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RESUMEN

1. RESUMEN

En México existe una gran diversidad de la flora cuya potencialidad productiva es
alta y que pueden ser fuentes de nutrimentos para la alimentacién humana y animal; sin
embargo, estos recursos estan subaprovechados, tal es el caso del “capulin” (Prunus
serotina). Estudios recientes han informado que la almendra de capulin se puede
considerar como una fuente de proteina y grasa alimenticia. asi como de algunos
micronutrimentos, en particular de vitamina C y E, hierro y zinc. Sin embargo, el alto
conterndo de glucdsidos cianogénicos limitan su uso. Se han realizado estudios de
toxicidad subaguda de la fraccién proteinica de la almendra y se ha concluido que es
necesario efectuar un proceso de destoxificacion para que esta pueda utilizarse ya sea en
la alimentacidn humana y/o animal. Este trabajo tuvo como objetivo realizar un proceso de
destoxificacion en la fraccidon proteinica de la almendra de capulin y evaluar la calidad
nutrimental de la proteina mediante el ensayo biolégico de la Relaciéon de eficiencia
proteinica (REP). Se obtuvo el aislado proteinico con un contenido de proteina de un 85%
mediante el método de precipitacion en el punto isoeléctrico y se determind el contenido
de glucédsidos cianogénicos, inhibidores de tripsina y fitatos, los cuales disminuyeron
considerablemente a los encontrados en la harina desengrasada de la aimendra de
capulin. Se realizé ¢l perfil de aminoacidos en el aislado encontrandose que es deficiente
en aminoacidos azufrados y triptofano. Se llevo a cabo el ensayo bioldgico para evaluar la
calidad de la proteina del aislado proteinico y se probaron diferentes dietas para de esta
manera realizar la suplementacidn necesaria que corrigiera la deficiencia de los
aminoacidos limitantes del aislado proteinico utilizandose otras fuentes de proteina
vegetal como arroz, maiz y garbanzo. Los valores obtenidos mostraron que la proteina del
aislado proteinico es de mala calidad, (0.4 REP), y se observé que todas las dietas
mostraron una diferencia estadisticamente significativa con respecto al control. En los
resultados de la biometria hematica el aislado proteinico presentd valores mas bajos en
hemoglobina, hematocrito y volumen corpuscular medio.

Con los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que el aislado de
proteina de la almendra de capulin no puede proponerse para la alimentacion humana y/o
animal.



2.

OBJETIVOS

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la calidad nutrimental de la fraccidn proteinica de la almendra de

capulin (Prunus serotina) y confirmar su inocuidad.

Objetivos Particulares

Confirmar que la almendra de capulin tiene un potencial como fuente de proteina y
grasa dietética, donde la fraccion proteinica es adecuadamente biodisponible.
Determinar la alta concentracion de glucdsidos cianogénicos en especial en la harina
desengrasada y evaluar su grado de toxicidad aguda.

Realizar el proceso de destoxificacién de la fraccidon proteinica, para obtener el aislado
de proteina, que no supere el limite de glucssidos cianogénicos establecido.

Determinar la digestibilidad “in vitro” e “in vivo” del aislado proteinico.

Realizar la complementacion necesaria de acuerdo al perfil de aminoacidos y la
calificacién quimica, del aislado proteinico de la almendra de capulin.

Evaluar la calidad nutrimental del aislado proteinico de la almendra de capulin,
mediante un ensayo biologico.

19



GENERALIDADES
3. GENERALIDADES

En México el hambre y la desnutricién son un problema ancestral; asi no obstante
el aumento en la disponibilidad de los alimentos, mas que en Ja produccion todavia se
presenta un alto porcentaje de desnutricidn protéico-calérica en nuestro pais
particularmente en las zonas rurales marginales (Figura 1, Tabla 1). En estas comunidades
los sectores mas afectados son la poblacion infantil ya que las cifras de grave desnutricion

escolar son del orden de 320 y 38.3 % para( r;iﬁos y nifas respectivamente lo que se
1-3)

traduce en una alta tasa de mortalidad infantil.
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Figura 1.
Consumo caldrico y proteinico en el medic rural.
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Tabla 1.
Principales causas de mortalidad en la
Poblacién Rural marginal en 1990.

No. . : S . CAUSA TASA *
1 7 ENFERMEDADES INFECCIOSAS INTESTINALES 83.6
2 DESNUTRICION Y ANEMIAS 43.1
3 SARAMPION Y OTRAS ENFERMEDADES DE LA INFANCIA 34,6
4 INFILLUENZA Y NEUMONIA 33.6
5 ENFERMEDADES DEL CORAZON 32.6
[] ACCIDENTES Y VIOLENCIA 31.2
7 TUMORES MALIGNOS 23.8
8 AFECCIONES DEL PERIODO PERINATAL 15;.1
9 TUBERCULOSIS PULMONAR 17.8
10 CIRROSIS Y ENFERMEDADES CRONICAS DEL HIGADO  13.0
* Datos por 100,000 habitantes ( I de epidemi ia, SSA)

Referente a las condiciones reales de la alimentacidn en estas zonas, todavia hay
un gran desconocimiento que incluye hasta lo mas basico como son los recursos naturales
con que se cuentan. Asi tenemos el mito de que en estas comunidades se consume una
dieta mondtona y poco variada, sin embargo, hay claros ejemplos que muestran todo lo
contrario. No obstante en estos entornos indigenas con tal de obtener tierras adecuadas
para el sistema intensivo de monocultivos y extension de ganaderia, se destruye la
vegetacion silvestre o semi-silvestre en forma indiscriminada, lo que pone en peligro el
poctencial germoplasmico, 10 que algunos autores denominan como “erosion genética”. Por
lo tanto el riesgo de la pérdida de especies vegetales que hasta el momento no ha sido
valoradas en su plenitud, en especial aquellas especies actualmente relegadas pero que
ocuparon un lugar relevante antes de la conquista espanola y que pueden ser fuentes
potenciales de nutrimentos para el hombre y los animales domeésticos. (4%

La discrepancia en el suministro de alimentos y el crecimiento de la poblacién se
sigue incrementando, por lo cual es urgente realizar acciones tendientes a su solucion.
Liener y otros investigadores consideran que una solucién a corto plazo, consiste en
incrementar la produccion de alimentos de origen vegetal de buena calidad nutritiva como
son las semillas oleaginosas, ya que éstas tienen una alta eficiencia en el
aprovechamiento de la energia solar, y son las mas redituables en la produccion de
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viveres para el hombre; ademas, en el mercado dinamico y cambiante de los aceites y
grasas, se requiere la busqueda de nuevas fuentes oleaginosas no convencionales. &9

Actualmente millones de toneladas de semillas de frutos son descartadas cada ario,
produciendo problemas de contaminacion ambiental y consecuentemente de salud
publica. Se menciona que las semillas de los frutos del género Prunus, pueden ser un
suministro importante tanto de la proteina y grasa alimenticia Dentro de la gran diversidad
de la flora mexicana, existen especies cuya potencialidad productiva es altay pueden ser
fuente de nutrimentos para la alimentacidn humana y animal; sin embargo, estos recursos
estan subaprovechados, tal es el caso del “capulin” (Prunus serotina), no obstante que
sus usos se remontan a tiempos prehispanicos. "

3.1 CAPULIN (Prunus serotina).

En el pais, el capulin es un arbusto o arbol de gran importancia en las zonas
rurales, debido a que la fruta se consume desde tiempo inmemorial, ya que su sabor y
apariencia hacen recordar a la cereza, incluso en Norteamérica se le conoce como
american cherry o black cherry, ademas, en algunas regicnes es costumbre consumir la
almendra de la semilla tostada. Otros usos que tiene este recurso vegetal, son como
madera para fabricar muebles, guitarras, ataddes y también tiene usos medicinales.
Actuaimente se les ha dado importancia en la reforestacion, ya que es una especie de
rapido crecimiento que se desarrolla en suelos pobres; ademas, sus raices son profundas
y evita la erosion del suelo. (129

El capulin es una especie de ampiio rango de adaptabilidad, tanto al suelo como a
las condiciones climaticas adversas (heladas y sequias). Su distribuciéon en nuestro pais
es ampilia; asi, se pueden localizar arboles en Baja California Sur, Coahuila, Colima,
Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Edo. de México,
Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Qaxaca, Puebla, Querétaro,
San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas. (23 Ademas, se
pueden encontrar en toda la regidén andina hasta Ecuador y Bolivia, siendo un arbol
facilmente identificable y representa para los Andes, lo que la palma para las costas.

En México es una de tantas especies que puede considerarse como semi-cultivada
o en fase incipiente de cultivo, ya que en el proceso de seleccion, las plantas sembradas
actualmente no difieren mucho de sus antecesores silvestres. Su distribucidon es tan
amplia que se localiza desde zonas templadas (2,200-3,100 m de altitud) hasta regiones
bajas de clima tropical. " El capulin es frecuentemente utilizado como un sistema
agroforestal ya que es de rapido crecimiento y se desarrolla en suelos pobres. Algunos
arboles dan frutos carnosos grandes, éstas son las variedades que se deben de
seleccionar y de propagar como se ha hecho alrededor del mundo, ya que el capulin es un
alimento de buena calidad y tiene bastante potencial de mejoramiento, esto se ha logrado
mediante injertos y germinacion. Los arboles son extremadamente vigorosos. Las flores y
frutos aparecen al tercer e incluso segundo afio de vida.

3.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA ALMENDRA DE CAPULIN.

Se menciona en trabajos recientes que la almendra de capulin (Prunus serotina)
se puede considerar como una fuente de proteina (30%) y de grasa (40%), asi como
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algunos micronutrimentos, en particular de vitamina C y E, y son una buena fuente de
hierro y zinc, también se indica que |la proteina tiene buena digestibilidad. Con respecto a
la fraccién proteinica, se menciona desde el punto de vista nutrimental, que esta es
deficiente de aminoacidos azufrados. (17'® Ademas, la almendra de capulin es buena
fuente de P-glucosidasa, enzima de amplia importancia en ciertas aplicaciones
enzimaticas {29,

3.3 FACTORES ANTINUTRICIONALES Y TOXICOS QUE SE ENCUENTRAN
PRESENTES EN LA ALMENDRA DE CAPULIN (Prunus serotina).

Los alimentos de origen vegetal contienen, de forma natural, una serie de
sustancias denominadas "factores antinutricionales", capaces de disminuir la disponibilidad
de los nutrientes esenciales.

Estos factores se clasifican en funcion del tipo de nutrimentos con los que
interfieren segun afecten a la digestion de las proteinas, a la asimilacion de los minerales,
o aumenten o inactiven el requerimiento de vitaminas.

Las semillas del género Prunus, contienen glucdsidos cianogénicos, por tal motivo
se les ha responsabilizado de envenenamiento en el hombre y animales tanto domésticos
como salvajes. 22

De estudios previos, se ha reportado una alta concentracion de glucésidos
cianogénicos (amigdalina) en la almendra de capulin (aprox. 200 mg HCN/100g); asi
como la presencia de fitatos e inhibidores de tripsina y taninos. ?42% Se ha realizado el
estudio toxiceldgico subagudo de la fraccién proteinica de la almendra de capulin, del cual
se desprgg;de que es necesario efectuar un proceso de destoxificacion en la almendra de
capulin.

3.3.1 INHIBIDORES DE TRIPSINA.

Estos factores toxicos son de naturaleza proteinica, las estructuras y propiedades
de estas sustancias varian enormemente.

Los inhibidores de tripsina son llamados asi por su habilidad para inhibir la
actividad de la tripsina que es una enzima proteolitica, la cual se libera del pancreas al
tracto digestivo en el hombre y animales. Existen evidencias para indicar que Ia tripsina en
el intestino suprime la secrecion de enzimas pancreaticas por inhibicion de
retroalimentacion y que los inhibidores de tripsina provocan un incremento en la secrecion
de enzimas impidiendo la supresion de la tripsina. Por lo que se les atribuye la hipertrofia
del pancreas que regularmente se observa en animales alimentados con dietas que
contienen leguminosas crudas. %8

Es un hecho reconocido que las semillas de ciertas leguminosas, al ser
incorporadas de esta forma en dietas experimentales para animales, no permiten un
crecimiento normal. Se menciona que la inhibicion del crecimiento podia ser el resultado
de una pérdida endogena de aminoacidos esenciales de un pancreas hiperactivo, que
responde, en forma compensatoria a los efectos del inhibidor de tripsina. La pérdida de
metionina en esta fase seria particularmente aguda, ya que las proteinas de estas
leguminosas son notoriamente deficientes en estos aminodacidos.
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Al utilizar semillas en forma cocida desaparece este efecto. La mayoria de los
inhibidores de proteasas son destruidos por calentamiento con lo cual se logra mejorar el
valor nutricio de las leguminosas. Pueden ser inactivados por tratamiento térmico (hasta
un 90% en agua hirviendo durante 3 minutos). También se cree que durante la etapa de
germinacién van desapareciendo.

3.3.2 ACIDO FiTICO.

Se encuentra naturalmente en semillas, leguminosas, cereales y oleaginosas y en
menor cantidad en tubérculos y hortalizas en forma de sal de potasio, calcio o magnesio o
formando compliejos con protelnas y minerales donde su principal funcidn es como
almacén de fasforo y metales traza.

