetonitrilo al 20% y

60




Metodologia

agitar cuahto sea neéesan'o hasta que la solucion de lavado sea incolora (volumen
total menor a 5 hL, 1 mL para muestras con menos de 20% de proteina), transfiriendo
cuantitativamehte el contenido de cada paso de lavado al matraz volumétrico de S o
1 mL, segin sea el caso. Llevar al aforo con agua purificada (concentraciéon final de

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

b) Preparacion de las muestras: purificacion y filtracién.
Se procede a purificar la muestra con la ayuda de un cartucho Sep Pak Cis, el
cual debera 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 mds 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, desechandose los primeros 2 mL y recuperando en un tubo de
ensaye el resto de la muestra que contiene los aminoacidos. Se filtra la muestra a
través de un acrodisco de nylon de 0.2 um de tamafno de poro, conectado en la punta
de otra jeringa, desechandose las primeras 3-5 gotas y recuperando el resto, del cual
sera tomada la alicuota para derivatizar los aminoacidos.

c) Derivatizacion.

€ Reconstitucion de AQC.

Precalentar la parrilla con baino de agua a 55 °C. Asegurar que la totalidad del
reactivo de derivatizacion AQC (vial 2A) se encuentra en la parte inferior del vial.
Enjuagar la punta de la micropipeta de 1000 ulL, cargandola con 1000 uL del reactivo
de dilucién de AQC- (vial 2B) y desechandolos, para después transferir 1000 uL del
mismo reactivo (vial 2B) para reconstituir el reactivo de derivatizacion (vial 2A).
Cierre el vial herméticamente y agite (con Vértex) por 10 s. Calentar (no mas de 10

minutos) el vial 2A en la parrilla hasta la disolucion del reactivo de derivatizacion
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AQC. Guardar en refrigeracion cuahdo no es utilizado‘, cuidando de exponerle lo

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

€ Preparaciéon de un estdandar de aminodcidos.

Mezclar 80 uL de la solucion stock de aminoacidos (2.5 mM) con 20 pL de
norieucina 5 mM - HCL 10 mM y 900 ub. de agua purificada (80 ul. de la solucion stock
de aminoacidos, 100 ulL de norleucina 5 mM - HClL 10 mM y 820 de agua purificada
para preparar el estandar de referencia para la cuantificacion de muestras con 20% o
menos de proteina) para obtener un estandar de 16 aminoacidos (Asp, Ser, Glu, Gly,
Hys, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Lys, lle, Leu y Phe) de concentracion 0.2 mMm
(cistina, 0.1 mM) con 0.1 mM de norleucina como estandar interno (0.5 mM en el caso
del estandar para muestras con menos de 20% de proteina).

< Defi?qfiiacién de aminodcidos.

En un tubo de ensayo de 4 x 50 mm, depositense 10 uL del estandar de
aminoacidos o de la muestra purificada y filtrada, evitando que la punta de la pipeta
toque las paredes del tubo; agréguense 70 ulL del buffer de boratos (reactivo 1),
agitese el tubo en un vortex por 10 segundos y finalmente se agregan 20 ulL del
reactivo de derivatizacion ya reconstituido, vial 2A, se agita en el vortex durante un
minuto (tiempo durante el cual se lleva a cabo la reaccidn y se hidroliza el exceso de
AQC), se cubre con parafilm la boca del tubo y se introduce en el baiio de agua a 55°
C durante 10 minutos para completar la formacién del monoderivado de tirosina. Se

deja enfriar y se puede conservar durante 1 semana en congelacién a -10° C.

d) Andlisis cromatogrdfico
(1) Preparacion de fase mdvil (A y B), ver Anexo B.2.
(2) Instalacidon del HPLC, ver Anexo B.3.

(3) Acondicionamiento del equipo, ver Anexo B.4.
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(4) Gradiente de separamon Y cuantlﬁcacmn de aminoac:dos, ver Anexo B.5.
(5) Calculo del contenido de aminoacidos.

Obtener el area del pico de cada uno de los ‘aminoacidos del aminograma
obtenido por el registrador.

Calcutar el contenido de cada uno: de los 17 aminoac:dos comparando la
relacion Area IArna L de
Area sciao/ Arean: :

siguiente ecuacuoﬁ, pa

la: ‘muestra contra la relacion

del estandar de aminoacudos de acuerdo a la

reportar ‘el contenido en gm|mml16 2 N.

C.a.a.=1.6 *[(A;,,” * Cyea % @ % P. M. 2]/ [m % % N]

do (£/16 g de Nitrégeno)

= aforo del hidrohiado

P. M aa= peso olecular e aminoacido dado T
m = peso de’ la muestra (mlllgramos)

%N = porcenta]e de nitrogeno en la muestra seca desengrasada
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3.5.1.2 Cuantificacion de triptofano. e
Fundamento:

-El _triptofano y parcialmente la tirosina L se dest.ruyen con la
hidr'éliSis écida, por tanto es necesario para>

u cuantificacnon realizar
una'hidréliSis ‘alcalina, basada‘'en la- relativa stabilidad - dgl ‘anillo -del

indol de los residuos de triptofano a pH' al

tis}o alcalino
v el tivo. menos

im tilaminobenzaldehido y nitrito de odib como

espec1fico co

contraste; se cuantifica espectrofotometrlcamente‘ el‘vtrjpt‘ofan_q. (47)

Reactrvos/Material.

Solucion’ estandar de triptofano (Anexo A.14)

Soluciéon’de p-dimetilaminobenzaldehido (p-DMAB) al 5% (Anexo A, 15)
Nitrito de Sodio al 2% (Anexo A.16)

Hidroxido de litio (LiOH) 4 N

Acido ortofosférico concentrado (85%)

Solucién lavadora de agua:etanol (3:1)

Digestor marca TECATOR mod. AB

Potenciometro marca CORNING mod.10

Balanza analitica .

Rotavapor marca BUCHI mod. RE/111

Vortex marca LAB-LINE mod. Mistral :

Espectrofotémetro marca SEQUOIA TURNER Mod 340
Matraz buchner
Embudo Kitasato
Embudo de filtracién rapida i
Papel filtro Whatman de poro cerrado

Tubos de cultivo de pared gruesa con/ tapon de rosca y cubierta
interior de tefléon.
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Procedrmiento.

a) Curva estandar de 0'a 100 ug de triptofano.

Para realizar ta curva estandar se toman 0.0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 mL de la
solucion estandar de triptofano (0.05 mg/mL). Llevar a 2,0 mL cada uno 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.

