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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los scrcs humanos sc caracterizan por poscer una dicta muy variada. El hombre ha aprendido a

1 jonar los ali mas ad dos a sus idades y ademas, inventar platillos agmdab]cs al
paladar. T
Existen diversos testimonios precortesianos que ilustran la rica y variada ingesta de flores ‘¢ insectos
entre los antiguos mexicanos desde hace miles de afios. Aunque en diferentes épocas y en' distintos

grupos étnicos, los inscctos y las flores comestibles han formado parte de los patrones alimenticios

tradicionales.
En cuanto al emplco culinario de las flores, no sélo ¢s una antigua costumbre muxlcana. smo

también de muchas otras culturas del mundo. La cocina China incluye ¢l uso dc crisantemos en sopas

¥ dalias usadas regularmente secas. Los romanos afindicron a su cocina flores cultlvadas como rosas Y.

violetas. En Europa, los pétalos de rosa y menta fucron incluidos en platillos dulcos. La cocma ambc

utiliza la alcaparra, los pétalos de rosas, la flor de azahar. Con la flor del mastuerzo o la capuchmaf'

originarin de Peri. sc claboran ensaladas, acompaiando cames y en hclados.,Hoyr en - din’las’

mexicanisimas flores nochebucna y cempaxuchitl se usan en sopas y
(83}

muchas flores se utilizan en una variedad de platillos y postres.

Actualmente con cl alto indice de poblacién que existe en ¢l pais y.la creciente dcma}igia de -

alimentos. tanto para la poblacién humana, como para los animales domésticos™ han éstimulado la

investigacién para aprender miis sobre la explotacion de  recursos naturales como son: las plantas

silvestres. R
La mayor parte de la tradicion culinaria mexicana ha pl-l'SlSlldO no obstnntc la scnc dc cambios

como

histéricos y ambientales ocurridos en diversas regiones del . pais En '
Hidalgo, Chiapas y Pucbla por lo menos, se incluye tmdncnonalmcmc en su~d1cm alguna'o nlgunas de

las flores silvestres como por cjemplo la flor de yuca o izote; la ﬂor dc rﬁagucy llamnda gualungo o

el colorin o pichoco entre otras,

Por todo lo anterior cste trabajo pr ! ,dar»‘a' “¢l;,valor  nutrimental dc cstas flores
comestibles y ampliar la informacién de algunas otras varicdades que. ya han sido estudiadas, y saber
su aportacién de nutrir >s en la ali i6n de una poblacion cada vez mas creciente en todas las

latitudes y en particular en ¢l pais.
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Conocer ¢l valor nutrimental de algunas' flores comestibles mexicanas que son

< idas como ali > en diferentes regiones del pais.

Objetivos Especificos.

Evaluar la composicion de las flores comestibles e¢n estudio. por medio del  analisis
dad. Ceni. Proteina, Grasa

proximal e¢n el cual se incluyen las determi i de H
cruda, Fibra cruda ¢ Hidratos de carbono asimilables por diferencia.

- Dcterminar fa pr ia de sust téxicas, asi como factores antinutricionales dec las

flores estudiadas

ensables de la fr idn proteini de

- Decterminar la composicion de aminodcidos indisp

cuando menos tres de las flores estudiadas,




ANTECEDENTES

ANTECEDENTES
1. Flores Comestibles

En México existen costumbres muy arraigadas que han logrado sobrevivir a través del tiempo como por
gjemplo, los indigenas comian principalmente: la flor de calabaza o ayexdchirl, la flor de izefe o yuca: Ia
flor del magucy llamada gualungo: la flor de la biznaga que al fructificar es Hamada borrachita; flor del
nopal napalxochitll o pocha: la flor del tule o espadaiia, flor del frijol y la de colorin o pichoceo: cl

cacaoxochitl o flor del cacao usada en la bebida |l da s qui © csp de cacao y la orejucla o

ucinacazrli. Muchas de ellas se sigucn utilizando como alimento. .
La llegada de los curopeos influyo en ¢l uso de otros géneros de flores como las rosas,la bugambilia, ¢!

crisantemo, ¢l azahar, entre otras.
Se han realizado algunos estudios de flores comestibles, sin embargo, muchas faltan por ser estudiadas y

también otras varicdades muestran diferencias ¢en sus  composiciones. A continuacién se harda una

descripeion botanica, y algunos usos de las flores en estudio.