Los efectos antinutrimentales del acido fitico vienen ligados a su estructura y a los
valores de pH que normalmente se encuentran en los alimentos (proximos a la
neutralidad) determinan que el acido fitico se encuentra en forma de anién, con un
potencial para formar complejos uniéndose a moléculas con carga positiva tales como
cationes o proteinas. Muchos de estos complejos son de naturaleza insoluble, y teniendo
en cuenta que la solubilidad es uno de los factores esenciales para que un nutrimento sea
asimilado por el organismo, la presencia del acido fitico en un alimento se considera un
factor limitante de su valor nutricio. A pH normales el acido fitico es un fuerte quelante de
cationes a valores apropiados de pH y de concentracion, causa la precipitacion con
cationes polivalentes y proteinas. El fendmeno de precipitacion provoca una reduccion de
la biodisponibilidad de minerales traza esenciales y reduccion en la digestibilidad de las
proteinas. ©®

3.3.3 GLUCOSIDOS CIANOGENICOS.

Los glucésidos ciandgenicos constituyen un grupo de sustancias naturales
ampliamente distribuidas, que originan por hidroélisis una cetona o un aldehido, un azicar y
el acido cianhidrico (HCN). La toxicidad de estos glucdsidos se debe a la liberacion de
cianuro, el cual, es muy téxico, y concentraciones relativamente altas de estos toxicos han
sido encontradas en algunas gramineas, leguminosas, raices feculentas y almendra de
frutas (Tabla 2). 3%

Tabla 2.
Alimentos con glucdsidos cianogénicos y cantidad de HCN producido.
Planta Cantidad de HCN Glucdsido
(mg/ 100g de muestra.)
Almendras amargas 250 Amigdalina
Raiz de mandioca 53 Linamarina
Sorgo (planta completa) |250 Durrina
Frijol de Lima 10—-312 Linamarina
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La liberacion del HCN, a partir de los glucdsidos ciandgenicos, al masticar o triturar
plantas que los contienen, se deben a un proceso enzimatico en el cual intervienen dos
enzimas, (Figura 2):

El primer paso consiste en la hidrdlisis del azicar catalizado por una B- glucosidasa,
que rinde una cianhidrina (aglucon), y un azdcar;, la mayoria de las cianhidrinas son
inestables y se descomponen espontaneamente en los correspondientes cetona o
aldehido y HCN; tal descomposicién se acelera por el efecto de la enzima hidroxinitril-
liasa. ©® Esta enzima se encuentra en la misma planta y actdan sobre los t);lucésidos
cianogénicos cuando ésta sufre ruptura del tejido debido a dafios mecanicos. @'

R, CN Ry CN
\ / B-glucosidasa \ /

—_—

C C
/ \ +H.0 / \
R2 R2 OH

O-Glu

+ D-Glucosa

Glucdsido alfa-hidroxinitrilo

cianegénico

H* hidroxinitril-liasa

R1\

HCN + cC=0

R2 /Aldehl'do o Cetona

Figura 2.
Liberacién de &cido cianhidrico a partir de los glucdsidos .cianogénicos.
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En vista de que la liberacion del HCN ocurre solamente cuando se daia el tejido
celular, se ha sugerido que la funcion de estos compuestos, es la de proteger a las plantas
del ataque de sus depredadores y de acuerdo a estudios mas recientes, parece que
tienen una funcidn muy importante en la biosintesis de ciertos aminoacidos.

Las caracteristicas clinicas por envenenamiento agudo con cianuro son: confusion
mental, paralisis muscular generalizada, y dolor a la respiracion. El cianuro ingerido es
rapidamente absorbido por la parte superior del tracto gastrointestinal, pasa rapidamente a
través de la piel, y el gas es rapidamente absorbido por los pulmones. E! cianuro ejerce su
accidén toxica al unirse al ion férrico del citccromo oxidasa de las mitocondrias, impidiendo
con ello la respiracion celular.

Los glucésidos cianogénicos son amargos y son termoestables, se pueden eliminar

por remojo. @2

3.3.4 ESTUDIOS TOXICOLOGICOS.

De modo genérico se puede definir la toxicidad de una sustancia como su
capacidad de producir efectos nocivos a un organismo vivo. De este modo habra
sustancias con alto grado de toxicidad que produciran efectos nocivos a bajas dosis y
sustancias débilmente tdxicas que produciran efectos nocivos sdélo si se utilizan o
administran en dosis elevadas. Para determinar el nivel de toxicidad de una sustancia es
indispensable elegir:

Dosis (cantidad de sustancia absorbida),

Via de administracién (oral, intramuscular, subcutanea, etc.),

Frecuencia de administracion (administracién Gnica o repetida),

Grado de toxicidad

Tiempo (el necesario para que aparezcan los efectos).

Ttempo de exposicion.

Los efectos de las sustancias toxicas estan relacionadas con la duracidn o tiem
de exposicién, los estudios toxicoldgicos se dividen por lo general en tres categorias:

- Estudio de toxicidad aguda o a corto plazo (24-48 hrs).
- Estudios de toxicidad a mediano plazo (subcronicos).

~ Estudios de toxicidad a largo plazo (créonicos).

3.3.4.1 TOXICIDAD AGUDA

Los estudios de toxicidad aguda se definen como “los efectos toxicos adversos que
aparecen en un corto periodo después de la administracion de una dosis unica o de
multiples dosis en un intervaio de 24 horas “*3 También nos ayuda a establecer, la
dosis que provoca la muerte del 50% de los animales de experimentacién, conocida
también como dosis letal media (DL so).
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Esto permite descartar sustancias muy téxicas, asi como en un futuro servir de
guia para estudios posteriores dando indicaciones sobre los principales signos de
intoxicacion.

Por lo general los téxicos deben de administrarse por la misma via por la cual los
seres humanos quedarian expuestos. Ademas de seleccionar la via de administracion, se
requiere un medio portador para disolver o suspender el téoxico a fin de facilitar su
administracion. El medio per se no debe de tener algun efecto de toxicidad, y no debe de
relacionarse con el téxico. Usualmente se usa agua, solucion salina, gomas vegetales y/o
derivados de la celulosa.

Los factores ambientales como la temperatura del medio ambiente y la humedad
relativa, pueden afectar la toxicidad de una sustancia quimica, por lo cual se estudia un
lote control colateralmente.

También es muy importante elegir a la especie apropiada para llevar a cabo el
estudio ya que después de administrarse la sustancia toxica a los animales, éstos deben
de ser examinados, para conocer efectos autdonomos, centrales y de conducta (Tabla 3)
incluyendo su comienzo, intensidad y duracién antes de conocer el niumero y tiempo de
muertes. También debe de observarse la frecuencia de estos efectos no mortales en

relacion con cada dosificacion. ¢
Tabla 3.
Relacidén entre signos de toxicidad y érganos o sistemas del cuerpo.
SISTEMAS SIGNOS TOXICOS
A. CONDUCTUAL: Sedacion, inquietud, posicién de sentado con la cabeza hacia armba,

fijacién de la vista hacia el frente., dejar caer la cabeza, jadeo,
depresion severa, mordisqueo de las manos, irritabilidad, hostilidad
agresiva y defensiva, temor, confusion.

B. SENSORIAL: Sensibilidad al dolor, rectificaciéon, corneo, laberinto, sensibilidad al
sonido y al tacto; nistagmo, fonacion.

C. NEUROMUSCULAR: Aumento y disminucion de la actividad, temblores, convulsiones,
ataxia, postracion, cola straub, debilidad de extremidad trasera, dolory
reflejos de extremidad (ausentes o disminuidos), tono muscular,
muerte.

D. OCULAR Reflejo pupilar a la luz, lagrimacion. midriasis

E. GASTROINTESTINAL Diarrea, orina con sangre, nausea, diarrea, defecacién y orina con
Sangre, miccién y defecacién involuntarias.

F. CUTANEO: Piloereccién, estremecimientos, eritema, edema, necrosis, alopecia.

G. RESPIRATORIO: Disnea, jadea, apnea.

H. CARDIOVASCULAR Aumento o disminucidon del ritmo cardiaco, cianosis, vasoconstriccion,
Vasodilatacion, hemorragia.

Los valores obtenidos de DLsg son Utiles en varias formas como lo son:

1. Calificacién de productos quimicos segin su toxicidad relativa (Tabia 4).
2. Evaluacion del peligro por dosis excesiva accidental.
3. Planeacion de estudios de toxicidad subcrénica y cronica en los animales.
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TABLA 4.

Rangos de toxicidad en rata*
Categoria DLso (mg/Kg p.c.)
Extremadamente toxico < 1
Altamente toxico 1-50
Moderadamente téxico 50-500
Ligeramente téxico 500 —5000
Practicamente téxico 5000 —15,000
Relativamente inocuo > 15,000

*dosis oral Unica.
Repetto 1991.

3.3.4.2 TOXICIDAD SUBCRONICA.

La toxicidad subcrdnica es el conjunto de los efectos observados después de una
administracion cotidiana repetida o frecuente de una o varias dosis de la sustancia
estudiada. La duracidn de esta prueba dura generalmente en un periodo de
aproximadamente 10% de la vida del animal o tratamientos mas cortos de 14 a 28 dias
para roedores pequerios como el raton. Su objetivo es determinar los posibles efectos
acumulativos en los tejidos y sistemas metabdlicos.

Entre las observaciones a realizar se incluyen la inspeccidn diaria del aspecto fisico
de los animales del ensayo y su comportamiento. Se registran semanalmente el peso
corporal, el consumo de alimento y las caracteristicas de las heces. Periddicamente se
hacen estudios hematoldgicos y oculares, ademas de analisis bioquimicos de sangre y
orina. En circunstancias especiales se hacen pruebas de funcionamiento hepatico, renal y
gastrointestinal asi como mediciones de la presidn sanguinea y de la temperatura
corporal. Al terminar el experimento en todos los animales se les practica la autopsia,
prestandoc atencion a los cambios patoldgicos macroscopicos, incluyendo los cambios de
peso de los principales 6érganos y glandulas.

3.3.4.3 TOXICIDAD CRONICA.

El objetivo general de los ensayos de toxicidad cronica es el evaluar los resultados
de la toxicidad resultante de la exposicion, durante mucho tiempo, a dosis relativamente
bajas, datos que no pudieron observarse en las pruebas subcréonicas. Estos ensayos
requieren la administracion del producto problema por una ruta apropiada y durante la
mayor parte de la vida animal experimental.

Las pruebas de toxicidad cronica disefian de manera que tanto el grupo tratado
como el control estén constituidos por un numero suficiente de animales de ambos sexos,
de la especie y raza elegidas, para que al terminar el experimento haya un numero
suficiente de animales de ambos sexos, de la raza y la especie elegidas, para que al
terminar el experimento para que haya un nimero suficiente de supervivientes para la
evaluacion de los estudios histopatolégicos y para el tratamiento estadistico de los
resultados. ©@
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3.4 PROTEINAS

3.4.1 IMPORTANCIA Y CALIDAD.

El vocablo proteina, se deriva de la raiz griega “protos”, que significa “de
importancia primordial”. Las proteinas son los constituyentes principales de los tejidos
activos del organismo y su principal funcion es la de aportar el nitrégeno vy los
aminoacidos necesarios para la sintesis de las proteinas corporales y sustancias
nitrogenadas; por lo que la calidad y cantidad de estos compuestos en la dieta diaria, son
parametros fundamentales a ser considerados. ©%

Las proteinas son macromoléculas compuestas por carbono, hidrégeno, oxigeno y
nitrégeno, formado por unidades llamadas aminoacidos. L.as proteinas se pueden clasificar
segun su estructura quimica y por la gran variedad que existen, estas intervienen en
numerosos procesos desempenando diversas funciones tales como: bioldgicas en el
organismo humano; energéticas, ya que una pequefia cantidad de energia que necesitan
las células es suministrada por las proteinas; plastica, ya que forman parte del esqueleto
celular y participando en la construccién de drganos y tejidos; catalizadora, interviniendo
en diferentes reacciones metabdlicas; mediadora, como el caso de las hormonas,
trasmitiendo informacién en el organismo, no es por demas mencicnar otra funcién muy
importante que es la de fransportacién ya que las proteinas se encargan de transportar
sustancias a través de la sangre y otros liquidos corporales asi como la funcién contractil
ya que intervienen en la contraccion de los musculos.

La determinacion del contenido de proteina de un alimento no es suficiente para
evaluar su calidad nutrimental, ya que existen diversos factores que influyen en su
aprovechamiento por el organismo. Estos factores principalmente se refieren a la
naturaleza, balance y biodisponibilidad de_aminoacidos en cantidades adecuadas para
cubrir los requerimientos de un organismo. ©®

En muchas partes del mundo, principalmente en los paises en desarrollo, son muy
escasas las fuentes de proteina de buena calidad. Aan cuando dos alimentos contengan la
misma cantidad de proteina, es posible que uno tenga mayor aporte nutrimental. " En
general, las proteinas de buena calidad son aquellas que se digieren faciimente y
contienen aminoacidos indispensables en cantidades que correspondan a los
requerimientos de los individuos. ©®

3.4.2 AMINOACIDOS

Los aminoacidos son las unidades fundamentales de los polimeros proteinicos,
estos compuestos se caracterizan por tener en su molécula un grupo amino y un grupo
carboxilico ademas de contar con un grupo funcional el cual es el que le da la
caracteristica particular.

Existen algunos aminoacidos que no pueden ser sintetizados por el organismo, y
por lo que deben de ser suministrados mediante la alimentacién en proporciones y
cantidades adecuadas, estos son los aminoacidos llamados indispensables como son:
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- Fenilalanina - Treonina
- Isoleucina - Triptofano
- Leucina - Valina

- Lisina - Metionina

Sin embargo, de entre los ocho aminoacidos indispensables solo cinco limitan la
calidad de las proteinas en la dieta del hombre: la lisina, los aminoacidos azufrados
(metionina y cistina), treonina y el triptofano. ¢

Las necesidades de triptofano, fenilalanina y en consecuencia la tirosina se debe a
la incapacidad de ios animales para sintetizar anillos aromaticos. El triptofano es necesario
en la biosintesis de hormonas y otros compuestos metabadlicos.

Cuando la dieta es deficiente en fenilalanina o metionina, hay una deficiencia del
mismo modo de tirosina y de cistina, por lo cual estos aminoacidos también deben de ser
considerados como indispensables.

Los aminoacidos considerados dispensables, son aquellos que el organismo puede
sintetizar en concentraciones suficientes para cubrir sus necesidades si la cantidad de
nitrégeno aportado por las proteinas es satisfactoria. @2

3.4.3 NECESIDADES PROTEINICAS.

Se puede establecer una puntuacion de la calidad bioldgica de las proteinas en la
dieta a partir de su composicion de aminoacidos. Una proteina con contenido deficiente de
aminoacidos indispensables tendra wun valor menor que una que los contiene en
abundante proporcion. Las proteinas de la carne, huevo y la leche tienen la composicion
de aminoacidos optima para la alimentacion humana, pueden utilizarse como proteina de
referencia. Las proteinas contenidas en otros tipos de alimentos pueden sustituir a las
proteinas de origen animal a condicidon de que satisfagan el requerimiento especifico de
aminoacidos indispensables.

LLas necesidades de proteinas de un individuo dependen del origen del aporte
caldrico debido a que si este udltimo es insuficiente, una parte de las proteinas del régimen
alimenticio se emplea para la produccién de energia. Las necesidades energéticas se
incrementan durante el crecimiento, embarazo y crianza asi como durante la produccién
de secreciones (mujer lactante). ©® Las cantidades indispensables de proteinas que el
organismo requiere, se clasifican en dos categorias:

a) La racion necesaria de aminoacidos indispensables y

b) La racién necesaria de proteinas totales o nitrdgeno total, que el cuerpo debe de
obtener para la sintesis de aminoacidos dispensables y de otros elementos
nitrogenados de los tejidos.