Hidrélisis alcalina: de acuerdo al porcentaje de protema en- la
muestra, calcular aproximadamente la cantidad de la muestra y volumen
de LiOH requeridos; utilizando las formulas siguientes:

[0.1 / p] qub

=[a/ p] bxr,1oo

Donde:

canndad de muestra (gramos)
‘volumen de LiOHA} N: (miuutros) :
porcentaJ d rot na: en‘la muestra anallzada

Liee»
o

Colocar la can id ‘d
y taparlo. Adlclonar el { | E
humedecer toda la muestra, sin salplcar la muestra Venv la pared del tubo.
Insufilar mtrogeno a- la muestra y cerrar rapldamente el tubo lo" mas
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hermético posible.:; La hidrolisis de la muestra se lleva a cabo a 145+1°C,
el tiernpo esta en funcion del contenido de protema

Proteina (%) ek 'Tiempo'de hidrélisis (horas)
0 9:a <35 B

ratura: amjb'i,en te,

ortofosfo i‘
25 mL.

oscurldad Leer absorbancms al 590nm. Se usa como blanco el cero de la
curva estandar. T g :
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c) Calculos.

A 'los tubos problerna se-les resta:tla absorbanma del blanco: de la

muestra .y ‘el’ resultado se mterpola en la curva estandar,vse toma: en

cuenta’ el aforo

muestra. Se reporta

g de Trp/100g de Prot._ [(T/a)‘(y‘imar)’_‘/A]/B *,[10'0" de proteinal

. donde:
T gramos de trlptofano (interpolados)
a alicuota:del -hidrolizado (para:estas muestras se
tomo una:alicuota“ del hidrolizado de 0.5 mL y
‘se llevé a'un volumen de 2'mL con agua) '
= volumen total hldrolizado, (25 mbL)
peso.de la muestra: (g) -
gramos de protelna/ 100.g de muestra

VHio
A=
B =
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3.5.2 Pruebas bIologicas..
Para llevar a cabo las ‘pruebas. b1ologicas se consideraron lps
sigmentes criterios. !

Animales:

Sei_{erhp}é:afo ratas machos recien destetadas de.la: raza Sprague
Dawle'y,fdéfzhi " dia dev edad con un pesode 40, oy 10g (7 por - cada lote)

aulas ‘ndividuales, distribuidas mediante la técnica de
culebra japonesa (Anexo C)

colocadas ten j

Condiciones experi mentaleS'

@ Temperatura 20-25°C .

'® lluminacién: 12 horas de luz'y 12 horas de oscuridad

@€ Alimentacién: dieta respectiva'de cada lote y agua ad limitum

@Tlempo de experimentacion: 28 -dias para el REP y 8 dias para la
: Digestibilidad aparente

Material/Reactivos:

Rack de jaulas individuales

Balanza granataria para animales de laboratorio

Balanza granataria de un platillo

Comederos para ratas

Bebederos

Charotlas de papel

Caseina SIGMA lote 61H0127 C- 3400 (89 19% de proteina)

Dextrosa (a-D-Glucosa anhidra. N1) "SIGMA .- No.. G-5000 lote
39-0086 S :

Mezcla de Sates ROGERS- HAPPER 3
Mezcla de Vitaminas TEKLAD HARL N No 40060

6 CEEEEEES
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3.5. 2 1 Relacuon dela eﬁcnencta protelca (REP). (42)
Fundamento. - :

Se basa en un ‘indice de crectmiento. el cual relaciona la’ ganancia en peso del

animal con la proteina consum:da, asum endo’ que el 1ncremento en peso es

exclusivamente’ del nitrégeno ingerido. Este lndice es sensible a la disponibilidad de los

ammoacidos y puede ser usado para evaluar el efecto global de una dieta proteinica. a4

Procedirhiemo:

Esta prueba fue disefiada para todas las muestras y tuvo duracién de 28 dias en las
condiciones ya definidas. La composicion de la dieta de cada muestra de E. americana

(tabla 3.1) fueron isoproteinicas e isocaloricas a una dieta control de caseina con 10% de
proteina y 430 Kcal/100 g dieta.

Tabla 3.1. Composicion de las dietas con 10% de proteina y 430 Kcal/100 g de dieta

Composicion de la di ( gramos)
ingrediente
Control Al BY c [
Caseina (89.19% de proteina) 11.21 - - - -
Harina de semilla inmadura cruda - 33.09 - - -
Harina de ejote crudo - - 48.08 - -
Harina de semilla inmadura cocida - - - 32,76 -
Harina de ejote cocido - - - T 4677
Sacarosa (comerciat) 22.00 - 18.44 - 1576  19.35 ' 17.20
Dextrosa (a-D-Glucosa anhidra, Grado 111) SIGMA 19.00 15.93 13.61 - 16,71 ‘14.86
Dextrina (comercial) 25.00 20.96 17.91 ‘ 21.99 19.55
Manteca Vegetal (comercial) 8.00 5.49 6.40 4,71 5.50
Aceite de Maiz (comercial) 6.00 4,12 4.80 3.54 4.12
Mezcla de Sales ROGERS-HAPPER 4.00 2.67 0.91 3.10 2.16
Mezcla de Vitaminas TEKLAD, HARLAN 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Celulosa (comercial) 2.79 - - - -
1.La di'ela A corresponde a la fuente de proteina de la semilla inmadura cruda de £. americana.

2. La dieta 8 corresponde a la fuente de proteina del ejote crudo de E. americana.
3. La dieta C corresponde a la fuente de proteina de la semilla inmadura cocida de £. americana.
4. La dieta D corresponde a la fuente de proteina del ejote cocido de E. americana.
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El alimento y agua se proporciono "ad llbltum" a las ratas. Se llevo ‘a’cabo un
registro del alimento consumido asi como del incrernento pesc de ‘cada ammal de
experimentacton cada 48 horas (Anexo D). : :

Calculos.

- Se calcula el REP para cada una de las ratas de acuerdo a la mgmente ecuacion:

ap/ [‘zAl . Fj‘]

de peso total (en gramos)
HZAl= ‘alimento’ lngerido total (en gramos)
F.= % de protelna en la'dieta/100

Con cada unos de los valores. ndividuales;’ se,pro\c"e’did a calcular el promedio y el

Para que los datos uedan ser comparad S, es necesano expresarlos en valores de
REP ajustado, es decir, cons|derar el valor de 2.5 para la dieta de casema (referencla).

: REP..C?#?'F‘? (fef->

" REP ajustado = REP exp - reseoseces —memenocas
. R g S : REP Caseina (exp.)