1.1 Erythrina americana FAMILIA: FABACEA E(LEGUMINOSAE)

NOMBRE(S) COMUN(ES): Zompantle, Colorin, pito, patol, pichoco.

DESCRIPCION: Arbol de hasta 10 m de alto; corteza rugosa, corchuda, de color amarillento a gris-
foliad. con espi largame: pecioladas. alternas;

amarillento, armada con espinas: hojas grandes, tri
foliolos 3, anchos y grandges, glabros o casi glabros, deltoide-ovados, ¢l central mas grande que los laterales,
idales, terminal, rojas, alargadas,

hasta 14 em de longitud, 13 cm dec ancho; flores en raci pi
; ¢l fruto es una vaina, muy contraida cntre semilla y semilla, éstas de

zigomorfas. apretad 1te disy
color rojo. Floracion y fructificaciéon dc dicicmbre a abril o mayo. El géncro Enyrhrina caribaea, es muy

parccido a la Erythrina americana, la Gnica diferencia cs el habitat de cada una ya que ¢l género caribaca
cs de zonas mas bajas que ¢l valle de México, ademas de ser un hibrido que no da fruto.

uUsos

Agricola: usada como cerca viva y ¢n algunas regiones se cultiva como planta de sombra en plantaciones
de cacao y café.

das como compleme alimenticio.

Comestible: Las flores hervidas y guisadas son muy apreci
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Medicinnl: La semilla molida cura ¢! dolor de muclas. presenta propiedades narcéticas, las hojas en
infusion se utilizan para aliviar las molestias de la crisipela, actuando también como antipirético, como

d: s. Analisis quimicos de Ia Zrythrina mostraron. que de los 30

antivaricosa, como hipnético y
alcaloides obtenidos de la planta, los mas activos son Ia alfa v beta eritroidina, compuestos que 'se absorben
por via oral. Estos productos han cncontrado diversas aplicaciones clinicas, tanto cn el cdxlfrol de las
ion p Ssi 'quyc permite

convulsiones ténico-cronicas como, principalmente, ¢n la medi

relajar la pared muscular abdominal y facilitar cl trabajo de cirugia

1.2 Arbutus xalapensis HBK FAMILIA: ERICACEAE

NOMBRE(S) COMUN(ES): Flor d¢ madroiio, manzanita.

DESCRIPCION: Arbol perennifolio, de 3 a 25m de alto: corteza rojiza, lustrosa y exfoliante en laminas, a
veees dejando ¢l tronco desnudo; ramillas jovenes tomentosas con pequeiios pelos glandulares: peciolos de
: hojas clipticas. ovaladas. oblongas a lanceoladas; ascrradas,

2 a3 cm de largo, put a glabres
ocasionalmente enteras, de 5 a 14 em de largo; de 3 a6 cm de anclio, dpice redondeado, agudo o
acuminado. base obtusa a cordada. raramente oblicua: haz hirsuto, con pubescencia blanquecina en la

o esparcid: cnte

nervadura central, a veces glabro. con frecuencia rojizo: envés aterciopelado-pub
hirsuto; paniculas de 3 a 10 em de largo. de muchas flores. raquis v ramillas densamente tomentosas. a
veces con pequeiios y escasos pelos glandulares: pedicelos de 6 a9 mm de largo, de 2.2 a 3.2 mm de
ancho, ciliadas: bracteolas en Ia base del pedicelo. de 1.5 a 3.2 mm de largo, lanceoladas a elipticas.
opucstas, ciliadas: I6bulos del ciliz libres. ovado-deltoides. de 2 a 3 mim de largo: dc 1.7 a 2 mm de ancho,
agudos a acuminados, rojizos, amarillentos o verdosos, eseasamente ciliados: corola urceolada, blanco-

amarillenta, de 8 a 10 mun de largo, de 5 a 8 mm de ancho, glabra por fucra, pubescente a pilosa por dentro;

cstambres 10, filamentos de 2.5 a 3 mm de largo, ensanchados de la base, de s [}
pardo-amarillentas, de 1.3 a 1.7 mm de largo, de 0.7 a 0.9 mm de ancho, glabras; ovario papiloso,
densamente tomentoso a glabro; estilo columnar, glabro, de 2.5 a 4.5 mm de largo, cstigma capitado: fruto
papiloso de color anaranjado a pardo-rojizo, de 4 a 10 mm de didmetro; semillas pardo amarillentas. de 1.5
a 3 mm de largo, fusiformes, reticuladas. Especie de comportamiento bimodal, con dos maximos de caida
de hoja al afio; ¢l mayor de agosto a octubre y otro mis pequeiio de diciecmbre a encro. El primer pico de
caida coincide con Ia época de Nuvias.Floracién y fructificacion en marzo y abril.