£l comité de expertos de la FAO/ OMS ha valorado los requerimientos proteinicos
diarios (Tabla 52 Y las necesidades de aminodacidos (Tabla 6) desde la etapa de la nifez a
la de adultos. 9
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Tabla &
Requerimientos Protelnicos diarios *

EDAD (afios) g de proteina/ Kq por dia
Lactantes y nifios

0.25-0.5 1.86

0.75-1.0 1.48

2-3 1.13

g9-10 0.99
Adolescentes

10— 11 0.99

14— 15 0.96

17 — 18 0.86 *
Adultos ® 0.75

* Fuente: FAO/OMS/ONU, 19854

®, Durante la gestacitn se recomienda que la ingesta proteinica sé
eleve a 6 g/dla y en la lactancia una ingesta proteinica diaria
adicional de 16 g.

Tabla 6

Requerimientos de aminoacidos sugeridas por la FAO/OMS/ONU.~

Aminoacidos
mg/g de proteina Necesidades requeridas

Lactante Preescolares Edad escolar Adultos

media (2-5 afios) (10-12 afos)

(rango)™™
Histidina 26 (18-36) 19 19 16
Isoleucina 46 (41-53) 28 28 13
Leucina 93 (83-107) 66 44 19
Lisina 66 (53-76) 58 44 16
Metionina+Cistina{42 (29-60) 25 22 17
Fenilalanina + 72 (68-118) 63 22 19
Tirosina
Treonina 43 (40-50) 34 28 9
Triptéfano 17 (16-17) 11 =] 5
Valina 55 (44-77) 35 25 13
Total :
Incluyendo 460 339 241 127
Histidina (408-588) i L
Sin incluir 434 320 222 .. RN K e
Histidina (390-552) . R

* FAO/WHO/ONU, 1985 77

** Composicién de aminoacidos de 1a leche de la mujer

Para los adultos, los niveles segutos van de 0.75g/Kg. escolares (10-12 afos) 0.99g/Kg; nifios (2-5). 1 wglKgL.xs ncc«.snd.ndcs de
aminoacidos de 10s hiflos entre 1 y 2 afos pueden ser entre Yy P
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3.4.4 EVALUACION DE LA CALIDAD DE LAS PROTEINAS.

La evaluacién de la proteina de un alimento, normalmente se lleva a cabo partiendo
de lo mas complejo, comienza con el analisis de nitrégeno y aminoacidos, seguido de una
serie de determinaciones quimicas especificas, y termina con pruebas bioldgicas. Debido
a que los ensayos con animales han sido ampliamente usados para evaluar la calidad
proteinica, han logrado tal reconocimiento, que frecuentemente se considera que los
resultados obtenidos suministran toda la informacion requerida. ¢

Para determinar el valor nutritivo de las proteinas se pueden utilizar métodos

quimicos o bioldgicos:
-  Métodos quimicos

Utilizando los patrones de la FAO/OMS/ONU de 1885 la cantidad adecuada de
proteinas que se debe de consumir en cada etapa de la vida puede estimarse a partir de
su composicion en aminoacidos, para lo cual se determinan calificaciones quimicas (C.Q.)
relacionadas con el patrén FAO/OMS para los aminoacidos individuales. siendo esta forma
de evaluar la calidad de las proteinas por métodos quimicos.

CQ = mg de aminoacidos por g de proteina a evaluar _ x 100

mg de aminoacidos en la proteina de referencia

La calificacidn quimica expresa la relacion entre el por ciento de cada aminoacido
en la muestra y el por ciento del mismo aminoacido en la proteina de referencia. Para la
proteina a analizar, el aminoacido limitante es el componente que determina el valor globai
de la proteina.

La calidad de la proteina de un alimento es un parametro que incide en su valor
comercial. Ademas, existen varias razones que obligan a la industria alimentaria a medir
el valor bioldgico de la proteina de sus productos, entre éstas destacan las regulaciones
de la FDA (Food and Drug Administration), sobre todo en casos de exportacion, en los que
este organismo establece valores minimos de calidad biolégica de la proteina de ciertos
alimentos. También es util la prediccion del valor bioldgico de una proteina o mezclas de
éstas, con el Propc’:sito de desarrollar nuevos productos o realizar cambios en los
ingredientes, 412

- Métodos biologicos

Una forma de expresar la calidad de una proteina, es por medio de los ensayos
bioldgicos que se basan en medir el crecimiento o |la retencion de nitrogeno en animales
experimentales y la constituye el parametro relacion de eficiencia proteinica (REP), el cual
es ampliamente utilizado.

En 1919, Osborne, Mendel y Ferri introdujeron en el concepto de la REP, que
después de ser modificado en varias formas, se convirtié en el procedimiento de mayor
aplicacion en la evaluacién de una fuente de proteina, mediante pruebas bioldgicas. %

La relacion de eficiencia proteinica (REP) es la ganancia en peso obtenida por
gramo de proteina consumida.

1o
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REP = Ganancia en_peso (d)

Proteina consumida (g)

Los valores son medidos, generalmente, usando un grupo de ratas machos
destetadas, cuyo peso oscila entre 40-60 g antes del periodo de aclimatacion, que dura de
2 a 4 dias. A estos animales se les suministra una dieta que incluye el 10% en peso de la
proteina a estudiar, de forma que el aporte proteinico resulte inferior a las necesidades,
por un lapso de 28 dias.

Con frecuencia los valores del REP experimental se relacionan con los valores de la
caseina experimental y los obtenidos de la evaluacidn estandar, cuyo valor es de 2.5.

3.4.5 DIGESTIBILIDAD PROTEINICA

La digestibilidad de la proteinas se considera como un indicador de su calidad, y es
una de las primeras determinaciones para saber la disponibilidad de los aminoacidos que
la componen. ¢

E! aparato digestivo es la cuesta por la cual entran al organismo las sustancias
nutritivas. Las proteinas y grasas son demolidas hasta unidades absorbibles
principalmente en el intestino delgado: la digestion de los alimentos es un proceso
ordenado donde intervienen la accion de un gran numero de enzimas digestivas
presentes en las glandulas salivales, estdmago, pancreas y en la mucosa intestinal. ©%

Los aminoacidos de las proteinas presentes en los alimentos, no siempre se
encuentran enteramente disponibles dado que la digestién de la proteina a la absorcion de
los aminoacidos, pueden resultar incompletas. Los aminoacidos de las proteinas animales
suelen ser digeridos y absorbidos en un 90%, en tanto que las de ciertas proteinas
vegetales en un 60-70%.

La baja utilizacién de ciertas proteinas puede ser debida a varios factores; entre
ellos tenemos:

- Conformacion de la proteina, las proteinas fibrosas e insolubles son atacadas
con menor facilidad por las proteasas que las globulinas solubles.

- Fijacion de metales, de lipidos, acidos nucleicos, celulosa u otros polisacaridos
pueden dificultar o disminuir la absorciéon de aminoacidos.

- Presencia de factores antinutricionales, tales como inhibidores de tripsina, o
algunos otros, pueden dificultar o disminuir la absorcion de aminoacidos.

- El tamarfo y area superficial de las particulas proteinicas ingeridas; asi, por
ejemplo, la molienda fina de la harina, tiende a mejorar la digestibilidad de las
proteinas de los cereales.

- El procesado a elevadas temperaturas, a pH alcalino, o en presencia de
carbohidratos reductores, suele disminuir la digestibilidad proteinica y la
disponibilidad bioldgica de varios aminoacidos, especificamente lisina. 249
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Por lo cual, el valor potencial de una proteina puede ser determinado por métodos
quimicos, pero el valor real s6lo puede ser determinado teniendo en cuenta las pérdidas
inevitables que tienen lugar durante la digestion, la absorcién y el metabolismo; ya que las
primeras pérdidas de una proteina estan representadas por la fraccién de nitrégeno que
no es absorbida y posteriormente se excreta por las heces,

La digestibilidad de una proteina se define como la proporcion de nitrégeno que no
es excretado en las heces, y que se supone, por tanto, que ha sido absorbido. Se expresa
generalmente con relacion a la materia seca como un coeficiente en forma porcentual.

Otros meétodos, ademas del método de digestibilidad “in vivo”. se han tratado de
reproducir en el laboratorio. reproduciendo las reacciones que tienen lugar en el tracto
digestivo, de esta manera se han disefiado varias técnicas de digestibilidad *“in vitro”, las
cuales tratan de simular la condiciones de temperatura pH, tiempo, etc. del organismo. El
meétodo de la AOAC, el fundamento, se basa en la medicion de los protones liberados del
enlace peptidico durante la protedlisis; lo cual se determina directamente con el pH. Esta
técnica no proporciona un valor real en la mayoria de las veces, sin embargo; representa
una primera evaluacion predictiva de la digestibilidad de una proteina.

3.5 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

La sangre es el liguido organico que bajo el impulso de |a actividad cardiaca circula
en un sistema cerrado de vasos, con objeto de mantener las funciones vitales en los
diferentes tejidos y 6rganos. Desempena funciones respiratorias, nutritivas, depurativas y
de defensa. .

La sangre es conocida a través de una densa red de arterias y venas a todas las
partes del cuerpo, con excepcion de los cabellos, ufas, cartilagos y cérneas. Por medio de
las arterias lleva el oxigeno de los pulmones a los tejidos (sangre arterial) y mediante las
venas transporta el anhidrido carbdnico de los tejidos a los pulmones, donde es expulsado
{sangre venosa). La sangre transporta también sustancias nutritivas del intestino al higado
y a los tejidos, conduce la urea, sustancia quimica que procede del metabolismo de las
proteinas y otros productos de desecho de! higado z los rificnes, en donde son filtrados y
eliminados por la orina a través de los glomerulos renales.

La sangre cumple, ademas, otras muchas funciones:

a Transporta las hormonas desde las glandulas que las segregan a los drganos que las
utilizan.

a Distribuye el calor de manera uniforme.

o Posee, ademas, la capacidad de coagularse espontaneamente fuera de los vasos, en
caso de herida, limita |la hemorragia e inicia el proceso de cicatrizacion.

a Desempefa una importante funcidn protectora contra las bacterias o cualquier otro
agente que pueda ser causa de enfermedades.

La sangre posee 5 componentes: agua, gldbulos rojos, globulos blancos, plaquetas
y proteinas plasmaticas.

La parte liquida o plasma representa alrededor del 55% de la sangre y los glébulos,
plaquetas y proteinas plasmaticas, el resto. El volumen de la sangre que posee cada
individuo depende de factores tales como: especie, edad, sexo, raza, dieta alimenticia,
estatura, peso, etc. 7
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3.5.1 BIOMETRIA HEMATICA

La biometria hematica permite establecer sospechas diagnosticas definidas sobre

la enfermedad que causa las alteraciones de la misma. Supone el analisis detallado de
cada uno de los datos que informa, los cuales se dividen en tres grupos; serie roja, serie
blanca y serie trombocitica.

Serie Roja.

o

En ella se ven involucrados los siguientes parametros:
Eritrocitos (RBC): se mide en millones por microlitro de sangre (x10%/uL) su funcién es
principalmente el transporte de oxigeno. Su valor normal depende de los factores ya
mencionados. E! actual empleo de contadores de particulas por citometria de flujo
permite calcularios con gran exactitud.
Hemoglobina (Hb): Se mide en gramos por decilitros (g/dl) y representa la cantidad de
esta proteina por unidad de volumen. Este parametro define si hay © no anemia, si los
valores normales son inferiores a los valores normales puede asegurarse que hay
anemia. Los valores normales van a depender de la edad, sexo, altura etc.
Hematocrito (Hto.): Se mide en porcentaje por unidad de volumen de sangre(%), y
representa la proporcion de eritrocitos en el total de la sangre. Este parametro no se
mide directamente, sino que se calcula a partir de la medicion de eritrocitos y del
volumen corpuscular medio; por lo cual es un parametro con menor exactitud que el de
la hemoglobina y eritrocitos.
Volumen corpuscular medio (VCM): Se mide en femtolitros (fL) es el parametro mas
importante de los indices eritrocitario; ya que permite saber si la anemia es macrolitica
(MCV mayor a valores normales) o microcitica (MCV menor a los valores normales).
Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM). Este indice eritrocitico
es medido como (g/dl).Puede determinarse dividiendo la Hemoglobina multiplicada por
100 entre Hematocrito.

Serie Blanca

o

Numero de Glébulos Blancos (WBC): Se mide en miles por microlitro de sangre
(x10%/u1). Su valor expresa posibles infecciones, por arriba del rango normal de
referencia se habla de leucocitosis (infecciones agudas, intoxicaciones metabdlicas
hemorragia aguda entre otras) y cuando se encuentra por debajo se habla de
leucopenia (infecciones bacterianas, infecciones virales, etc.). El nimero de leucocitos
depende de diferentes factores, tales como edad, sexo, peso etc.,

Cuenta diferencial de Glébulos Blancos: En la citometria hematica es de gran
importancia ya que en la sangre periférica pueden encontrarse cinco tipos diferentes
de leucocitos: neutrofilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos y monocitos. Todo este
sistema esta disefiado para defender contra cuerpos extrafios y, sin embargo, cada
uno de estos sistemas tiene funciones diferentes y en pruebas actuales se sugiere que
cada una se comporta como un sistema relacionado pero separado.
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Serie Trombocitica

a Namero de Plaquetas: se mide en nimero de plaquetas por microlitro de sangre, su
principal funcidén es intervenir en la coagulacidn sanguinea. Cuando el nimero de
plaquetas, se encuentra por arriba del normal, se habla de trombocitosis, cuyas causas
son multiples, padecimientos malignos, anemia por deficiencia de hierro, infecciones
agudas, etc., y cuando el valor se encuentra por debajo del rango normal se habla de
trombocitopenia y sus causas pueden ser debido a anemias, leucemia aguda,
transfusiones sanguineas, medicamentos citotdxicos, etc. 47

En la Tabla 7 se muestran los valores normales de los anteriores parametros en ratas
Wistar.

Tabla 7

Valores normales de parametros sanguineos en ratas Wistar.®
Parametro Unidades Promedio S.D. ~ Rango
Leucocitos (WBC) (x 10%uL) 9.92 0.96 8.00 - 11.00
Eritrocitos (RBC) (x 106/uL) 8.95 0.40 8.16 - 9.75
Hemoglobina (Hb) (g/dL) 14.6 0.58 13.40 - 15.80
Volumen corpuscular medio - (fL) 53.8 2.00 21 49.8 - 57.8
(MCV) S : B
Hematocrito (PCV) (%) 47.4 1.50 - .44.4 -50.4
Plaquetas (x 10%uL) 340 70.0 150 - 450

“Peso de entre 180-250g
* Desviacion estandart.
Derelanks,1995. %2
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En el diagrama de trabajo (Figura 3) se muestra un panorama general de trabajo; a
continuacion se describen los puntos mas relevantes, de cada uno de los procesos que se
llevaron a cabo.