Ademas, se trazo una graﬁca de curva de creCImiento (tiempo vs. incremento de
peso acumulado) para observar el cremmlento de los lotes en estudio con respecto al
control. : R
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3.5.2.2 Digestibilidad aparente (Da‘).f(';z, '
Fundamento: e .
La evaluacion de la digestibilidad de proteinas in vivdse basan

en sum\mstrar una dieta que contiene: la muestra en estudio como

de. los cuales -

Gnica fuente de proteina a los animales’ xper{mentales‘
se det“é}mina la cantidad de ‘nvitré‘geno blsérbiQO
diferencia del ingerido y el elim_infa\dc‘:"/ por h‘e'c'es",:y”sih consldgrar el
nitrégeno endégeno. A : ' Co

v mediante la

Materiales: : Ry e
% Disefio experimental del bioensayo de REP
% Equipo y reactivos necesarios para MicroKjetdahl
% Envases de plastico de boca ancha con tapa de 200 mL aprox.
% Cernidor ; .
% Mortero con pistito

% Estufa de circulacion forzada, marca LAB LINE mod. Impereal 11}
% Balanza analitica

Procedimiento:

Empleando las'ﬁ mlsmas B fuentes de protelna : usadas : en -el = desarrolto
experimental de la prueba blologlca de REP, se lmci ez que los animales estén

adaptados ala dleta por. evaluar (dta 21 del expenmento de REP). Se requiriéo de la

forma mdivadual de los

molieron para: obtener el material lo mas homogew o p051ble' se tomdé una muestra

representativa del total de heces para determmar la concentracion de nitrégeno.
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Determinar.la contentracién 'de'm'trégeno de la dieta y de las ‘heces de céda

animal por MicroKJeldahl durante el mlsmo periodo- mediante la concentraCIon de

proteina de la dleta y la cantldad consumida en dicho penodo.

Célculos:

Calcular el contenido de mtrogeno ingerido (N!) y el nitrogeno .fecal (NF) de

cada animal de acuerdo a las siguientes formulas:

NI = (% Nitrégenopiera * Dieta ingerida) / 100°: -
NF = (% Nitrogenoueces * Total de Heces) /.100

La formuta para calcular la Digestibilidad aparente es la si'guiente:'

N absorbido :
Da = X:100
N ingerido : i

NI - NF

X100

Se reporta el valor promedio de dlgesnbihdad aparente de cada lote con su

desviacién estandar y C.V. =
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3.6 Recop\laCIon de datos. .

Los datos e

: d’efﬁ-’ caracterizaclon
bromatoloégica, dete k tlnutrlcwnales, y

cuantificacién ' de
triplicado valido el
menor. o igual ‘at10% 1 el
analisis se realizaba por segunda ocasion. Mlentras que, n‘el ‘caso de las
pruebas blologlcas se considerod septupllcado con’ un cbeficiente de

variacion menor a 15%.

3.7 Analisis Estadistico.

Para determinar las diferencias entre los datos obtenidos de las

En el caso de presentarse una diferencia significatwa en: el: analisis
de varianza se procedio a:identificar: donde se presentaba‘la dlferenma

mediante la apllcac10n de:'la prueba ‘de‘ ‘rango multiple de‘acuerdo a
DUNCAN. i S ‘
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion bromatologica.

En las tablas 4.1 y 4.2 muestran los resultados del analisis proximal
de las muestras. Los datos que se presentan son los promedios y
desviacién estandar, con coeficiente de variacion C.V.<10%, (n 3).
semilla seca cruda de la E. americana, flsiologicamente madura, es
utilizada como referencia. En la caracterizacion de:las muestras de E.
americana en base humeda (tabta 4'1) : " ' ‘ponentes,

como protelna, grasa y carbo dratos n

proteina, este akun se. considera alto (mas deli25%), lo. qu

fibra cruda, ylo ]

su valor seive’

significativa despues del tratamlento term\co. '
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Tabla 4.1 Caracterizacion bromatoldgica de las muestras de Erythrina americana (/100 g de muestra, base himeda)

Muestras Humedad | Proteina | Grasacruda | Fibracruda | Cenizas | Hidratos de
Gruesa cruda carbono*

Semilla seca 9.22:0.07“31.4210.46“ 12.48 + 0.45°] 16,55 £ 1.33°| 3.65£0.27° |  26.68

cruda
[ ,
2 | CRUDA [83.55+3.22°( 5.27+0.11° | 2.27 £ 0.06° | 2.81+0.24* | 0.69£0.02 |  5.41
] 5 : I B . RIS :
£ :
E | CoCioA 351251 +0,92° 3,
[ B
U

CRUDO 08| 3,904 0,152 JEN Y

Ejote

€OCIDO |86.27 + 2.56°) 3.17 £0.14* | 0,91 +0,05* | 437+0.30° | 0.58+0.08] 470

* 108 hidratos de carbono asimilables se obtienen por diferencia,
Los datos representan los promedios & desv. est. de tripticados, C.V.<10%.
Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes con u=0.05 de acuerdo con la prueba de rango mitiple.
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Tabla 4.2 Caracterizacion bromatoldgica de las muestras de Erythrina americana {g/ 100 g de muestra, base seca)

Muestras Proteina cruda | Grasa cruda | Fibra cruda Cenizas Hidratos de
o carbonox
Semillaseca | 34614051 | 13.74+0.49> | a0ne029 | 2903
cruda R e
g e e
3 | CRUDA | 30.04+0.64% | 13,
£
5 T
F | COCIDA | 324410,
(7]
CRUDO | 2438 1.0 | 6.11£0.27 | 26,
g B
° :
CoCIDo | 23.12£1.01° | 6642038 | 31.80 2150 | 4

* Los carbohidratos asimRables se obtienen por diferencia,
Los datos representan los promedios ¢ desv. est. de triplicados, C.V.<10%.
Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes con a=0.05 de acuerdo con 13 prueba de rango miltiple.
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En la figura 4.1 se tiene una mejor visualizacién de la comparacion del analisis

proximal de la; ‘muestras de E. americana. Al comparar la semilla seca cruda con el

resto de:las m(!estras, presentan un mismo nivel de proteina, ademas de que las

muestras en estudio presentan un alto contenido de proteina y considerable contenido

de grasa, ya que la mayoria de las leguminosas promedio aporta un maximo de 6% de

material lipidico. No obstante, existen diferencias entre el ejote y ta semilla inmadura

debido a la vaina, ademas de aportar fibra, disminuye el contenido de proteina y grasa

principalmente.
100%
75% COCHO's
asimilables
0O Cenizas
2
3
S 50%
2 O Fibra cruda
£
1 Grasa
25% cruda
1 Proteina
cruda
0% —r —
Ssemitlla seca Semilla Semilia Ejote crudo Ejote cocido

cruda inmadura inmadura

cruda cocida T E S ‘S CO “
Muestras FALLA DE OoR

Fig. 4.1 Caracterizacién bromatolégica de las muéstiras de
Erythrina americana (base seca)
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4.2 Determinacion de los factores antinutricionales y
toxicos.
La determinacién de los factores se realizaron en los cuatro tipos de muestras,

los datos que se presentan son los promedios y desviacion estandar de triplicados, con
coeficiente de variacion (C.V.) <10%.