Usos:

Avrtesanal: Su principal producto ¢s la madera, muy apreciada para la fabricacion de artesanias.

Forrajera: También sc utiliza como alimento de aves en cautiverio.
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cocimicnto de la flor se emplea en medicina casera como

Medicinal; La infusién que sc obtience ‘del
astringente en casos de diarrea *'

1.3 Euphorbia radians benth F_AMIL[A: EUPHORBIACEAE

NOMBRE(S) COMUN(ES): - Flor dc cuaresma , colccims

DESCRIPCION : Planta herbicea de 10-15 cm. Con JULO lLCllOS raiz proﬁmda » tubcrosa: hojas
lincares, apéndices de las gliandulas blancos o con tinte rosado, f‘ruto con capsula trlanbular. Floracion cntre

marzo y abril.

USOS:

Forrajera: Algunas espccics de la familia EUPHORBIACEA‘E, s¢-usan ‘como- ali o par.cl do
cerril, f LR F
Medicinal: La planta hervida se utiliza para, haccr buchcs para el mal dc boca S:. toma para afecciones dcl .

higado y sc aplica en lavados en heridas.

Ornamental : En algunos lugares sc cultiva como plama de sombl'l y omato t..n parqucs yJardlm.s por la
belleza de sus flores blancas y por lo atractivo de sus frulos. ‘ il :

1. 4 Yucca filifera chabaud : FAM]LIA:”LIL[“ACEAE

NOMBRE(S) COMUN(ES): Palmita, Palma, izote

DESCRIPCION: Planta arborescente, solitaria o creciendo en grupoﬁ: tallos de ] a 4.5 m de¢ largo,
semcjando troncos crectos con 1 a 5 ramas cortas o raramente Sin ramas, cabezucla de hojas grandes,
simétrica: hojas de 3 a 9.5 dm de largo, de 4 a- 25 mm de ancho, lincares, planoconvexas o plano-quilladas,
rigidamente divergentes, flexibles, verde palidas, margenes de las hojas blancos o verde
escapo de 2 a 3 m dec largo, robusto.

cstriadas.,
blanquecinos. que pronto se vuclven finamente filiferos;
principalimente de 25 a 65 mm de diametro, raramente de 12 cm de
follaje; panicula de 5 a 35 dm de largo, de 3 a 6 dm de didmcetro. con 20 a 45 ramillas, clipsoidal o mucho

mas amplia hacia ¢l centro; flores numerosas, campanuladas o un poco globosas, blancas o de color crema,

diametro, ¢ licndo bl ite ¢l

raramente verdosas o teiiidas de rosado; segmentos det perianto estrecha o ampliamente-elipticos u ovados,
agudos; sépalos de 32 a 57 mm de largo, de 15 a 27 mm de ancho; pétalos de 35 a 57 mm de largo, dc 2 a
3.5 cm de ancho; filamentos de 1.6-3 cm de largo, delgados; pistilo de 22 a 32 mm de largo; ovario de 6 a
10 mm de diametro, delgado, blanco o verde palido, cilindrico-oblongo, mucronado., comdnmente
simétrico. raramente constrefiido; semillas de 14 mm en su diametro mayor, finas, dec color negro opaco,
con un ala marginal amplia. La Floracién aparece después de abril, pero inicamente entre marzo y abril se

recolectan los botones.
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USOS : .
Especic importante en cl pastorco cerril. Algunas otras especics de esta familia como la Yucca periculosa

hacker, Yucca b

torr. Ticnen botones florales que son bastante agradables al paladar y tambicn son

nutritivos. Los dpices ticrnos de los tallos son asados y son comestibles. (14-17)