4.1 SELECCION Y OBTENCION DE LA SEMILLA.

Se utilizd aproximadamente 7 Kg de semilla de capulin, la cual se adquirid en la
localidad de Huamantla, Tlaxcala y fue clasificada en el herbario del IMSS como Prunus
serotina. A las semillas se les quito la cascara con ayuda del pistilo de un mortero y se
obtuvo la almendra integra, de este modo se evnta la posible hidrolisis de la amigdalina y la
oxidacién debido a su alto contenido de grasa. (/749

4.2 MOLIENDA.

Las almendras integras se fraccionaron en un molino con malla de 2 mm de
diametro y una fraccion representativa del lote se molid utilizando una malla de 1 mm de
diametro, para realizar el analisis proximal.

4.3 DESENGRASADO.

La bharina obtenida se colocd en un cartucho de papel filtro y se procedié a
desengrasar en un dispositivo tipo Soxhlet (apéndice 7), el cual permitié desengrasar de
uno a dos Kg. de material, usando hexano como disolvente de extraccion.'®“% A |a torta
residual de la extraccion, se le elimind el exceso de disolvente posteriormente se moliod
finamente (tamario de particula < 1 mm) para obtener la harina desengrasada de almendra
capulin, por otro lado se obtuvo la grasa, a la cual se le separ6 el disolvente de esta forma
se obtuvo la grasa cruda, la cual sirvid para otro estudio colateral.

4.4 CARACTERIZACION BROMATOLOGICA

A las muestras obtenidas de harina integral, harina desengrasada y aislado
proteinico de la almendra de capulin se les realizd el analisis proximal de acuerdo a los
métodos establecidos por la AOAC con ligeras modificaciones.

El esquema de Weende (Figura 4), muestra de manera general la realizacion del
analisis proximal, determinandose en las muestras; humedad, proteina, grasa, fibra,
cenizas e hidratos de carbono. Las determinaciones se realizaron por duplicado

9
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Figura 4. Esquema de Weende.
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DETERMINACION DE TOXICOS

4.5.1 DETERMINACION DE INHIBIDORES DE TRIPSINA

La determinacion de los inhibidores de tripsina se basa en poner en contacto e

extracto acuoso directo o diluido de una muestra con una solucion estandar de Tripsina
posteriormente se determina la actividad proteoclitica remanente usando un sustrato
sintético en este caso se utilizé el Benzoil—arginina-p-nitroanilida [BAPNA), el cual produce
una coloracidén que es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de Tripsina y
que se lee en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm.

La reaccion que se lieva a cabo es la siguiente:

TRIPSINA
Benzoil-arginina-p-nitroanilida — 5 Benzoil-arginina + p-nitroanilida
(BAPNA) pH 8.2/37°C (pigmento

amarillo)

Material v reactivos

coocoooogooo

)
~

g

c)

Potenciometro (CORNING mod.10)

Parrilla con agitacion magnética (THERMOLYNE mod. sp-13025)
Barfio maria (GRANT mod. SE10)

Espectrofotémetro (SEQUOIA TURNER mod. 340)

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

Solucidn amortiguadora de TRIS pH 8.2 y 0.05M (a)

Solucion BAPNA (b)

Acido acético al 30%

Solucion estandar de tripsina (c)

HCI 0.001N

Solucion amortiguadora TRIS (hidroximetil- amino-metano): se pesan 3.03 g de tris
y 0.55 g de CaCl.. H20, disolver en 400 ml de agua destilada, ajustar elpH a 8.2y
aforar a 500 ml

Soluciéon de benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA): se disuelven 100 mg de
BAPNA en 2.5 m! de dimetil- sulféxido, la disolucion se realiza se calienta en barfio
de agua a 37 ° C, y sé afora a 250 ml con amortiguador Tris previamente calentado
37 ° 9 Esta solucidon debe de ser preparada el mismo dia de su uso y se mantiene
a37°cC.

Solucidon estandar de Tripsina: se pesa con mucha exactitud 1 mg de tripsina bovina
(SIGMA T-8253) y se disuelven en 50 ml de HCI 0.001N. Esta solucidén contiene 20
ug de tripsina/ ml y esta debe de ser almacenada en refrigeracién donde puede
durar de 2 a 3 semanas sin pérdida de actividad.
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Procedimiento:

Preparacion del extracto: Se peso aproximadamente 0.5 g de las muestras
respectivas (finamente molidas y desengrasada) de harina desengrasada y aislado
proteinico se transfiere a un vaso de precipitados anadir 50 m! de agua destilada y agitar
mecanicamente en la parrilla de agitacion por espacic de 30 minutos a 200 r.p.m.
Posteriormente dejar reposar el extracto por media hora.

10 ml de la suspensidn se desestabilizan agregando un volumen de buffer
necesario, esta debe de ser diluida de tal manera que 1 ml del extracto produzca una
inhibicién entre 40 y 60 % esto ayuda a regucir la desviacion estandar del método.

Determinacién de la actividad: En un tubo de ensaye se adicionan 2 ml de solucién
BAPNA, recién preparada, luego se agrega 1 ml de muestra y 0.5 mi enzima se meten en
bafio maria a 37 © C por 10 minutos y se detiene la reaccién con 0.5 ml de acido acético
30%. Se transfiere a una fotocelda para su lectura en el espectrofétometro a una longitud
de onda de 410 nm, previamente ajustado a 100 % T con agua, es necesario correr un
blanco cual tubo el mismo tratamiento y contiene todos los reactivos excepto la muestra
en este caso se adiciona 1 ml de agua.

Calculos:

Definiendo una Unidad de Tripsina como el incremento de 0.01 unidades de
Absorbancia (410 nm), bajo las condiciones de prueba, la actividad de los inhibidores de
tripsina es expresada en unidades de tripsina inhibida (UTI1) por miligramo de muestra:

UTI/mg muestra = ((APs10- AT410) ~100) F

mgmtra/B
Donde :

AP410= Absorbancia del blanco
AM410= Absorbancia de la muestra.
F= factor de dilucién

B= aforo al que se llevo la muestra

4.5.2 DETERMINACION DE FITATOS (Método de Haug & Lanztsch 1983)

Esté método se basa en la determinacion colorimétrica indirecta del fosforo de fitato
en la muestra. El extracto de la muestra es calentado con una solucion acidificada de
hierro 11l de concentracion conocida de hierro el cual forma un complejo con el fitato.

Se cuantifica el fierro residual que el acido fitico no alcanza a acomplejar mediante
la reaccion colorida que se produce con la 2,2 bipiridina y que es facilmente mensurable
espectrofotometricamente.

5]
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Material v reactivos

gooppopooooODOO

o
~

o
-~

c)

Parrilla de calentamiento

Balanza de dos platos (Fisher Scientific, mod 821)
Centrifuga (Du Pont Instruments- Sorvall RC 5B)
Espectofotometro (SEQUOIA-TUNER, mod 340).
Mezclador de tubos (LAB-LINE, mod Super-mixer)
HC! 0.2N

HCI2 N

Acido tioglicdlico

Solucion de referencia de fitato (a)

Solucion férrica (b)

Solucion de 2,2'-Bipiridina(c)

Agua desionizada

Se prepara una solucién stock que contenga 150 mg de sal sddica de acido fitico,
(Type V, 97%,. SIGMA No. P-5756), sé afora a 100 ml con agua destilada.

Se disuelven 0.2 g de sulfato férrico de amonio. 12 H20 (Merck Art. 3776) en 100 m!
de HCIi 2N y sé afora con agua destilada a 1000 mi.

Sé disuelven 10 g de 2,2'- bipiridina (Merck Art. 3098) y 10 ml de 4&cido tioglicdlico
(Merck Art. 700) en agua destilada y aforar a 1000 mi. Esta solucién es estable por
varios meses a temperatura ambiente.

Procedimiento

Curva Patrén, La solucién de referencia se prepara diluyendo la solucidén stock con

HCI en un rango de 3 a 30 ung/ml de fitato de fésforo.(Tabla 8)
Tabla 8
Preparacién de estdndares (Haug & Lanztsch)
Tubo ml de solucién Aforo a (ml) Concentracioén final
standard (1.5 mg/m!) ( HC!1 0.2 N) ng P/ ml
1 1 100 3.01
2 2 100 . 6.03
3 4 100 12.0
4 [ 100 18.1
5 8 100 24.1
6 10 100 30.1

206
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Muestras. Se pesan de 0.040 - 0.120 g de muestra (dependiendo del contenido
esperado de acido fitico presente en la muestra) y se colocan en vaso de precipitado de
50 ml, se adicionan 20 m!l de HCI| 0.2 N y se somete a agitacidn mecanica a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se centrifuga el extracto a
1200 r.p.m. durante 15 minutos a temperatura ambiente, se colecta el sobrenadante y se
toma una alicuota de 0.5 m! (A) y esta se coloca en un tubo de ensayo, se le adiciona 1
ml de la solucion férrica y se tapa con una canica, de manera que quede cubierto
completamente. Los tubos se colocan en una gradilla y se ponen en un bafio de agua a
ebullicidn por 30 minutos cuidando que el agua cubra el nivel del liquido dentro de ios
tubos. Transcurridos los 30 minutos esperar a que estos se enfrien. Una vez que los tubos
han alcanzado la temperatura ambiente se le agregan 2 ml de solucidén de 2,2-bipiridina y
se mezcla el contenido. Se mide la absorbancia a 519 nm a los 30 segundos exactos
después de haber agregado la 2,2’- bipiridina a cada tubo.

AA partir de este paso para la lectura del blanco y de los estandares, se toman 0.5
m! de agua (blanco), o de cada uno de los estandares (3 — 30 nug P/ml) y se sigue el
analisis. Se utiliza una celda con agua desionizada para calibrar el espectrofototmetro en
cero. Se lee la absorbancia del blanco, las muestras problema y los estandares, cada una
de estas se les resta por separado al blanco para asi obtener la absorbancia corregida
respectiva.

Calculos

Se realiza la curva patron absorbancia contra concentracion, se realiza la regresion
lineal, y se interpolan los datos, obteniéndose la concentracion del analito presente en las
muestras.

y=mx +b
x= (y+b)/m
Donde:
x = Fosforo del acido fitico (ng/m!).
y = Absorbancia de la muestra
b = ordenada al origen
m = pendiente de la recta

% acido fitico = ((P.M. ac. fitico * P del ac. fitico)/ 6P))/ (peso de muestra * 1000 ng)

Donde
% acido fitico =mg acido fitico en 100 g de muestra
P.M. ac. fitico = 660 g/ mol
P del ac. fitico = fasforo del acido fitico (ng/ml)
6P = 185.81g/ mol (equivalente a 6 veces el peso molecular del fosforo).
Peso de la muestra = g de muestra
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4.5.3 DETERMINACION DE GLUCOSIDOS CIANOGENICOS.

El método aprovecha la reaccién sensible y especifica de Guignard, la cual,
consiste en hacer reaccionar picrato de sodio con HCN para producir isopurpurina
(compuesto colorido). Para poder cuantificar el HCN total que se libera se hace uso de una
hidrélisis enzimatica con una B-glucosidasa del correspondiente glucdsido cianogénico
por el método de Lucas B., Sotelo A®® Este método puede detectar hasta 5.0 ug de HCN,
equivalente a 46.0 ng de glucdsidos cianogénico (referido con linamarina)

Material vy reactivos

Incubadora (BLUE-Congelador comercial)
Espectrofétometro (SEQUOIA-TURNER mod 340)

Bano de agua con agitacion (LAB-LINE INSTRUMENTS)
Tubos de cultivo con tapon de rosca (Pyrex # 9825 y 9826)
Micromolino (TECATOR mod CICLO-TEC)

Congelador comercial

Papel indicador de HCN (a)

Solucioén de $- glucosidasa con activador (b)

Solucion de KCN equivalente a 100 ng HCN/ml (24.1 mg/ 100 m!)
HCI 0.5 N

Buffer de fosfatos pH 0 7.0

Solucioén de picatro de sodio alcalinizada(c)

Fécula de maiz comercial.

gopoooDODOOOOOO

Papel indicador de HCN. Papel Whatman de # 2 es mojado en una solucidn de picrato
de sodio (c), se deja escurrir y se coloca en una estuta (55-60 ° C), por espacio de 30
minutos. Se cortan tiras de 2 x 10 cm.

2

b) Solucién de B-glucosidasa con activador: 0.25 g se disuelven en buffer de fosfatos a
pH =7, con la precaucion de agitarlo suavemente (se forma bastante espuma), una vez
disuelta la enzima se adiciona 1.7 g de NaNO; que actia como activador de dicha
enzima; todo lo anterior sé afora a un volumen de 250 ml con el mismo buffer y se
obtiene una concentracion de 1.0 mg de B-glucosidasa / ml y 0.08 M de NaNOas.

c) Solucidon de picrato de sodio alcalinizada. Se disuelven en agua destilada 2.5 g de
acido picrico y a continuacion 12.5 g de carbonato de sodio, sé afora a S00 ml con

agua destilada.
Procedimiento:

Curva Patrén. La curva patron se realizd con una solucion de cianuro de potasio
con una concentracion de 100 ng HCN / ml. A fin de simular Ia interaccién muestra — HCN
liberada, se introdujo en la curva estandar la llamada matriz alimenticia, en este caso fue
la fécula de maiz comercial
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Tabla 9
Preparacién de curva estandar para la determinacién
de Glucdsidos cianogénicos.

ml de KCN Matriz Buffer de fosfatos | HCI 0.5N** |Concentracién
(100 ug HCN/mI) |alimenticia* pH=7 (en frio) de HCN (ug)
(mg) (ml)
0.0 500 . 10 Blanco
0.05 * * B 5.0
0.10 - “ - 10.0
0.20 - * “ 20.0
0.30 “ B " 30.0
0.40 * v B 40.0
0.50 “ “ " 50.0
0.60 . " * 60.0

* Fécula de maiz.
**Se adiciona el HC! 0.5 N después llevarse a cabo ia reaccién a 40 °C / dhrs

La curva patrén va de 5 - 60 ng de HCN, ya que fue el rango 6ptimo encontrado en
donde se cumple la ley de Lambert-Beer. Dicha serie de tubos se trabajaron en la misma
forma que para la liberacion de HCN en la muestra. (Tabla 9).

Determinacion de &cido cianhidrico: en este caso se puede realizar tanto la
determinacidn cualitativa asi como la cuantitativa.

Se partié de material integro; para lo cual, el material es sometido a molienda fina
se coloca en un tubo de cultivo Pyrex # 9826 de 20 — 500 mg de muestra, dependiendo de
su contenido aproximado de glucosidos cianogénicos (cuando no se tiene informacion se
coloca la cantidad maxima de 500 mg); a continuacién se agregan 5.0 ml de f3-
glucosidasa (fria), se homogeneiza y se coloca la tira de papel indicador humedecida en la
boca del tubo y se cierra herméticamente con un tapdén rosca. Posteriormente se coloca en
el bafo Maria (40x 1 °C) y con velocidad de agitacion de 3.5 oscilaciones/minuto durante
4 horas. Pasado el tiempo, el tubo se coloca en el congelador por 30 minutos.