4.2.1 Lectinas.

Ademas de las muestras analizadas, se determind 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 l’a‘t‘abla 4.3’. ’

Tabla 4.3 Determinacion de Lectinas en P. vulgdfis 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
X CRUDO 5
Ejote de E. americana
COCiDO 3

* T = Titulo, el cual es la maxima dilucién del extracto de lectinas
capaz de aglutinar eritrocitos de hamster.

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 Phaseolus vulgaris. Las rnuestraéA de‘l“a ,ée“milla
inmadura y el ejote presentan titulos menores que la semilla se‘ca;"rat_mque?el
cocimiento no las elimina si las disminuye, pero estos titulos se consideran de béjo
riesgo para la salud. ‘
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4.2.2 Alcaloides. . . i

El contemdo de alcaloides reportado para la semilla seca cruda de Erythrma
americana 39 se tomod como referencia por o que no se consndero en el analisis
estadistico. Los resultados se rnuestran en la ‘tabla 4.4.1 y en la tabla 4.4.2.

En la tabla 4.4.1 muestra,los resultados obtenidos de la cuantificacion de
alcaloides en la muestra onginal ‘se’ observa que las muestras crudas de semilla
inmadura y ejote. presenta aproximadamente el 10% del contenido de alcaloides en
relacion al de la semllla seca cruda, ademas de no presentar una diferencia
significativa. Mientras que, en las muestras donde se aplicd el tratamiento térmico,
se observa que el contenido de alcaloides disminuyé un 60% aproximadamente con
respecto a sus respectivas muestras crudas, ademas 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 (g de alcaloides /100 g de muestra)
Semilla seca cruda 0.959 2+ 0.02700
Semilla inmadura cruda 0.127° = 0.00895
Semilla inmadura cocida 0.044" + 0.00297
Ejote crudo 0.101° + 0.00580
Ejote cocido 0.041* + 0.00321
Los datos representan los promed!os + desv. est. de triplicados, C.V.<10%.
Las medias con letras con a=0.05 de acuerdo con la prueba

de rango multiple.

Los alcaloides se consnderan compuestos termorresistentes, la mayona de estos
se encuentran en forma de sales que pueden ser solubles ‘en agua, lo cual podria
explicar que éstos se hayan transferido al l|qu1do de coccuon. W

80




‘R;.rﬁ[tad'os y Discusién

Consxderando los valores en base -seca (tabla 4 4.2), se observa que el
contenido de alcalondes de las muestras crudas no es mayor a 1%, lo cual sigue siendo

menor. con respecto a la sermlla seca cruda, asi también, hay una disminucion mayor

det 25% de la antldad de estos despues de la coccion, principalmente en el ejote,
presentan o un iferencia estadlsticamente significativa.

Tabla 4.4.2 Contenido de alcaloides de las muestras de E. americana (base seca)
Muestras

g de alcaloides /100 g de muestra
Semilla seca cruda 1.056 =+ 0.028
Semilla inmadura cruda 0.769° = 0.054
Semilla inmadura cocida 0.214* = 0.015
Ejote crudo

0.669° » 0.038
Ejote cocido 0.301° + 0.023

Los datos representan tos promed‘os Fs desv est. de triplicados, C.V.<10%.
Las medias con letras

con a=0.05 de acuerdo con la prueba
de rango multiple.

Algunas especies de lupinos bUedén contener 2% o mas de alcaloides totales en
la semilla seca, el consumo de ést

mo. principal componente en la dieta podria
ser fatal; sin embargo, el' angof maximo permitido del contenido de alcaloides en

Alnque el tratamiento térmico aplicado tanto a la

semilla mmadura l ejoté“‘r‘edujo el contenido de alcaloides,

los niveles

lo que se deb tener ur consumo restringido, aunque los niveles contenidos después

del tratamlento termico probablemente son dafiinos puede ser solucionado mediante

la mezcla: con algun cereal para disminuir adin mas estos valores y por consecuencia
reducir el posible nesgo al organismo que los ingiere.
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4.2.3 Inhibidores de Tripsina.

Los valores de inhibidores de tripsina de la semilla seca cruda de \a Erythrina
americana y la semilla seca cruda det frijol de soya (Glycine max) se emplearon como
referencia, por lo que no se incluyen en el analisis estadistico.

Tabla 4.5 Contenido de Inhibidores de Tripsina en muestras de G. max y E. americana
Muestras . Inhibidores de Tripsinas
Semilla seca cruda de G. maxw 49.350 = 3.689
Semilta seca cruda de E. americana* 85.184 = 0.242
Semitla inmadura cruda 88.432° + 6.846
Semilla inmadura cocida 1.897* + 0.157

Ejote crudo 28.671% + 0.822
Ejote cocido 1.769* + 0.177

4 Unidad de Tripsina Inhibida (U.T.l.)/mg de muestra seca. Una unidad de tripsina (U.T.) = 0.01 unidades de absorbancia
a410nm.; * Estos datos se obtuvieron en el laboratorio,
Los datos representan los promedios ¢ desv est. de triplicados, - C.V.<10%,

con a=0.05 de acuerdo con la prueba de rango multiple.

Las medias con letras son

Los resultados de lés
observa que la semilla i z

ejote coc1do
Cabe mencion

conSIdera qu

> causan dano a la salud del orgamsmo que los ingiere, problema presente en
las muestras crudas cuyo contenido es muy elevado en el caso de la semilla inmadura y

semilla seca Yy en menor grado, pero significativo, en el ejote; mientras que las muestras
cocidas no tienen este problema.
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4.2.4 Tamnos.

La semilla seca cruda de ta Erythrma amencana se unlizo como referencia, y no

se incluyd -en el analists estad|st.ico. Los resultados ,de las muestras analizadas se
presentan en la,tabla 4.6. i

Tabla 4.6 Contenido de taninos de las muestras de E. americana

: Muestras o (g Ac. Tanicol100 g mtra. seca.)
. Semilla seca crudax e : 0.120 = 0.005
Semilla inmadura cruda : e © 0.373% £ 0.010
Semilla inmadura cocida . o R 0.232° £ 0.010
Ejote crudo EEEM RN ; 0.174° + 0.010
Ejote cocido : L 0.138* + 0.010

* Estos datos se obtuvieron en el laboratorio. .- o T
Los datos representan los promedios = desv. est. de u’ipl)cados. C.V.<1o%.

Las medias con letras son con u-0.05 de acuerdo con la prueba de rango
maltiple.