1.5 Agave salmiana FAMILIA: AMARILIDACEAS
NOMBRE(S) COMUN(ES): Magucy

DESCRIPCION: Plantas de tamaiio medio a grande, con grucsos tallos cortos, svurculosavs, formando
rosetas masivas, de 1.5-2 m de alto v frecuentemente ¢l doble de ancho, hojas de 1-2 m de largo, 20-35
cm de ancho; muy grucsas en la base. verdes a glauco- grisaceas, ¢l apice acuminado algo sigmoidal curvo
(hacia afucra); margen repando. algunas veces mamilado; dientes grandes cerca de la mitad de [a lamina, de
5-10 mm dc largo, de 3-3 cm apartados unos dc otros: espina terminal robusta, subulada, de 5-10 em de
largo, largamente decurrente: inflorescencia robusta. de 7-8 m de alto. ¢l pedinculo cubicrto con bracteas
imbricadas carnosas: panicula amplia. con 15-20 umbclas grandes: flores de 8-11 cm de largo, grucsas-
camosas, amarillas: ovario verde. de 3-6 cm de largo: tubo funcliforme, de 21-24 mm de profundidad, 20
mm dc ancho: lébulos desiguales, rizados hacia el interior en la antesis, los externos de 21-25 mm de largo,
los interno de 2-3 mm, con una quilla camosa; fruto de 5.5-7 cm de largo, cerea de 2 em de diametro;
semillas de 8 a 9 mm de largo. de 6 a 7 mm de diametro, lacriformes, negras. La Floracién c¢s una séla vez

cn la vida después de 7 aifios de vida de un agave y la recoleccion de los botones es entre los meses de

marzo y abril.

USOSs:
Bebidas alcohdlicas: Se cultiva para obtener aguamiel (Jnl‘.).

Comestible: De la planta de magucy, muchos campesinos claboran “quiote” asado que al chuparse

proporciona un dulce y refrescante jugo. La flor de magucey ¢s cocida y capeada con huevo. =2




ANTECEDENTES

1. 6. Aloevera FAMILIA: LILIACEAE

NOMBRE(S) COMUN(ES): Sibila

DESCRIPCION : Acaulescente o con tallos de 30-50 cm de largo y de 4-8 cm de diametro, proliferos
desde [a base, frecuentemente formando largas colonias: hojas cn rosctas densas, extendidas o ascendentes,
un jugo colorcado acuoso amargo, un tanto glaucas, a veces moteadas

muy carnosas y turgentes con
planas por encima, convexas por debajo, largo-atenuadas, hasta de 40-50 cm de

cuando son jovenes, casi
largo y 6-8 cm de ancho en la basc, los margenes con dicnies blanquecinos deltoides de 2-3 mm de largo v
de 1-1.5 em de separacion; inflorescencia glabra, simple o poco ramificada, ¢l pedinculo hasta de 60-90 cm
de alto, con unas pocas briacteas ovadas v ¢scariosas: racimo hasta de 50 em de largo, con muchas flores, las
flores amarillas, péndulas: bracteas florales ovadas, agudas, de 10-12 mim de largo. reflexas; pedicelosca. 5
em de largo. articulados en ¢l dpice, con las bricteas persistentes despuds de que caen las flores: perianto
2.5-3.3 ¢m de largo, subtrigono, cilindrico, los segmentos connados casi hasta la mitad. subagudos en ¢l
apice. 3-estrindos, verdosos en los margencs v en ¢l dpice; estambres apenas exsertos: ovario sésil: fruto

espumoso: semillas negras. La floracion se da en la época de lluvias. entre los meses de abril a junio.

USOSs:

Comestible : Por lo gencral la penca de la sabila  se usa en trozos, picado o ¢n polvo, s¢ puede preparar
retirando previamente la picl y las capas pegadas a c¢lla, que le dan un gusto amargo. Las flores aportan un
sabor muy refrescante a las ensaladas, en los tomates rellenos, en las tortillas, acompaiiando a la camne de
cerdo, con ¢l pescado, la ternem, ¢n las papas rellenas y con el pollo. SR

Sirve para preparar licores y vinos curativos y se puede afiadir ¢n algunas bc‘bfdas' ébnlﬁinhdas.

Medicinal: Conticne un latex usado como purgante, la pénea en fresco o :;sadh o cl jugo se aplican
Py por golp o5 uo-zn)’ B :

localmente en las infl iones prod

2. TOXICOS Y FACTORES ANTINUTRIMENTALES’

i y la alimentacion , lo constituye la tasa de

Un factor directamente relaci do con los
crecimiento de Ia blacién. En el bi dial los recursos alimenticios son cscasos. a pesar del