Se adiciona 1.0 mi de HCJ| 0.5 N (frio)y se cierra perfectamente el dispositivo, se
agita evitando que el liquido no toque el papel indicador Se coloca en la incubadora por
espacio de 15 minutos /60 °C.

Determinacion cualitativa: Transcurrido el tiempo se saca de la incubadora y en ese
momento se procede a realizar la deteccidn cualitativa, Se consideran positivos aquellos
que muestren una coloracién café - rojiza en el papel indicador, aun consideran negativos
aquellos que no muestren dicha coloracion.

Determinacion cuantitativa: Se recupera el papel indicador y se coloca en un tubo
Pyrex # 9895, se adicionan 20 ml de agua destilada, se tapa y se agita vigorosamente, con
el fin de extraer el pigmento de isopurpurina de! pape indicador en el agua. Al extraer el
pigmento (aproximadamente 2 -5 minutos) se recupera el solvente (agua) y se hace una
filtracion rapida para eliminar los residuos. El filtrado se coloca en una fotocelda para su
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lectura en el espectrofétometro a una longitud de onda de 520 nm, previamente ajustado a
100 % T con el blanco, el cual contiene todos los reactivos excepto la muestra.

Calculos

Con los datos obtenidos de la curva estandar, en donde se encuentra relacionado
el contenido de HCN y densidad optica, se interpolaron los datos obtenidos para las
muestras obteniendo el correspondiente contenido de HCN.

De la siguiente formula se obtienen los mg de HCN por cada 100 g de muestra.

X *100=mg HCN/ 100 g muestra
m

Donde:
X= mg de HCN m = mg de muestra

4.6 DOSIS LETAL MEDIA (DLso) DE LA HARINA DESENGRASADA DE LA
ALMENDRA DE CAPULIN.

Los estudios de toxicidad aguda, implican una sola administracion de la sustancia
quimica por un periodo de 24 hrs.

Materiales y reactivos

Ratones machos blancos cepa NIl de 18 — 25 g de peso
Jaulas de acrilico

Marcador de orejas metalico

Jeringa hipodérmica de 1.0 ml

Agujas especiales para la administracion oral.

Balanza granataria para animales de laboratorio.
Solucion de buffer de fosfatos pH 7

ogooooo

Procedimiento

Se realizé la prueba de toxicidad a corto plazo con el concentrado proteinico de la
almendra de capulin.

Especie animal: Se utilizaron 25 ratones machos de la cepa NIH de 4-5 semanas
de edad, con un peso 23+1 gramos. Los ratones pesados y marcados fueron distribuidos
en 5 lotes de S ratones cada uno.

Preparacion de la muestra: Se usd como vehiculo para disolver el concentrado

proteinico de la almendra de capulin buffer de fosfatos pH 7 ya que en esta se solubiliza
totalmente la muestra. La solucién se preparo al! momento de la administracion. La
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concentracién que se partié fue de 375 mg / ml de la harina desengrasada, de ahi se
fueron realizando las diluciones correspondientes para obtener la DLso.

Dosificacion: Para la dosificacion se debe de administrar un volumen, el cual sea lo
suficientemente grande para medirlo con facilidad, pero a la vez debe de ser
recomendable para no producir traumatismo en el animal. El maximo volumen permitido
en ratones por via oral es de 1.0 m|; por lo tanto se define como 1D la dosificacién de 0.01
ml/ g pc, podemos administrar hasta una dosificaciéon de 5D (5 x 0.01 ml/g pc x 20g pc = 1

).

La dosificacion seleccionada fue de 4D, para que el volumen mayor no fuera mayor

de 1 ml,
La cantidad de solucion administrada se calcul6 de la siguiente manera:

4D= 0.04 mV/ g de peso del animal

Procedimiento: Los animales permanecieron en ayuno por 12 horas y solamente se
les dejo agua. Los ratones fueron pesados y marcados con un orador especial, estos se
repartieron en los diferentes lotes de acuerdo a la distribucion de la “culebra japonesa”
(apéndice 2). Se usaron 5 lotes colocando 5 ratones por cada uno de ellos en una
misma jaula. Se utilizd un lote control al cual se le administrd solo el vehiculo (solucidon de
buffer de fosfatos pH 7). Para la administracion oral en el raton, éste se sujeto con la
mano izquierda de la nuca y el pescuezo; la aguja especial se introdujo lateralmente a
través del espacio interdental, y con una suave rotacién se avanzo dentro del esdéfago
hasta un nivel conveniente para después descargar el liquido.

Las dosis a administrar se fueron formulando de acuerdo a los resultados
observados en cada concentracidon administrada. Se fue disminuyendo la concentracion
del xenobidtico, observando las respuestas de los animales. Los animales recuperados o
no afectados se mantuvieron en observacion por 48 horas (maximo) con el fin de observar
los efectos clinicos, llevando el control con la ayuda de una hoja de respuestas del
comportamiento de los animales (apéndice 3).

Calculos: La determinacion de la dosis letal media (DLso) se determina de acuerdo al
método grafico de Litchfield y Wilcoxon. usando una hoja de papel logaritmico de
probabilidad (apéndice 4). Como la recta tiene un adecuado ajuste se puede interpolar y
obtener el valor de la dosis letal media (DLsg), ademas de los intervalos de confianza.

4.7 OBTENCION DEL AISLADO PROTEINICO Y PURIFICACION DE LA
ALMENDRA DE CAPULIN.

Para la realizacion de la obtencion de! aislado proteinico, asi como su purificacion
seguimos el procedimiento que se obtuvo en un estudio previo '® por el método de
precipitacidn en el punto isoeléctrico aprovechando las propiedades de solubilidad de las
fracciones proteinicas que ia componen, realizando un ligero cambio en |la velocidad de
centrifugacidn, para mejorar el rendimiento dei aislado proteinico (Figura 5).
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Figura 5. Obtencién del aislado proteinico de la almendra de capulin.

Solubilizar 10g de harina d day fi lida en 100
ml de NaCl (0.2 N) a 0°C

Ajustar pH = 7 con NaOH (2N)

Agitar 30 minutos a 0 °C

El filtrado sc lleva a pH =4
para precipitar la proteina soluble cn su
punto isocléctrico

El prcmpxlndo sC In\n con solucion de
NaCl 0.2N ¥ se centrifuga nucvamente a
BO0O0 rpm.

Agitar 15 minutosa 0 °C v

posteriormente dejar reposar .. durante
30 minutos.

Ccnlrlful,.lr durantc 20 mimitos a
K000 r.p.m.

El precipitado sc scea a1 60°C durante toda
Ja noche y sc mucle finsmente.

w
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4.7.1 DIGESTIBILIDAD *“in vitro”

Una primera evaluacion predictiva de |a calidad nutricia de una fuente proteinica, lo
constituye la proporcion de aminoacidos que son factibles de ser liberados, por accién del
sistema enzimatico “in vitro™ que simule la accidon de enzimas digestivas.

Durante la protedlisis son liberados protones del enlace peptidico; por lo tanto, el
cambio en el pH estara directamente relacionado a la digestibilidad de la proteina. “® Se
determind la digestibilidad “in vitro® en la harina integral, desengrasada y aislado
proteinico.

Material v reactivos

Parrillas de agitacion magnética

Vaso de doble camisa

Mangueras

Bano de agua con agitacion (LAB-LINE INSTRUMENTS)
Potenciometro (CORNING meod. 10)

Solucion A

Solucion B

gpooooco

Solucion A. Pesar exactamente 227,040 BAEE unidades de tripsina (tipo 1X), 1860
BAEE unidades de a-quimiotripsina (tipo I} y 0.520 unidades de peptidasa L-leucina B -
naftilamina y disolverlos en 10 ml de agua destilada.

2. Solucidén B. Pesar 65 unidades de caseina de proteasa bacteriana y disolver en 10 ml
de agua destilada.

Procedimiento

Se partio de una cantidad de muestra que contenia 10 mg de N, se disolvid y aforo
con 10 ml de agua destilada, durante 1 hora se agito manteniendo la temperatura a 37°C.
Posteriormente se ajusto el pH a 8.0+ 0.03 con HCI o NaOH 0.1N. Inmediatamente se
adiciond 1 m! de la solucién A; la cual debe encontrarse a 37°C, es agitada durante 10
minutos exactos a la misma temperatura, y transcurrido el tiempo agregdé 1 ml de la
solucion B (debe estar a 37°C) y se agitd durante 9 minutos exactos a 55°C. Transcurrido
el tiempo; se cambid la temperatura a 37°C durante 1 minuto. Una vez terminado el tiempo
se mide el pH exactamente a los 20 minutos después de haber adicionado la solucién A.

Con el fin de obtener resultados confiables se realiza una determinacion previa,
usando como proteina de referencia caseina; cuyo valor de pH, debe ser de 6.42 +
0.05, después de someterla a la accidn del sistema multienzimatico.

Calculos
Calculando el porciento de digestibilidad con la siguiente formula utilizada por ia

AOAC (1990):

% DIGESTIBILIDAD = 234.84 —22.56 (pH)
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4.7.2 PERFIL DE AMINOACIDOS.

La cuantificacién de aminoacidos la harina desengrasada y el aislado proteinico
de la almendra de capulin se llevo a cabo previa hidrolisis acida de la proteina a 145
+1°C por 4 horas, y separacion cromatografica en un autoanalizador de aminoacidos
TECHNICON mod. NC-2P “4¥ Para tener completo el perfii de aminocacidos
indispensables, fue necesario cuantificar por separado el triptofano, lo cual se realizd
mediante una hidrélisis basica y su posterior cuantificacion espectrofotométrica. ¢

Material y reactivos

Autoanalizador de aminoacidos (TECHNICON mod. NC-2P)
Digestor (TECATOR mod. ab 20/40)

Tubos de hidrdlisis acida

Potenciometro (CORNING mod. 10)

Rotavapor (BUCHI mod. R)

Vortex (LAB-LINE mod. 1290)

Membrana Millipore HATF-02500 (0.45uM)

Microjeringa Hamilton (mod. 1001-LTN)

HCI 6N

Estandar de norleucina 5 mM

Metil - Celosolve al 50%

Amortiguador de acetato de sodio 4 N (a).

Sulfato de hidracina (b).

Ninhidrina (c).

Solucion lavadora (d)

Amortiguador de dilucion (e).

Hidroxido de sodio 0.1 N

Amortiguadores de acetatos para regeneracion y elucion (f).

ococopooco0EO00DOUOQOOCOD

(a) Amortiguador de acetato de sodio 4N: colocar 3 litros de agua destilada en
agitacion y adicionar lentamente 1312g de acetato de sodio anhidro para prevenir la
cristalizacién, si se requiere se puede calentar para la completa solubilizacién de la sal.
Anadir 400 ml de acido acético glacial lentamente, se deja enfriar y aforar a 4 litros.

(b) Sulfato de hidracina: disolver 1.049g de sulfato de hidracina en agua destilada y
desionizada, adicionar 0.4 ml de acido sulfurico concentrado (R.A.) y 30 ml de solucién
BRIJ-35 al 20%, Llevar esta solucidn a un volumen de 4 litros; para su conservacion se
requiere adicionar 0.8 ml de acido caprilico.

(c) Ninhidrina: disolver 40 g de ninhidrina en 2 litros de Metil - Celosolve, adicionar
lentamente 1 litro del amortiguador de acetato de sodio 4N, y llevar a un volumen de 4
litros.

(d) Solucion lavadora: agua - etanol (3:1; v/v) con hidroquinona al 0.01%.

(e) Amortiguador de dilucion: se prepara una solucién de HCI 0.2N (A) y una solucién
de NaCl 0.2M (11.69 g/l) (B), se lleva a 200 ml con agua desionizada y se adiciona
hidroquinona al 0.01%. El pH de este amortiguador debe ser de 1.5+0.05.
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hidrolizado acido de una proteina (Tabla 10).

DESARROLLO EXPERIMENTAL
Amortiguadores de acetatos de regeneracién y elucion para

la corrida del

Tabla 10
Composicién de amortiguadores.
REACTIVO BUFFER #1 BUFFER # 2 BUFFER #3 NaOH 0.2N
Regeneracion | Elucién de a.a. Elucién de a.a. Lavar Ia resina
(GRADO ANALITICO) de la resina Acidos y neutros Béasicos
Acetato de sodio anhidro
41g 509 87.0g —
CH2COOHR, PM = 82.03
Acido aceético glacia?
20 mi 15 mi 20 ml ——
CH;COOH. PM = 60.05
Solucion de acetato de zinc .
(CHICOO)>Zn.2H,O 0.05M — 1.2ml! 2.0ml w——
Alcohol etilico absoluto
78 mt 78 ml
CtHi>-CH:-OH, PM=46.02
Alcohol bencilico
PM = 108.14
Hidroquinona
0.11g
PM= 110.1
Soluciéon BRIJ-35AL 20%
8.0 m!
MERCK # 1962
EDTA (sal disodica)
01g
PM = 372.24
NaOH (lentejas)
PM = 40
Acido caprilico
0.2ml
PM = 144.22
Agua desionizada
t1.00L
PH (ajuste en Potenciometro)
4.00+0.02
Concentracién de Na
0.05M

Concentracién de Zn"~

-
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Procedimiento

a)

b)

c)

<)

d)

Preparacion de la muestra: se peso dentro del tubo de hidrélisis la cantidad de
muestra necesaria finamente molida y desengrasada, se adiciono con mucho
cuidado la cantidad de acido requerida, humedeciendo totalmente ia muestra. Se
usaron las formulas siguientes para conocer la cantidad de muestra y los mi de HCI
requeridos.

A =0.05 x 100 B=4x100
%P %P

Donde :
A= cantidad de muestra en gramos
B= ml de HC! 6N
%P= porcentaje de la proteina en la muestra

Se insuflo nitrégeno y se cerré perfectamente.

Hidrdlisis de la muestra: se coloco el tubo con la muestra en el digestor TECATOR
a145°C 1 por 4 horas.

Concentrado del hidrolizado: una vez transcurrido el tiempo de hidrolisis se dejo
enfriar y se transvaso cuantitativamente a un matraz bola de 100 ml, lavando el
tubo con agua caliente y solucion lavadora. Se agregaron 5 ml de norleucina
(estdndar). El hidrolizando se concentra en el rotavapor a una temperatura de 75 —
80 ° C, llevandolo dos veces a sequedad; con el fin de eliminar el exceso de acido
clorhidrico; a continuacidn se concentra el hidrolizado en un tercer lavado a un
volumen menor de 25 ml.