Por el método 1SO, algunos‘aut_

n de 0.1 a 0.78% de taninos en el frijol
negro, especie rica en taninos; siri i

ay un: valor puntual en el cuat el

cualquier caso, cuando'se anaden a una

contenido de taninos tenga un efecto.

racion cantidades elevadas de taninos tanto condensados como

hidrolizables, se observa una disminucu 5N .en lad ngestlon, asi como de la digestibilidad de

los compuestos nitrogenados,. pero con numerosas variaciones segun sea la composicion
de las raciones y los aminoacidos: impt
fuertemente a las moléculas grand

dos,’ }debndo a que los taninos se ligan mas

de proteina y a las proteinas altas en los
aminoéacidos protina y metionina.‘ '(51 :

EL contemdo de al inos’ en; la _muestras en estudio es menor al 0.4%, pero se
observa que despues del tratamlentc terrmco el contenido de éstos disminuyd a niveles en

lo que se podnan consrderar poco SIgmﬁcatwos para un efecto dafiino en el organismo
que los consume, para asegurar que no exista efecto alguno debido a los taninos
presentes se puede solucionar mediante la
valores. (sz)

mezcla de algun cereal para disminuir estos
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4.3 Evaluacion de {a calidad proteinica
Los resultados de la calidad proteinica se presentan por cada método
empleado.

4.3.1 Composicion de aminoacidos

En la tabla 4.7 se muestran los resultados del andlisis por: HPLC de la
composicion de aminoacidos de la semilla inmadura cruda y cocida con :su
porcentaje de pérdida aparente después del cocimiento. '

Tabla 4.7 Composicion de aminoacidos de la semilla inmadura de E. americana

e o - . i a
Aminoacido Semilla inmadura (g /100 g de proteina) Pérdida
CRUDA COCIDA (%)
Triptofano® 1.269 + 0.035 1.070 £ 0.136 15.7
Lisina 9.306 + 0.376 7.380 £ 0.768 20.7
Isoleucina 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 1 0.389 5.2
Treonina 3.374 + 0.074 3.228 + 0.251 4.3
Metionina 0.452 + 0.014 0.439 + 0.050 2.9
Cistina 0.150 + 0.045 c L ema
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
Acido aspartico 13.208 + 0.430 8.612 £ 0.981 34.8
Acido glutamico 17.583 + 0.099 15.854 + 0.264 9.8
Glicina 4.090 + 0.081 4.024 + 0.259 1.6
Alanina 6.339 + 0.091 5.175 + 0.313 18.4
Prolina 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
Los datos Que se presentan son promedios + desv. est. (n=3), C.V.515%
? La péraida ap det 5 = I (aa cruda) = a3, cociamy) 7 a3, cruda) § % 100;

donde aa = valor del aminoicido expresado en (g de aminoacido/ 100 g de proteina)
la determinacion de Triptofano se realizo por hidrolisis alcatina;
No cuantificable, la concentracion es (<0.125uMol).
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En la tabla 4. 8 se muestra los resultados del andlisis por HPLC de la composicion
de aminoacidos del e)ote rudo y cocido con su porcentaje de pérdida aparente después

del cocimiento.

Tabla 4.8 Composicién de aminoicidos del ejote de E. americana

Ejote’ (g /100 g de proteina) pPérdida®

Aminoacido (%)

: ERE : " CRUDO COCIDO
Triptofano® .7 ¢ 7:1.310 + 0.141 1.284 ¢ 0.028 2.0
Lisina s v v e 8,728 + - 0.464 7.696 £+ 0.171 11.8
fsoleucina ;7 o 00700 4,270 £ 0.180 4.230 £ 0.089 0.9
Leucina .0 1000 6.780 £ 0.173 6.727 + 0.216 0.8
valtina /. LV 6.472 % 0.471 5.730 + 0.188 11.5
Treonina G Y3.064 £ 0,106 2.170 + 0.196 1 29.2
Metionina - .00 0,341 2 0.051 0.340 + 0.026 - 0.3
Cistina "5 . . 0.444 + 0.016 c -
Fenilalanina .~ 0.970 + 0.028 0.826 + 0.227 “14.9
Tirosina 00 0.554 + 0.021 0.538 + 0.112.07 . 2.9
Histidina .. - 50 3.669 + 0.423 2.885 + 0.197 21.4
Acido aspartico - ©17.573 £ 0.057 11.325 + 1.547.7 35.6
Acido glutamico 19.121 + 0.602 14.310 + 0.862 .
Glicina . i S .4.497 + 0.260 3.271 +£.0.324
Alanina : 6.661 £ 0.091 5.199 +0.408 .
Prolina R 5.497 £ 0.345 4.771 £:0.155: "
Serina 4.402 + 0.276 3.593 +:0.070

Arginina 4.864 + 0.108 3.422 +:0.180"+0

Los datos que se presentan son promedios + desv, est. (n=3), C.V.<15% :
Lapé P det 4cido « [ (22(muestea crusa) =~ 32 cocida)) / @3y
donde aa = valor del inodcic en (g de aminoa, 7100 g de pr

b La determinacion de Triptofano se reauzb por hidrélisis alcatina.
€ No cuantificabte, ta concentracién es {<0.125Mol).

En una evaluacién del efecto del cocimiento en el co
las leguminosas, con dos horas de tratamiento termIc:o(s;,,

. de aminoécidos de

ue los aminoacidos

mas sensibles son metionina y menor grado fenilal go, en el caso de la

semilla inmadura de ta E. americana los amlnoactdos mas senslbles al tratamiento

térmico fueron el acido . asparnco, alanina, y dentr

: os aminoamdos esenciales
fueron lisina, fenitalanina, triptofano, cistina' : mlentras que los demas aminoacidos no
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presentaron perdldas aparentes considerables.

treonina y en menor medida lisina y valina.

- 4,3,2 Calificacion quimica.

Resultadosy Discusion

Por otro lado, en el ejote presento
mayor sens1bilidad en la pérdida de aminoacidos pnnapalmente no esenctales, no
obstante, el ammoactdo no-esencial mas sensible fue el acido aspartlco, y dentro de
los aminoamdos esenciales sensibles al tratamiento térmico fueron los azufrados,

"En la tabla 4.9 se muestra la calificacién quimica de las muestras analizadas, se

obsen‘ra‘,que las muestras de E.

esenciales, = especificamente la cistina,

calificacion quimica.

americana cumplen con los requerimientos de
aminoacidos esenciales. No obstante, como toda leguminosa es deficiente en aminoacidos

azufradés,_y asociado a esto, la coccidon afectd el contenido de algunos aminoacidos

Tabla 4.9 Calificacion Quimica de las muestras de Erythrina americana®

lo cual resulta en una disminucion de la

- Patron Semilta inmadura Ejote
i id:

Aminoacide FAO (1985) ~ Cruda Cocida Crudo Cocido
Triptofano 0.50 1.269 1.070 1.310 1.284
Lisina 1.60 9.306 7.380 8.728 7.696
Isoleucina 1.30 5.755 5.681 4,270 4.230
Leucina 1.90 9.910 9.819 6.780 6.727
Valina 1.30 7.429 7.043 6.472 5.730
Treonina 0.90 3.374 3.228 3.064 2.170

d
g‘:ﬂﬁ:'"a } 170 0.602 0.439 0.785 0.340
e
$ier':sl?r::"‘"a } 1.9 4.033 4.467 1.524 1.364
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

€1 de aminoa se

%5 an o w

Se considera la unién de los a.a. aromaticos debido a que la Try puede reemplazar aprox. el 50% de Phe.

en g a.a./100 g de proteina, (100 g de proteina = 16 g de nitrégeno)
La determinacion de Triptafano se realizd por hidrélisis alcatina
Requerimientos de a.a. esenciales para adultos, de acuerdo a la FAQ/WHO (1985), g a.a./100 g de proteina. (54)

Se considera la union de os a.a. azufrados por que ta Cys puede r el 30% de la Met.
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Para :las legummosas, la  calificacién quimica (C.Q.) se considefé l.)ajia en
aminoac1dos azufrados (30 55)@0), sin embargo, las muestras crudas de la semilla
inmadura :

el ejote muestran un C. Q. dentro del rango estimado pero menor al
reportado par' la semilla seca cruda (66.6)as), lo cual puede deberse a que el ejote
esta en desa rollo, por lo que su metabolismo esta constantemente cambiando, por lo
que ‘et coptemdg de algunos aminoacidos es variable.

‘- Mientras que, en las muestras cocidas disminuyé el valor de la C.Q. mas del
30% debido a la sensibilidad de los aminoacidos azufrados al calor, este valor es
menor al valor promedio de las leguminosas, lo cual podria ser mejorado mediante la
suplementacién con la proteina de algin cereal.

4.3.3 Relacion de Eficiencia Proteica (REP).

En la figura 4.1 se observa la fotografia de una rata representativa de. cada
lote en el dia 14 de experimentacion. o

En este bioensayo, los animales de los lotes de muestras crudas pféséntaron
sintomas - de . desmejoria, - tales . como:. aletargamiento (somnolehcia profunda y
prolongada, sin: fiebre ni mfeccion), ataxia (la inseguridad de movimiento como

consecuencia de la falta de .una actuacmn coordinada de los musculos), piloereccion

(ereccnon del pelo) y duarrea (39,, provocando asi una pérdida de peso considerable, lo
cual se atnbuye ala presencia de factores antinutricionales y toéxicos, principalmente
a los toxycos ,, prop1o

‘de’ ‘esta especie (alcaloides), en niveles que danan
considerablemente "al-orgam;mp, en el caso de los animales de la dieta de semilla

inmadura sélo vivieron las dos primeras semanas mientras que los de la dieta de ejote
vivieron 3 semanas. :

R7




Resultados y (Discusion

zjove crudoe
antoz

Fuente de proteina: semilie cruda Fuecnte de proteing:
AP o= <13 38 gramos AP s -13.28

\—

Fuznte de proteina: caseina {(control)
\P = 3E.

Fuente de proteina: szmilla cocida Fuente de prorvaina: ejote cocido
AP = 22.26:4 .57 gr Pz .57 gramos

Fig. 4.1 Animales del bioensayo, en el dia 14 de experimentacién, de
acuerdo a la fuente de proteina incluida en su dieta.
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Resultados y Discusion

o Dieta Control

(Caseina)
70 |
DietaC
Tremilla inmadura cocida)
50 Dieta D

© {ejote cocido)

30

Incremento de peso {gramos)

A DietaB
(ejote crudo)

{semilla inmadura cruda)

e e —t: +-

. + — t {dias)
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Fig. 4.2 Comparacién del crecimiento de ratas alimentadas con E. americana.

El crecimiento de las ratas de cada lote puede visualizarse en la grafica
correspondiente al incremento de peso en funcion del tiempo (Fig. 4.2), donde se
observa que los lotes de muestras crudas presentan una disminucién de peso, siendo
mayor esta pérdida en el grupo correspondiente a la semilla inmadura donde
presentan el mayor contenido de los factores antinutricionales y toxicos. De igual
manera, se nota en el grupo de ejote crudo aunque en menor medida. Asimismo, se
observa una corretaciéon 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.

Lta curva de crecimiento de las ratas alimentadas con la dieta de la semilla

inmadura cocida representa el crecimiento mas alto de las muestras con una
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tendencia cercana al control, lo cual puede atr1bu1rse ala calldad proteica y un bajo

contenido de factores antinutricwnales y toxicos, principalmente alcaloides, debido a

la relacton directa entre el contenido de alcaloides y el crecimiento de los animales.

En el caso de los mmales de las muestras cocidas no mostraron la sintomatologia de

los ammales ‘de as muestras crudas, pues tuvieron un desarrollo semejante al del
grupo ‘contro

Los valores del REP se muestran en la tabla 4.10, donde se observa el
valor de REP,,.mMo de las muestras cocidas que se encuentra dentro del rango
estimado para una leguminosa, que es de 0.9-2.1 siendo mas frecuente el valor de
1.6 20y, 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 (1q).

Tabla 4.10 Comparacion del REP de las muestras de Erythrina americana

Fuente de proteina de las dietas PERpromedio” PERajustado
CASEINA 3.056° + 0.1672 2.5000
CRUDA *
SEMILLA INMAD
URA COCIDA 2.484° £ 0.1802 2.0342
CRUDO *
EJOTE
COCIDO 2.120° + 0.1095 1.7357

© Los datos que se presentan son los promedios ¢ desv. est. de septuplicados, C.V. <15%,
No se determiné debido a los animales murieron antes de finalizar el periodo de experimentacion
Las medias con letras distintas son estadisticamente diferentes con a=0.05 de acuerdo con la prueba de rango miitiple.