Filtrado del precipitado: el hidrolizado se filtra a través del papel filtro Whatman de
poro cerrado sobre buchner y kitasato al vacio; se aconseja dar un lavado con
solucion lavadora, para poder enjuagar el matraz bola procurando que el volumen
fuerza menor a 25 ml y posteriormente sé aforo a 25 ml; ajustando a un pH de 6.8+
0.2 con NaOH 5N e insuflando posteriormente nitrédgeno.

Inyeccién de la muestra: se diluye el hidrolizado en una proporcion de 1:1, sefiltra a
través de un Milipore, descartando las primeras gotas del filtrado y el restante se
utiliza para inyectar en el autoanalizador de 100 a 200pl.

Previamente hay que correr una solucion estandar de aminoacidos que contenga
0.025 nM de cada uno, para que de este aminograma se pueda obtener el area de
cada uno de los aminocacidos, ademas, tanto el estandar como en la muestra se
debe adicionar una cantidad constante y conocida de aminoacido sintético
norleucina, para poder hacer l0s calculos basandose en ios llamados equivalentes
de norleucina de cada uno de los aminoacidos.
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Céleulos

Previamente se corre un estandar de aminoacidos con una concentracion de
0.025uM de cada uno; para que de este aminograma se pueda obtener el area de cada
uno de los aminoacidos.

ENaa=ANsTp/AAsTD
Donde:

ENa.a = Equivalente de norleucina del aminoacido correspondiente.
ANstp = Area de la Norleucina estandar.
AAsTD = Area del aminoacido correspondiente en el estandar.

De los aminogramas del estandar y de las muestras se identificaron los picos
correspondientes a cada uno de los aminoacidos por su tiempo de retencion y sé calculo
el area bajo la curva de cada uno de los aminoacidos; asi como el area del la norieucina
en el correspondiente aminograma, para lo anterior es mejor trabajar con la mitad superior
de cada uno de los picos con el fin de evitar trabajar con la linea base que en ocasiones
es demasiado irregular.

A continuacidon se tienen los calculos a desarrollar para cada uno de los
aminoacidos, en donde se expresa su contenido en mg del aminoacido /g de nitrdgeno de
la muestra (mgaa/gN):

Aaa=Baa X Naa

MQaa / GN = (Aga X ENag x UM X PM,, X A)

(ANm x @ x mgNm)

Donde:
Aaa = Area del aminoacido en el aminograma de la muestra.
Baa = Base de la mitad del pico.
Raa = Altura de pico desde la linea base.

ENaa = Equivalentes de norleucina del aminoacido correspondiente.
HuMa, = Micromoles de! aminoacido en el estandar.

PMa.. = Peso molecular del aminoacido.

A = Aforo al que se llevo el hidrolizado en ml.

ANL, = Area de la norleucina en el aminograma de la muestra.

a = Alicuota inyectada en ml.

mgN = Miligramos de nitrégeno de la muestra hidrolizada.
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4.7.3 DETERMINACION DE TRIPTOFANO

Debido a que la hidrélisis acida destruye el triptofano y es el anico aminoacido que
no se puede leer juntamente con equipos como el autoanalizador o el HPLC en hidrélisis
acida; su determinacidn se realiza por medio de hidrélisis alcalina o enzimaticas y se
cuantifica por técnicas colorimetricas. (*2

Material vy reactivos

Digestor (TECATOR mod. ab 20/40)
Tubo de hidrélisis con rosca.

Tubos de ensaye.

Espectrofotémetro (SEQUOIA-TURNER mod 340).
Potenciométro (CORNING mod. 10).

Hidroxido de litio 4N.

Acido fosférico concentrado.

Acido clorhidrico concentrado.

Solucién lavadora (3:1 agua - etanol v/v).

Solucién estandar de triptofano (0.05 mg /7 ml).
Solucién de p-dimetilamino benzaldehido (DMAB) al 0.5% en HCI| concentrado.
Solucidn de nitrito de sodio al 0.2%.

oooocooo0OO0OOO

Procedimiento:

De acuerdo a las siguientes formulas se adiciona la cantidad de muestra y de LiOH
4N en un tubo de hidrdlisis.

A=01x100 B24x100
%P %P

Donde:
A= Cantidad de muestra (g)
B= ml de LiOH 4N
%P= porcentaje de proteina en la muestra.

Se insuflo nitrogeno y se coloca en el digestor a una temperatura de 145°C durante
8 horas. Transcurriendo el tiempo de hidrolisis se deja enfriar y el contenido se transfiere a
un vaso de precipitado, lavando con solucion lavadora para tener un volumen a 25 ml. Se
ajusta el pH de 6.8+ 2 con acido fosfdrico concentrado, y se filtra a vacio con papel
Wathman No. 542. Se afora a 25 ml.

La curva estandar se elabora tomando O, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 ml de solucién
estandar llevando los tubos a 2 ml y adicionando 7.5 ml de DMAB en HCI. Para el blanco
se toman 2 ml de muestra y 7.5 ml HCI concentrado.

Para los tubos de muestra se toman 2 ml del hidrolizado y se agregan 7.5 ml de DMAB,
por duplicado. Tanto los tubos de la curva patron, como el de la muestra se agitan y se

AR
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dejan en la obscuridad durante 15 min. Después se agregan 0.5 ml de nitrito de sodio al
0.2%, se agitan y se dejan otros 15 min. en la obscuridad. Se lee a 590 nm contra el

blanco.

Calculos:

Con los datos obtenidos de la curva estandar, en donde se encuentra relacionado el
contenido de ng de triptofano y densidad dptica, se interpolan los datos para las muestras
obteniendo el correspondiente contenido de triptofano.

De aqui que los calculos a realizar se da de acuerdo a las siguientes formulas

1. 11q de triptofano x aforo (ml) = ng de triptofano
alicuota (mi)
(para desarrollar color)

2. 119 de triptofano x 100 g de muestra =ng de triptofano
B

Donde
B= gramos de muestra

3. 1g de triptofano x 100 g de proteina = ng de triptofano / 100 g de proteina
Cc

Dénde.
C = gramos de proteina en ia muestra

4.8 BIOENSAYO NUTRICIONAL

La calidad nutritiva de la proteina de los diferentes preparados de la almendra de
capulin, se evalia mediante la relacién de eficiencia proteinica (REP); definida como la
ganancia en peso debido a la ingesta de proteina por un animal en crecimiento. Se emplea
una dieta con un contenido de 10% de proteina que se administro a ratas machos Wistar
recién destetados durante un periodo de 28 dias. (4139

Materiales y equipo

Ratas machos Wistar recién destetadas

Estante de jaulas individuales.

Balanza granataria para animales de laboratorio.
Balanza granataria de un platillo.

Comedores y bebederos para ratas.

Tubos capilares heparinizados

gcoogon
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a Eter etilico para anestesiar
o Equipo automatizado (Sysmex NE — 1500) para citometria hematica

Procedimiento

FORMULACION DE DIETAS.

De acuerdo a la calificacidon quimica del aislado de proteina del aislado proteinico
que resulto ser deficiente en aminoacidos como la metionina, lisina y triptofano, se
realizaron las suplementaciones necesarias para compensar la deficiencia de dichos
aminoacidos. Las dietas elaboradas para llevar a cabo el ensayo bioldgico fueron:

1. Dieta control, empleando como fuente de proteina caseina (CRL).
2. Dieta del Aislado Proteinico (AP).
3. Dieta de Aislado Proteinico, suplementada con triptofano, metionina y lisina (APTML).

4. Dieta de aislado proteinico, suplementado con metionina y lisina (APML).

5. Dieta de aislado proteinico, suplementada con harina de maiz y harina de garbanzo
(APMZG).

6. Dieta de aislado proteinico, suplementado con harina de arroz harina de garbanzo
(APAG).

Todas las dietas se prepararon al 10% de proteina y fueron isoproteinicas e
isocaldricas con respecto a la dieta control. En la Tabla 11 se observa la formulacion de
cada una de las dietas utilizadas para el bioensayo. -
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Tabla 11
Formu/acrén de Dietas empleadas en el ensayo Biolégico
B (g /7100 de dieta).

TroredientE C»odrpt‘rol"“ AP™ [APTML" [APML [APMZG"~ [APAG"
Caseina v .
(87.41%P)~ 11.44 — — — — _—
Aislado Proteinico :
(85.81%P)™ — - 11.65 |11.65 11.65 |3.89 3.89
Metionina = — [o20 [0 |— =
Lisina - - 0}30‘; - 10.30 — . —
Triptofano -— : : — 'b.03" — : — =
Harina de Arroz —_ — = = — 35.1 8
Harina de Garbanzo |— . ) — — —_ — 1é.65 .. 116.65
Harina de Maiz -— -_ -— _— 40.66 R e
Aceite de Maiz 7.97 7.68 7.68 7‘.68 548 - 6.61"
Mezcla de minerales |{4.93 470 (4.70 - - 470 ;A 391 201 4.40
Mezcia de vitaminas | 1.00 1.00 |1.00 5 —{1.00
Dextrinas 67.2 67.34 |66.84 2_2.63
Agua 3.86 4.41 4.41 2.74
Celulosa 360 322 |3.22 355 = [280

- Porclento de proteina.
p 1 de Siglas
AP aislado protelnico
APTML: aislado protelnico +Triptofano(0.03%)+DL Metionina{0.2%)+ Lisina(0.3%])
APML: aislado protelnico +DL Metionina(0.2%)+Lisina (0.3%)
APMZG: Aislado protelnico +Cereal (Harina de malz)+leguminosa (garbanzo) relacién (1:1:1)
APAG: Aislado protelnico + Cereal (harina de arroz)+ leguminosa {(garbanzo)relacion {1:1:1)
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BIOENSAYO

Se utilizaron ratas recién destetadas raza Wistar (21-23 dias de nacidas), los
animales se distribuyeron en lotes de 6 ratas por cada uno en jaulas individuales de acero
de acuerdo a la distribucidn de “Culebra japonesa” l|la cual consiste en pesar
individualmente los animales al inicio del ensaye y con los pesos ordenados de manera
descendente o ascendente se asignan en los diferentes lotes de manera zigzagueante,
con el fin de tener una diferencia de peso promedio entre los lotes de menos de un gramo.

DESARROLLO DE LA PRUEBA

El ensayc se realizé durante un periodo de 28 dias colocando las dietas de
experimentacidn correspondiente y agua “ad libitum”, durante el ensayo se llevo un
control del crecimiento en peso y del alimento ingerido de cada uno de los
animales(apéndice 4).

Calculos
Con los datos obtenidos se calculo la relacién de eficiencia proteinica (REP).

REP = AP
ZAI*F
Donde :
AP = incremento de peso (g).
LAl = alimento ingerido total (g).
F = % de proteina en la dieta/ 100.

Con los valores del REP obtenido se calculo el REP ajustado segun la siguienie
formula:

REP ajustado = REP oxp x REP_caseina (ref) .
REP caseina (exp)
Donde.
REP caseina (ref.) = 2.5
ref. = referencia
exp = experimental

4.8.1 DIGESTIBILIDAD “in vivo™.

Otro parametro que se obtuvo del ensayo bioldgico es el de la digestibilidad “in
vivo™, lIa cual se define como la proporcidén de una proteina que es absorbida por el tracto
gastrointestinal, mediante la relacion de nitrégeno retenido en la dieta. “? Esta
determinacion es de mayor valor que la que proporciona ia digestibilidad “in vitro”; sin
embargo, ambas permiten tener un indicador de |la calidad de las proteinas.
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Material vy reactivos.

Digestor (TECATOR mod. ab 20/40)
Microdestilador (TECATOR auto KJELTEC no. 1030)
Tubo de digestién de 75 mi

Mortero con pistilo.

Tamiz para separar heces

Balanza analitica Sartorius

Mezcla Digestiva (a)

Peroxido de hidrdgeno al 30%.

Sulfato de Potasio R.A.

Solucion de NaOH al 40%

Solucién de acido bérico con indicadores (b)
Solucién de HCI1 0.01N valorada.

opocoooocO0o000OD

(a) Mezcla digestiva. Disolver 3 g de sulfato de cobre(CuS0O45H20) en 20 m! de agua
destilada, agregar 50 m! de acido orto fosférico (H3POug),y adicionar con cuidado
resbalando por las paredes 430 mil de acido sulfurico concentrado (H2SQ4). Se deja
agitando la muestra durante 30 min.

(b) Solucion de acido bérico con indicadores: pesar 20 g de acido bdrico y colocarlo en un
matraz aforado de 2L, se adiciona agua destilada hasta disolver y se agregan 20 m| de
verde bromocresol(100 mg/ 100 ml CH3s0OH) y 14 m! de rojo de metilo (10 mg /7 100 mi
de CHaOH), se mezcla vigorosamente.

Procedimiento

Se recclectaron las heces de las ratas empleadas en la determinacién del REP
durante la ultima semana y se registro el peso de estas, asi como del alimento consumido
durante la recoleccion de las heces.

Una vez recolectadas las heces se secan a una temperatura de 50 + 6 °C, se pesan

se muelen en el mortero y se homogeneizan para tomar una muestra de
aproximadamente 100 mg de esas molidas, se determina el porciento de nitrégeno en
las heces y el porciento de nitrégeno ingerido de acuerdo al contenido de proteina de la
dieta evaluada siguiendo el procedimiento para determinar proteina cruda.

Calculos.

El calculo de digestibilidad se obtiene mediante la siguiente formula

D = N absorbido = Ni— Nh x 100

N ingerido Ni
Donde:
D = digestibilidad
Ni = Nitrégeno ingerido
Nh = Nitrégeno en heces
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EVALUACION HEMATOLOGICA

Al final de! ensayo se realizo nuevamente la biometria hematica La sangre se
obtuvo mediante un sangrado ocular; para lo cual primeramente se anestesio al animal,
introduciéndolo en un frasco, en cuyo interior se coloco algodén impregnado de éter
etilico. Una vez anestesiado, se sujeto con una mano y con Ia otra se le introduce un tubo
capilar heparinizado en la parte posterior del ojo, se comienza a ejercer una ligera presion
y se rota suavemente el capilar, la sangre se colecta en un tubo Microtiner® |, se requieren
entre 250 y 500 pl. Es importante que al momento de recolectar la sangre se rote
suavemente el tubo para evitar la formacidén de coagulos. Las muestras colectadas fueron
analizadas por la Dra. Adriana Ruiz (Jefa de Seccion del area de Hematologia del Hospital
Gabriel Mancera IMSS). Esto para tener la certeza de que los animales utilizados
presentaban alguna anormalidad hematolégica al final del estudio.