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 ﬁ,,f mientas que, el ejote cocido es parecido al valor promedio de
las leguminosas lo anl 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 sébreyiViérdn hasta“

el final del bioensayo, sdlo se reportan los valores de digestibilidad apéf;eﬁtg'(pa) de
los lotes control y muestras cocidas (tabla 4.9). : B

Tabla 4.9 Digestibilidad aparente (%)
Dieta

Caseina e
Semilla inmadura cocida
Ejote Cdi:id

Los datas que se presenlarl son tos promed‘os + desv est. (n=7), C.V. <15%.
Las medkas con letras, son mente c con a=0,05 de

ue}dc con {a prueba de rango multiple

Para algunaslegummosas el valor reportado de digestibilidad aparente es de
<8B0%n1z2), aunque

un trafamiento térmico adecuado puede incrementar la
disponibilidad de la protema y reducir la cantidad de los factores antinutricionales y
toxicos que limigan la:calidad de la proteina, logrando asi un incremento de este
valor entre'el 55-95%(i;, 36)- Esto se observé en las muestras cocidas de la Erythrina
americana ya‘iyqu.':e' presentan una digestibilidad aparente >85%, siendo mas alta en la
semilla inmadura donde el contenido de fibra es menor. E! alto contenido de fibra en
las muestras pudo interferir en la absorcidon de nutrientes acelerando el transito del
alimento a través del intestino; no obstante, podria ser un beneficio para evitar {a
accion de alguﬁ[’:s'téxicos como los alcaloides. (11)

Aunque estos : valores de digestibilidad solo son una estimaciéon cercana a la
digestibilidad i}érdédera nos indican que la proteina de la semilla inmadura y ejote
cocidos nenen una alta blodlspombihdad al cual . es similar a la digestibilidad
obtenida para la semilla seca cruda destoxificada por extracciones (86+3.1) g)-
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CONCLUSIONES

El. tratamiento térmico con agua y la posterior elimiriacién “del
liquido de coccidon aplicado tanto a la semilla inmadura como al ejote de

La Erythnna americana no mostro modificaciones consnderables en el

contenido de proteina; no obstante, parte de algunos componentes ‘se

transfirieron al liquido de coccién, como los mmerale Y carbdhidratos,

lo cual se. efle]o en la dismmuc:on en. el porcentije‘

muestras cocndas. o

Et éoéimiéﬁtd réd eli'r;ninar‘
en su totalidad e ) ’

que probavbl'e“méri’te

Sin embargo, nov

detectar efectos

coccion |

efeéﬂ:ado

iLa protema de la’ semilla |nmadura coc1da

inmadura y el ejote, por lo que podria reducir-la aSImIlacmn de la"

proteina.




Conclusiones .

Se considera que la semilla mmadura y el ejote‘de Er ¢t
americana cocidos tienen una protel J c

coccién: no afecto cons:derablement

blen, la~ coccio

cereal. -

se consider m’ nmadu e oté ‘de
Erythrina’: ! e 'efectos

téxicos ‘a’ lar . egummosa como un

posible compleme limenticto
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> ANEXO A R

Preparacion de reactivos

1. Solucién anticoagulante:

Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar
ya sea con solucion de heparina o citrato, las cuales se usan en la
siguiente relacion:

Sol. de heparina : sangre = 15-20 Ul : 1 mL de sangre

Sol. de citrato : sangre = 0.1 mlL : 1 mL de sangre

2. Solucion amortiguadora de TRIS: .
Se:pesan:6.05:g de. tris(hidroximetil-amino-metano) y 2. 94 ‘g .de

CaClz- H;0ise disuelven en. 900 mL de agua destilada. Se ajusta.el: pH a
8.2.y.se afora un»volumen de 1L

3. Solucnon BAPNA-

Se pesan:100 mg de benzonl DL-arginina-p- mtroaniuda HCl (BAPNA)
se disuelvenien®2.5 mlLide ‘dimetil-sulféxido y se diluyeia 250.mL .con
amortiguador TRIS’ previamente calentado a 37°C. Esta: solucton debe ser

4. Solucion estandar de tripsina:
Se pesan con mucha  exactitud 4 mg de t

pérdida apreciable de actwidad

5. Solucién de dimet\lformamlda al 75%-

Se transfieren 75 mL de dlmenlformami a‘au matraz aforado de
100mL “mplO y seco. DIlur con agua desromzada, dejar enfriar y aforar. a

100 mL.,
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Esta solucién® de -referencia® debé contener 0 2g/100rnL. se pesan
0.2g de aC|do tamco, aforar ‘a’100mL con’agua” deswmzada. '

de'hierro): -
sipreparada.24 horas antes
io y.aforar a 100mL

Se prep}arja”una,solucm,
de su uso..Se presan’0.35g de;
con agua desionizada.

8. Hidroxido de ‘amonio -3 amohlaco {0:8g-de’ NH3/160‘mL)
Se prepara una solucion queiconteng Para:lo cual se miden 3.1mL

de hidroxido de amonio concentrado (29%:de amomaco) Y aforar a 100mL
con agua desionizada. -

9. Solucién estandar de't rigt fano (0 [s] mg/mL).
Pesar 12.5 mg de estan
destilada.

Pesar 200 mg de’ mtnto de sodio y aforar a 100 mL con agua.,
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s> ANEXO B =

1. Preparacion de la estacion de trabajo. s

Preparar la estacion de trabajo de acuerdo al siguiente diagrama (Fig.1). Se
deposita dioxido de carbono (CO;) sdlido en el recipiente del refrigerante tipo dedo
frio y metanol suficiente para cubrir el hielo seco que se ha depositado. Verificar que
los controles de vacio y de Nitréogeno se encuentran cerrados. Se enciende la bomba
de vacio y después de cinco minutos la lectura del manémetro de la estacién de

trabajo debera ser 50-70 miliTorr. La presién de salida del Nitrégeno no debera
exceder 0.3 kg/cm?.
{j
¥ control de
nuu\mulm—-@

=
le=e

vial de reaccion

Controles de encendido
{cquipo y hormo) hielo seco-metanol

Fig. 1 Instalacion de la estaciéon de trabajo.
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2. Preparacion de fase movil (A y B).

Buffer acetatos-dcido fosférico (fase A).

Diliyanse 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 filtracién a vacio (Fig. 2) con un filtro
de tamafio de poro 0.45 um tipo HA, ambos de Millipore. Mantener el vacio durante 5
minutos después de que ha pasado la totalidad de la fase A por el sistema de
filtraciéon para desgasificarle. Almacenar en refrigeracion para conservarle hasta por
un mes, cuidando de filtrar y desgasificarle si no es utilizada por mas de dos o tres
dias.

mfﬂ e

conexion para
vacio

kitasato

Figura 2. Sistema de filtracion de fase mavil.

Acetonitrilo: agua 60:40 (fase B).

En una byrobeta de 1000 mL, verter 600 mL de acetonitrilo grado HPLC, anadir
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, utilizéndo un filtro de 0.22 um tipo GV de Millipore. Almacenar en
refrigeracion para conservar su composicion durante una semana, volver a filtrar y
desgasificar si no se utiliza en dos o tres dias.
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3. Instalacion del HPLC.

El sistema de analisis cromatografico debera instalarse de acuerdo con la figura
2, debera tenerse cuidado de que las conexiones de la tuberia sean adecuadas para
evitar la formacion de volumenes muertos para no deformar los picos de los

aminogramas. La columna debera estar conectada en la direccion que se indica en su
etiqueta de identificacién.

filtro
Pre ool detector UV.VIS
— Ccolianne ] — 284
inyeouor, .
bomba L — s
T

|
fascs Ay B [ ]

=) —
153 :

bomba B

Fig.3 Instalacion del cromatéografo de liquidos de alta resolucion.

4. Acondicionamiento del equipo.
Enciéndase el equipo (bombas, controlador y registrador, en ese orden),
después de asegurar que hay fase movil suficiente (A y B) en cada una de las 2
bombas, verificar que no hay aire en las tuberias que suministran la fase en cada
bomba y que la columna se encuentra conectada en la direccién adecuada.

Acondicione el equipo de acuerdo a la siguiente tabla (programa 1 del controlador®):

® para inictar cualquier programa en el controlador, de e Operate gradient, lo cual permitira
seleccionar alguno de los cuatro programas necesarios para el desarrollo del anaus!s. después se presiona Enter y en algunas
ocasiones, en ta pantalla del sistema aparecera ta dge conf para bl las del programa
etegido. Existen dos opciones para iniciar la operacién del programa elegido; una es p run en el controlador y la otra es
hacer o simular una inyeccion, llevando a ia posicion Infect la palam:a det lnyec(or
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Tabla 1. Acondicionamiento del equipo.

Tiempo (minutos) % fase A % fase B Flujo (mL/minuto) :.
Inicio 0 100 0 I
S o] 100
40 L] 100
45 100 o
60 100 [s)

Curva 6 (grayciien;q}l»neal).

Cuando han transcurrido 10 minutos a partir del inicio del aconydicionamiento, 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 ta comprobacién 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 energia y durante el
desarrollo del gradiente (tabla 2), la linea 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 linea base estara por debajo
de cero en algin momento durante el desarrollo del gradiente.

Tabla 2. Gradiente de separacion de derivados de aminoacidos

Proggama (;‘;‘;"""‘;"s) % fase A % fase B Flujo (mL/minuto)

tnicio 100 3] 1
0.5 98 2 1
15 93 7 1
19 90 10 1
32 67 . 33 1
35 67 33 1
36 [ 100 1
41 o 100 1
42 100 o 1
43 100 0 1.2
48" 100 - o 1.2
495 100 o o 1
58 “11007F o 1
59 N B 100 1
94 o : 100 1
95 . o : 100 [¢]

“Gltima linea del programa 2 registrado en el controlador utilizado
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Programa Tiempo - -
3 {minutos] % fase A % fase B Flujo (mL/minuto) .

Inicio 100 [+) 1.2
1 100 o 1
10 100 o 1

grama 4 (;:ffﬂ?:;, % fase A % fase B Flujo (mL/minuto)

Inicio 100 [4) 1
1 o] 100 1
36 [o} 100 1
37 [o] 100 o

5. Gradiente de separacion y cuantificacion de aminoacidos.

Cuando ha transcurrido el tiempo de acondicionamiento, se inicia el gradiente
con el cual se efectuara la separaciéon y cuantificacion de los derivados de los
aminoacidos (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; atenuacidén, atten, 128 o 256.

Se inyectan 5. a 20 ul (conforme aumenta el contenido de proteina se debe

inyectar un volumen menor; para evitar. que se distorsionen los primeros 5 picos) de

muestra o 5 pL de‘est inbééidos (0.2 mM), el tiempo de corrida es de 55

minutos; a ‘pa"ti g 1ni.|td3f6, el gradiente no tiene influencia en la separacion de
los deﬁvadoﬁfae "lés”aifﬁnéé“tidds, por lo que transcurrido este tiempo, se presiona
INJ/IEND A en el fegistrédof paré obtener areas y tiempos de retencion de cada uno
de los picos; a partir del minuto 60-65 del programa 2, el equipo comenzara a lavarse
cuando se ha inyectado por Gltima vez en el dia. La jeringa debera enjuagarse con
agua purificada entre inyecciones.

" Presionar change program en el controlador, seleccionar el programa a utilizar (1, 2, 3, 4) y presionar

enter, el gradiente empezara en cuanto se haga o simule una inyeccidén o sea presionado run en el
controtador.
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Dado que: el modelo del controlador utilizado no permite que el programa 2
esté compteto como uno solo, se utllizan dos programas mas, uno que permlte re-
acondicionar la columna entre inyecciones (programa 3) y otro que sirve para lavar el
equipo al fmalizar na sesion de trabajo (programa 4).

Al mmuto 48 del ‘programa 2, en el controlador se cambia a programa 3", lo
cual permitira reacondlcionar la columna para la nueva inyeccidon. Es conveniente
lavar el inyector en este punto, inyectando 20 ulL de agua filtrada y purificada Una

vez transcurndo el programa 3, se cambia a programa 2 del controlador® para
inyectar nuevamente. g

Cuando se. ha realizado ta altima lnyeccwn del dia, después de que ha

transcurrido el programa 3 se camb'a ograma 4 en el controlador”, se presiona

run para empezar- et lavado del 'e u ntrot de temperatura del horno debera

apagarse antes de que se detengaAe 2. fase movil, siendo adecuado hacerlo en

el minuto 80-84 del programa 2 (en el

ﬁut6'22-26 del programa 4). Cuando se ha
realizado la Gltima inyecci6n del: dla al minuto 36-40 del programa 2, la ldmpara del
detector debera apagarse (preSIQnanqp [ 1mp on/off en el detector) si es que seguira

siendo utilizada regularmente, de ld'cdhtrério, apagarlie presionado on/off.
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s> ANEXO C =

Técnica de distribuciéon (Culebra japonesa)

Esta técnica se aplica con el objeto de distribuir un conjunto de
elementos, en este caso animales, en un determinado nimeros de grupos
para obtener una uniformidad en los mismos.

Procedimiento:

1.Marcado al azar de los animales para su posterior identificacién.
2. Pesado de los animales.

4. Distribucién’"de .los ainil;nale's‘,:y'a ‘sea de’ derecha a izquierda o de

arriba hacia a‘bajo, con el Siguiente patrén:

Grupo 1 Grupo 2 ' Grupo 3 by Grupo j
Animal 1 -=sdp Animal 2 -==dp Animal 3 . .. Animalj 'D
C [ ] < Animal j+1

I ] v—y Animal n

uo




> ANEXO D =

Formato de registro de datos para

la prueba bioldégica REP

[Rata; Sexo: Peso inicial (Pi): Dieta:

Tiempo (dias) Peso final (Pf):
Peso animal (9) AP = Pf-Pi =
Alimento inicial (Ai)

Alimento final (Af)

Alimento ingerido (Al) TAl =

Alimento acumulado

Obervaciones:

m
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