EVALUACION DE ORGANOS

Como se habia mencionado anteriormente los factores antinutricionales y téxicos
pueden influir en el decremento en peso del higado, musculo intestinal y otros érganos.
Por lo cual al finalizar el bioensayo se extrajeron diferentes drganos como el higado, el
pulmén, el rifidn y el intestino, que son los principalmente dafiados por sustancias toxicas,
se registro su peso y se observaron la existencia de anormalidades, como coloracion,
tamano, forma.

Con el peso de los drganos sé calculo la relacién porcentual de peso del érgano
con respecto al peso corperal de la rata, con la siguiente expresion:

Relacién Porcentual = (peso organo (g)/ Peso corporal-del animal (g)) x 100

Realizando una comparacién del peso de los érganos extraidos de los animales
respecto a los reportados en la bibliografia.

Tabla 12
Peso de diferentes drganos en rata.
Organo Peso del organo Humedo
(9/100 g peso corporal)
Corazoén 0.4
Pulmones 0.6
Higado 3.0
Un rindén 0.4
Estomago e intestino 23

Waynforth,H.B. (1988). “Experimental and surgical technique en the rat™(53).
Hartcourt Brace Fonavich, Publishers, London.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 CARACTERIZACION BROMATOLOGICA

Una vez obtenidos la harina desengrasada y el aislado proteinico, se realizd el
analisis proximal, al igual que a la harina integral. Los resultados que se obtuvieron se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13
Andlisis Proximal de la Harina Integral, Desengrasada y
Aislado Proteinico de la Almendra de capulin (Prunus serotina).
(g/100g muestra)™.

Muestra Humedad |Proteina ® |Grasa |Cenizas |[Fibra Carbohidratos ®
Harina

Integral 3.03 27.96 44.99 2.52 6.59 14,91

Harina 4.03 48.81 6.32 3.95 7.05 29.84
Desengrasada

Aislado 5.04 85.81 2.74 2.60 3.28 0.53

Proteinico

* Las deter i se por
* Factor de conversion (N x 6.25)
* calculado por diferencia

Con los resuitados del analisis proximal se corrobord que la almendra de capulin
(Prunus serotina) es buena fuente de proteina y grasa (44.99% y 27.96%
respectivamente): .

En la Figura 6 se observan el incremento de la concentracion de la proteina
conforme se va realizando la obtencién del aislado proteinico. Al eliminar el extracto
etéreo, la concentracidon de la proteina se incrementa hasta un 48.81 % de proteina, lo
cual en este caso no podemos considerar a la harina desengrasada como un autentico
concentrado proteinico debido a que la concentracién de proteina no es mayor al 50% ©

Respecto al aislado proteinico el contenido de proteina se incremento hasta un
85.8%, lo cual nos permitié continuar con el estudio y realizar la evaluacion proteinica del

mismo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.2 FACTORES TOXICOS

Las determinaciones de los factores téxicos se realizaron por duplicado en las tres
muestras (harina integral, desengrasada y aislado proteinico).

Tabla 14
Factores téxicos enla Harina Integral, desengrasada y asilado protelnico
de la almendra de capulin (Prunus serotina).

Muestra Glucdsidos cianogénicos Inhibidores de Fitatos
Tripsina
mg HCN/ 100 g muestra |UTVK mg muestra ® % acido fitico®

Harina Integral 162.71 3.46 0.75
Harina

Desengrasada 308.72 5.97 1.31
Aislado

Proteinico 7.27 4.20 0.63

a= Expresado en Unidades de Tripsina inhibida por mg de muestra
b = expresado en mg de dcido fitico/ 100g de muestra

En la Tabla 14 y en la Figura 7, se observa que partimos de un material con alto
contenido de glucdsidos ciandgenicos y al realizar la eliminacion del extracto etéreo se
incrementa considerablemente la concentracidon de glucdsidos cianogénicos, lo cual es
I6gico ya que se considera que estos toxicos no son solubles en disolventes organicos.

Por lo cual la harina integral y la harina desengrasada de la almendra de capulin se
consideran toxicos, }/a que el limite permisible maximo es de 10 a 20 mgde HCN /100 g
de muestra seca. >4

En lo que respecta a aislado proteinico se observa que hubo una gran disminucién
de los glucdsidos cianogénicos (7.27 mg HCN/ 100g de muestra), la destoxificacion se
logro debido a los procesos por medio del cual se obtuvo el aislado proteinico (molienda,
solubilizacién, centrifugacion, secado).

Se corroboro de igual manera la presencia de Inhibidores de Tripsina y Fitatos en
ia almendra de capulin, aunque no se encuentran en mayor proporcion es importante
considerar la concentracion a la cual estan presentes ya que para el caso de los
inhibidores de tripsina el limite permisible maximo es de 10 UTI/ mg de muestra, mientras
que para el caso de los fitatos el limite tolerado es menor a 400 mg/100 g de muestra. En
la harina integral, desengrasada y aislado proteinico de la almendra de capulin no
exceden de los valores permisibles maximos pero estan presentes.

La revisidon de estos resultados es muy importante ya que podrian ser uno de los
factores que estén afectando la evaluacion nutrimental de {a proteina en el bioensayo,
formando factores acomplejantes e impidiendo la absorcion de la proteina.
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RESULTADOS Y DISCUSION
5.3 DOSIS LETAL MEDIA (DLso).
Tabla 15

Resultados de la prueba de Toxicidad aguda.para la harina desengrasada de la
alemndra de capulin (Prunus serotina)

Dosis mg/Kg |Animales de ensayo |Animales muertos |%Mortalidad
600.0 5 [s] )
973.2 5 1 20
1500 5 2 40
3750 ] 5 100

Durante la prueba de toxicidad aguda se realizaron varias concentraciones de la
harina desengrasada de |la almendra de capulin y se observo el comportamiento de los
animales, evaluandose los sintomas clinicos.

Los principales sintomas que se observaron durante el bioensayo fueron Ataxia,
Aletargamiento, Excitacidon y Disnea. En la dosis maxima administrada (3750 mg/Kg) los
ratones morian en los primeros minutos post-administracion de la harina desengrasada,
posteriormente conforme la dosis disminuia los sintomas seguian siendo los mismos,
pero se recuperaban poco a poco con un intervalo de 10 min. — 20 min. Otra caracteristica
importante es que se quedaban tranquilos. Por lo cual, después de su recuperacion se
mantuvieron en observacion por 48 hrs, teniendo una recuperacién total sin efecto
alguno secundario. .

Con los datos obtenidos tenemos que el Dlso para la harina desengrasada con su
intervalo de confianza es de:

DLso = 1600 mg/kg (976.80-2620.8 mg/kg)

Limite inferior: 976.80
Limite superior: 2620.8

La dosis letal media obtenida indica que la harina desengrasada tiene un alto grado
de toxicidad, por lo que es nuia su factibilidad para usarlo como complemento en la
alimentacion.

5.4 DIGESTIBILIDAD “in vitro”.
Se realizé la digestibilidad “in vitro" de la harina integral, desengrasada y del

aislado proteinico de la almendra de capulin, para determinar la biodisponibilidad de los
aminoacidos. Los resulitados se muestran en la Tabla 16.



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 16
Digestibilidad “in vitro” de la Harina Integral, Desengrasada y Aislado protefnico de la
almendra de capulin (Prunus serotina)*.

Muestra PH %Digestibilidad
Harina Integral 6.88 79.62
Harina 6.84 80.53
Desengrasada
Aislado proteinico 6.59 86.17

* Las determinaciones se hicieron por duplicado.

De lo anterior se deduce, que se puede aprovechar mas del 80% de la proteina
aislada de la aimendra de capulin, lo cual también indica que no existen factores toxicos o
acomplejantes que pudieran impedir la absorcion de la proteina y como se observa
realmente existe un mejoramiento en la absorcién de la proteina del aislado proteinico al
compararlo con los resultados de la harina integral y la harina desengrasada.

Considerando que los valores reportados para digestibilidad en la harina de soya

son de un 86% ©9, se puede decir que el aislado proteinico de la almendra de capulin
presenta una buena biodisponibilidad.

5.5 PERFIL DE AMINOACIDOS

Como se observa en la Tabla 17 el contenido de aminoacidos en el aislado
proteinico con respecto a la harina desengrasada se observa en el caso de la metionina y
la glicina/ alanina hay una disminucion, esto debido al proceso de purificacion para la
obtencion del aislado proteinico de la almendra de capulin. Con lo que respecta a los

demas aminoacidos se incrementa de cierta manera el contenido de ellos a comparacion
del concentrado proteinico.




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 16
Digestibilidad *in vitro” de la Harina Integral, Desengrasada y Aislado proteinico de la
almendra de capulin (Prunus serotina)™.

Muestra PH %Digestibilidad
Harina Integra! 6.88 79.62
Harina 6.84 80.53
Desengrasada
Aislado proteinico 6.59 86.17

* l.as determinaciones se hicieron por duplicado.

De lo anterior se deduce, que se puede aprovechar mas del 80% de la proteina
aislada de la almendra de capulin, lo cual también indica que no existen factores téxicos o
acomplejantes que pudieran impedir la absorcidn de la proteina y como se observa
realmente existe un mejoramiento en la absorcion de la proteina del aislado proteinico al
compararlo con los resultados de la harina integral y la harina desengrasada.

Considerando que los valores reportados para digestibilidad en la harina de soya
son de un 86% %, se puede decir que el aislado proteinico de la almendra de capulin
presenta una buena biodisponibilidad.

5.5 PERFIL DE AMINOACIDOS

Como se observa en la Tabla 17 el contenido de aminoacidos en el aislado
proteinico con respecto a la harina desengrasada se observa en el caso de la metionina y
la glicina/ alanina hay una disminucion, esto debido al proceso de purificacion para la
obtencion del aislado proteinico de la almendra de capulin. Con lo que respecta a los
demas aminoacidos se incrementa de cierta manera el contenido de ellos a comparacion
del concentrado proteinico. .
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RESULTADOS Y DISCUSION

. Tabla 17
Contenido de aminoacidos en la Harina desengrasada y el aislado protelnico de la
almendra de capulin (Prunus serotina).

Aminoacido Harina desengrasada Aislado proteinico
(mg de a.a./ g de N) (mg de a.a./g de N)

Maetionina 49.81 33.62

Triptofano 35.62 46.25

Lisina 82.78 156.11

Isoleucina 82.91 216.23

Leucina 373.41 416.83

Histidina 127.53 146.11

Fenilalanina 127.53 286.78

Valina 96.83 257.25

Treonina 138.67 168.76

Cistina 45.31 65.55

Tirosina 50.45 148.92

Ac. Aspartico 403.79 643.90

Ac. Glutamico 186.07 1727.8

Glicina/Alanina 854.4 625.010

Prolina 131.01 366.58

Serina 212.65 232.07

Arginina 297.46 646.74

5.6 CALIFICACION QUIMICA DE LA PROTEINA.

El perfil de aminoacidos dio los valores que permitieron realizar una comparacion
entre el patrdn establecido de una proteina de referencia (FAO/OMS/ONU, 1973) y la
proteina evaluada, a fin de predecir su calidad biolégica. Con este fin se determino la
calificacion quimica (CQ) del aislado proteinico de la almendra de capulln proporcionando
informacion sobre los aminoacidos que se encuentran en menor proporcion con relacion al
patron que se denomina limitante.

Rl



Tabla 18

RESULTADOS Y DISCUSION

Calificacién quimica del aislado proteinico de la almendra de capulin
(Prunus serotina).

Aminoacido Requerimientos Aislado Calificacion
esencial FAO/OMS/ONU Proteinico* Quimica del
(1973)* aislado
proteinico

Iscleucina 4.0 3.45 86.25
Leucina 7.04 6.66 94.60
Lisina 5.44 2.49 45.77
Metionina/Cistina | 3.52 1.57 44.60
Fenilalanina/ 6.08 6.96 114.47
tirosina
Treonina 4.00 2.70 67.50
Triptofano 0.96 0.74 77.08
Valina 4.96 4.11 82.86

* (g dec aminoicidos/100g de proteina)

En |la Tabla 18 se observa la calificacion quimica del aislado proteinico y los
aminodacidos limitantes son en primer lugar los azufrados (metionina/cistina) y en segundo
lugar tenemos a la lisina. Cabe resaltar que estos resultados concuerdan por los
determinados por Alvarado (1999). Al obtener la calificacion quimica con el patron de la
FA/JOMS/ONU de 1985 nos indica que el triptofano también podria considerarse de cierta
forma en otro de los aminoacidos limitante, en la almendra de capulin por tal motivo lo
tomamos en cuenta en nuestro bioensayo biologico.

5.7 BIOENSAYO NUTRICIONAL.

5.7.1 RELACION DE EFICIENCIA PROTEINICA (REP)

Los resultados que se muestran en la en la Tabla 18 son los parametros obtenidos
en el ensayo bioldgico asi como los valores de la REP experimental y la REP ajustado
para cada una de las dietas evaluadas.

n
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Tabla 19

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados del Bioensayo Biolégico*

Dieta Gananciagn peso | Alimento ingerido .R.I-EP experimental REP ajustado
99.06+19.06 333.8 = g58.3 274+ 0.19 7 2.50
Control
7.31+4.13 145.4 + 30.8 0.46% 0.15° 0.41
QiTML 39.3+8.5 234.2 + 296 1.56% 0.16 ©
APML 43.83+9.4 288.9+ 148.2 1.73+0.18 %
APMZG |[58.35+10.25 283.56 + 36.2 193+ 0.15
APAG 61.27+17.7 292.85+63.4 2020207
* valor p +

** Se expresa como el promedio de }a ganancia en peso individual de las ratas utifizadas en cada lote.
AP: aislado proteinico

APTML: aislado proteinico +Triptofano{0.03%)+DL Metionina(0.2%)+ Lisina(0.3%)

APML: aislado proteinico <DL Metionina(0.2%)+Lisina (0.3%)

APMZG: Aislado proteinico +Cereal (Harina de maiz)+leguminosa (garbanzo) retacién (1:1:1)

APAG: Alslado proteinico + Cereal (harina de arraz)+ leguminosa (garbanzo)retacién (1:1:1)

*** = |etra diferente indica diferencia significativa estadistica («=0.05).

Seguin los resultados obtenidos se observa que la mayor ganancia en peso
después de la dieta control se obtiene de la dieta APAG siguiendo la dieta APMZG,
posteriormente las suplementadas con los aminodcidos limitantes y finalmente la dieta AP,
en esta ultima se observa que la ganancia en peso fue definitivamente deficiente en
comparacion con las demas dietas. Asi mismo los valores se ven reflejados en la REP
obtenida, ya que el mayo valer experimental io presentan tanto las dietas de APAG (2.02)
seguida por |la dieta APMZG (1.93).

Al realizar el analisis estadistico que consistid en e! analisis de varianza de una
via (ANOVA) y la prueba de rango multiple (Prueba de Duncan); se observa que hay
diferencia significativa entre las dietas evaluadas y el control, sin embargo, las dietas
suplementadas con cereales, leguminosas asi como las suplementadas con aminoacidos
no existe diferencia significativa entre ellas, excepto e! caso de la dieta APTML, En lo que
respecta a la dieta del aislado proteinico (AP) se ve que existe diferencia significativa entre
el control y las demas dietas. Es decir, la dieta con la que se obtiene menor ganancia en
peso y por lo tanto menor relacidn de eficiencia proteinica es la dieta del aislado
proteinico. Esto se puede deber a la presencia de algun factor toxico o antinutricional
presente en el aislado proteinico de la aimendra de capulin, ya que al realizar las
suplementacion con cereales y leguminosas estamos disminuyendo la concentracion del
aislado proteinico y por tal motivo se observa una mejor respuesta en la relacion de
eficiencia proteinica en las dietas suplementadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 8 se observa las curvas de crecimiento durante el ensayo bioldgico
donde se demuestra la misma tendencia de los parametros descritos. La deficiencia de
los aminoacidos indispensables como o son la lisina y metionina, asi como la presencia
de algun factor antinutricional en el aislado proteinico de la almendra de capulin muestra
que el desarrollo del crecimiento de los animales es lento y no el adecuado a
comparacion de los resultados observados respecto al control y las dietas suplementadas.

5.7.2 DIGESTIBILIDAD “in vivo™.

Los resultados se muestran en la Tabla 20, a estos resultados se les realizé un
analisis estadistico que consistié en el andlisis de varianza de una via (ANOVA) junto con
la prueba de rango multiple (Prueba de Duncan), determinandose que existe diferencia
significativa entre las dietas AP, APMZG, APAG con respecto al control, asimismo se
determino que la de mayor digestibilidad se obtiene con la dieta APTML, seguida de APML
por lo cual no existe diferencia significativa de estas ultimas con respecto al control. Por lo
que se puede concluir que la calidad de la proteina no depende de la digestibilidad de la
proteina, ya que como se observa en los resultados la digestibilidad de las dietas
utilizadas era buena: Para el caso de las dietas suplementadas con arroz, garbanzo y
maiz se observa una menor digestibilidad y esto puede deberse una mayor presencia de
fibra o algun factor antinutricional presente en las mismas.

Tabla 20
Digestibilidad “in vivo” de las dietas utilizadas.*

Dieta %N en dieta | %N ingerido %N heces % Digestibilidad**
Control 1.73 1.99 + 0.36 0.13 + 0.03 93.556+20°

AP ? 1.72 0.41 +0.28 0.10 + 0.01 81.89 + 5.0°
APTML?® |1.72 1.21 + 0.25 0.08 + 0.04 93.12 + 6.1*°
APML * 1.64 1.13 +0.20 0.12 + 0.02 89.10 + 4.8*°
APMZG?|1.69 1.45 + 0.10 0.33+0.04 [77.47 +3.2™
APAG? 1.64 1.51 + 0.39 0.31 + 0.05 77.71 + 9.2

a= descripcion de las siglas usadas
AP: aislado protelnico
APTML: aislado proteinico +Triptofano(0.03%)+DL Metionina(0.2%)+ Lisina(0.3%)
APML: aislado proteinico +DL Metionina({0.2%)+Lisina (0.3%)
APMZG: Aislado proteinico +Cereal (Harina de malz)+leguminosa (garbanzo) relacién (1:
APAG: Aislado protelnico + Cereal (harina de arroz)+ leguminosa (garbanzo)relacién (1:
= vator promedio * desviacion estadndar.

= letra diferente indica diferencia significativa estadistica (u= 0.05)

1)
1)

aa
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 9 se observan los valores de digestibilidad ""in vivo"” para cada una de
las dietas empleadas para el ensayo bioldgico.

5.7.2 BIOMETRIA HEMATICA

Considerando los parametros hematolégicos como valores predictivos de la salud de
los animales, se les realizé una biometria hematica a cada uno de ellos al término del
ensayo biolégico, los resultados se observan en la Tabla 20, en los cuales al realizarles el
analisis estadistico que consistio en un analisis de varianza de una via (ANOVA) vy la
prueba de rango multiple (Prueba de Duncan).

Tabla 20

Biometrla Hemdtica de los animales al final del ensayo.

CONTROL* [AP* APTML* |APML" APMZG* |APAG*
Leucocitos 6.6+£1.3 7.823.1 9.9+1.4 [7.4+1.7 [8.0£2.2 9.0£3.6
(X1 03/mm3) a ac ab ac ac ac
Eritrocitos 9.2+0.4 9.6+£0.6 |9.310.1 9.1:0.6 |8.91+0.8 10.3+0.6
(x1 oslmm:!) a ab a a a b
Hemogiobina| 15.8+0.3 14.21+0.4 | 14.5£0.4 [ 14.320.9 | 14.5+1.0 16.11£0.8
(g/d I) a be b be bec a
Hematocrito |79.6+2.0 71.543.0 | 73.41+1.6 |72.7+5.7 |73.315.8 [81.845.2
(%) a b b b b a
MCV *(f) 86.9+2.4 25.912.9 79.1+2.0 ;9.612.8 82.841.9 [79.7x2.2.

a (- e c
Plaquetas 1036+ 124 1158198 | 1049499 | 1104264 | 1094+158 | 1284147
(x1 O:'Imm:’) a ab a a a8 ab

# = Volumen corpuscular medio

* = diferencia significativa («=0.05)

AP: aislado protelnico

APTML: aislado proteinico +Triptofano(0.03%)+DL Metionina(0.2%)+ Lisina(0.3%)
APML: aislado proteinico +DL Metionina(0.2%)+Lisina (0.3%)

APMZG: Aislado proteinico +Cereal (Harina de malz)+leguminosa (garbanzo) relacién (1
APAG: Aislado proteinico + Cereal (harina de arror)+ leguminosa (garbanzo)relacién (1:1:1).

De los resultados anteriores se destaca que tanto en las plaquetas, los eritrocitos y
los leucocitos no hay diferencia estadisticamente significativa de las dietas con respecto al
control. En cuanto a los valores de hemoglobina, volumen corpuscular medio (MCV) y
hematocrito hay diferencia estadisticamente significativa entre las dietas respecto al
control. La diferencia numeérica entre los valores de las determinaciones con respecto al
control no es tan amplia como se muestra en la figura 10, por lo cual no podemos
determinar exactamente si el aislado proteinico de la almendra de capulin este afectando
de alguna manera la disminucion de estos valores en los animales utilizados en el

bioensayo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.7.3 RELACION PORCENTUAL DE ORGANOS.

Al terminar el ensayo biolégico se realizo la necropsia a los animales empleados con
el fin de observar posibles anormalidades en los drganos. Como se observa en la Tabla 21
se presentan los promedios de los pesos porcentuales del higado, intestino, pulmén y
rifidn.

A los promedios de los pesos porcentuales de érganos se les realizé un analisis
estadistico que consistid en el analisis de varianza de una via (ANOVA) junto con la
prueba de rangos mdltiples (Prueba de Duncan), y muestra que el intestino en la dieta
APMZG muestra diferencia significativa respecto al control y en el caso de la dieta AP
existe diferencia significativa del peso del rifidn e intestino, respecto al control y a las
demas dietas. Esto de cierto modo indica que existe algun factor tdxico que esta
contribuyendo a la variacidn del incremento en peso de estos érganos y en especial para
el caso de la dieta AP, en el cual como se observo su crecimiento no fue tan favorable.

Cabe mencionar que durante la necropsia no se observaron ninguna morfopatologia
en los 6rganos y el érgano mas importante en este caso que seria el higado, el cual es un
buen indicador de la presencia de algun factor toxico no presenta ninguna anormalidad,
por lo cual se sugiere continuar con mas estudios para determinar que es lo que
realmente esta afectando la relacion de i1a eficiencia proteinica de la almendra de capulin
y determinar si el porciento en peso ligeramente elevados de intestino en las dietas de AP
y APMZG se deba a que durante la necropsia no se haya trabajado adecuadamente y el
factor tiempo es muy importante, ya que entre lo que se pesa una muestra y otra puede
causar cierto tipo de variaciones en peso de las muestras, o realmente se deba a la
presencia de algun otro factor..

Tabla 21
Relacidén Porcentual de pesos de 6rganos y peso corporal de ratas
utilizadas en el ensayo biolégico.

Dieta Higado Intestino* Pulmon Rinon*
% % % %

Control 4.00+0.172 4.99+1.41° 1.15+0.35° 1.1240.18°
AP * 4.60+0.432 7.14+1.34° 1.33+0.22> 1.50+0.21°
APTML * 4.04+0.212 4.69+0.54° 1.25+0.35° 1.23+0.07°
APML” 4.3240.25° 5.2240.8° 1.30+0.382 1.27+0.19°
APMZG * 4.78+0.83° 6.3411.24° 1.07+0.622 1.16+0.08°
APAG* 4.32+0.86° 5.62+1.93° 1.15+0.232 1.21+0.14°

-= letra diferente indica diferencia significativa estadistica (a=0.05)

# = descripcion de las siglas usadas

AP:. aislado proteinico
APTML: aislado protelnico +Triptofano(0.03%)+DL Metionina(0.2%)+ Lisina(0.3%)
APML: aislado proteinico +DL Metionina(0.2%)+Lisina (0.3%)
APMZG: Aislado protelnico +Cereal (Harina de maiz)+leguminosa (garbanzo) relacién (1:1:

APAG: Aislado protelnico + Cereal (harina de arroz)+

1:1)
tacion (1:1:1)

1osa {garbanzo)r




CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Se confirmd que la almendra de capulin (Prunus serotina) es buena fuente de
proteina y grasa dietética.

La alta concentracion de glucdsidos cianogénicos presente en la harina desengrasada
de la almendra de capulin la hace inaccesible el consumo humano y/o animal.

Con el método empleado para la obtencion del aislado proteinico se logré disminuir
significativamente la presencia de glucosidos cianogénicos, inhibidores de tripsina y
fitatos.

De acuerdo al perfil de aminoacidos y la calificacién quimica, los aminoacidos
limitantes en el aistado proteinico son: lisina y metionina.

La curva de crecimiento obtenida en el ensayo biolédgico, indica que la dieta del aislado
proteinico obtiene el menor incremento en peso, y por lo tanto presenta la menor
relacion de eficiencia proteinica, aunque los datos de digestibilidad se observa un
mejor indice biologico.

La relacién de eficiencia proteinica indica que la calidad de ia proteina es baja (0.46),
Pero realizando la suplementacion necesaria con otras fuentes de proteina de origen
vegetal como maiz, arroz, garbanzo se mejora ligeramente la deficiencia de los
aminoacidos indispensables.

Los estudios de biometria hematica nos muestran que la diferencia numeérica entre los
valores de hemoglobina, hematocrito y volumen corpuscular medio del aislado
proteinico y las dietas suplementadas no es tan amplia, con respecto al control por lo
cual esto nos puede indicar la pobre alergenidad del aislado proteinico de la almendra

de capulin.

La relacidon porcentual de los diferentes 6rganos indica que la dieta del aislado
proteinico de la almendra de capulin produce anormalidades en el intestino y el rifién
observandose un incremento en peso de dichos drganos, pero en lo que respecta al
higado, siendo que este es uno de los organos mas importantes que rnios puede indicar
la presencia de algun toxico no presenta alguna anormalidad

Se sugiere continuar estudiando que otros factores antinutricionales podrian estar

presentes en el aislado proteinico de la almendra de capulin, para de este modo
determinar que es 1o que disminuye la relacion de eficiencia proteinica.

(4]
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APENDICE 1

DISPOSITIVO DE EXTRACCION DE GRASA
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La extraccion de grasa de la harina integral se realizdé dejando a reflujo
durante 8 horas diarias por 3 dias con hexano grado QP.




APENDICE 2

METODO DE LA "CULEBRA JAPONESA"
LOTE, o LOTE2 _____, LOTEs _____, LOTE.

PESO1 5 PESO2 _____, PESOs ____, PESOg4

l

PESO s ———PESO 7 4——— PESOg #4—————— PESOs

PESOgy —» PESOk ——®PESO ks ———PPESO,

Donde:
PESO ;< PESO,< PESO3 < PESOk < PESO k3 < PESO ,

Los animales se pesan y posteriormente se ordenan en forma ascendente o
descendente (dependiendo de las condiciones del experimento) basandose en su
peso corporal. Finalmente se ordenan de acuerdo al esquema anterior.

Este método se utiliza con a fin de distribuir un conjunto de animales en
determinado nimero de grupos o lotes de tal forma que se tenga !a menor
variabilidad posible entre los mismos.



APENDICE
HOJA DE RESPUESTAS DEL COMPORTAMIENTO DE LOS ANIMALES

Toxicidad aguda__ fecha:

[Espedie: Clave: Cepa: Peso inicila: Pesa final: Sexo: |

Descripeidn:,

Vehiculo; Concentracidn;

Via; Administracién: Dosis: _ Hora,_

Lordosis {Xifosis [Ataxia |Piloereccidn |Erecccion  |Agresividad [Aletargamiento [Excitacié |Disnea  [Cianosis - [Hipotermia | .
Caudal SIS

72h

Observaciones:
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APENDICE 4

PAPEL LOGARITMICO DE PROBABILIDAD PARA LA OBTENCION DEL
DLso




HOJA DE REGISTRO DE CONSUMO DE ALIMENTO Y PESO

APENDICE 5

RATA: SEXO:

TIEMPO {dias)

PESO INICIAL (Fi):

FINAL:

FECHA:

PESO ANIMAL {Pdia)

INCREMENTOQ ACUMULATIVO (Pdia - Pi}

ALIMENTO INICIAL (i)

ALIMENTO FINAL (1)

ALIEMNTO INGERIDO (Al = )

ALIMENTO ACUMULATIVO (E Alldia

OBSERVACIONES:




AP
APAG
APML
APMZG
APTML
CN
CRL

Diso
HB
HCIi
HCN
LiOH
MCv
NacCit
NaOH
PCV
RBC
REP
wBC

APENDICE 6

LISTA DE ABREVIATURAS

Dieta de aislado proteinico

Dieta aislado proteinico+ harina de arroz+ harina de garbanzo
Dieta aislado proteinico+ metionina-+lisina

Dieta de aisladp proteinico+ harina de maiz +harina de garbanzo
Dieta de aislado proteinico+triptofano+metionina+lisina
cianuro

Dieta control

Calificacion Quimica

Dosis letal media

Hemoglobina

dcido clorhidrico

acido cianhidrico

hidréxido de sodio

Volumen corpuscular medio

cloruro de sodio

hidréxido de sodio

Hematocrito

Eritrocitos

Relacion de eficiencia proteinica

Leucocitos
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