]

notorio aumento en la disponibilidad de ellos; es debide a que ¢l incremento ne ha ido aparcjado a Ia tasa de

crecimiento. ®® La anterior situacién se magnifica en paises en vias de desarrollo de América Latina. Africa

y ¢l medio Oriente; - ademds,  esta escasez se acentia en las poblaciones de menores  recursos
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ccondmicos. Varios expertos consideran que se tendria que cuadruplicar la prod ion dc alime: que
proporcionen proteina de origen animal, lo que en paisces pobres cs irrealizable, por lo que proponen como
una situacion mas viable, aumentar la produccion de alimentos de origen vegetal con un buen ccntuhido de
proteina. Licner y otros investigadores, consideran que una solucidn a corto plazo, consiste cn mcrcm:.nlnr
la produccién de oleaginosas, leguminosas y algunas flores silvestres. @1 "
En paises ¢n vias de desarrollo como México, debido a la gran biodiversidad de cspccicsAvégctalcs. o
planteamicnto anterior es factible: Sin embargo ¢s necesario conocer qué agentes toxicos o antinutﬁcionalcs
pueden estar presentes, y de esta mancra  poderlas proponer en prnm.r'\ instancia en almn.ma::lon ammal y .
postcrionnente como posible complemento en alimentacién humana. @ e )
Entre los principales toxicos y factores antinutricionales asociados a estas plantas y a muchas h.gummosas
lnhlbudorc.s d(. tripsina,

se encuentran: hemaglutininas, glucdsidos cianogénicos. pr cs de flatul

fitohemoaglutininas, saponinas, alcaloides. ¢n casos mas particulares pucde pr(.sc.nt_:xrsc»dlwcmnvc
(&2)) AT '

isouramilo (favismo), mimosina, canavanina ctc.

2.1Hemaglutininas Sy o

Las hemaglutininas se les conoce por su propicdad de aglutinar los critrocitos de la sangre humana o de
otros animales. La primera deseripeion de una fitohemaglutinina fue realizada por Stillmark en 1839

uwtilizando semillas de ricino, observando que algunas proteinas de esta semilla eran capaces de aglutinar la

sangre. Posteriormente se detectd que esta actividad podria ser inactivada térmi . Estas prc
tienen especificidad por hidratos de carbono complegjos, como los que forman parte de la estructura de las

membranas celulares. %

Las fitohemaglutininas son protcinas mas especificamente glico-protcinas que ticne la capacidad  de
aglutinar los eritrocitos en una forma similar a los anticuerpos, ¢ incluso manifiestan una marcada
especificidad, ademas de tuna alta sensibilidad hacia cicrtos glébulos rojos. Precisamente debido a la
especificidad de ciertas hemaglutininas hacia determinados eritrocitos, Boyd y Shapleigh las denominaron
con ¢l término de “fectinas™ (del latin legere = ¢legir), €l cual ¢s usado por algunos autores como sinénimo
@

de este tipo de compucstos.

Las hemaglutininas han sido encontradas e¢n una amplia varicdad de plantas y ¢n diferentes partes de clla.
La primera que se reconocid con las caracteristicas antes descritas, fue la ricina de la semilla de ricino
(Ricinus ¢l is) la cual adicional ¢s de las protei mas toxicas, con un DL« de 0.5 my/Kg en

ratén por via intraperitoneal; no obstante desde ¢l punto de vista alimenticio, ¢! grupo de lectinas de mayor
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v actual ¢l de 1 pecies de tlores

interés se encuentra en las semillas de 1
silvestres, ¥ quicnes iniciaron su estudio fueron Landestciner y Raubitshek en 1908, @°37

Un método para poder detectar la presencia de este tipo de sustancias, e¢s aprovechar la capacidad de

aglutinar los critrocitos de cicrta especic de animales, yva que el anterior fenomeno sc puede presentar en

altas diluciones con este tipo de glicoprotei Preci ¢l método de microtitulacion ¢s ¢l mis usado
p glicor

¥ ¢l tratamiento con tripsina o pronasa de los globulos rojos, mejora la sensibilidad del ensayo. &

La destoxificacion de los alimentos que conticnen hemaglutininas es por medio de tratamiento térmico, ya
cnsibles que los inhibidores de tripsina.

que son de origen proteinico, la mayoria de ellas son mucho mas
Sc manifiesta quc con los métodos tradicionales de cocimicnto cascro, se¢ pucde obtener una adecuada
cas; Sin e¢mbargo hay que resaltar que cuando no se inactivan

inactivaciéon de estas proteinas t
adecuadamente las lectinas, cl cfecto puede ser muy drastico; incluso en experimentacion animal se puede

presentar la muerte de los animales. Las lectinas se pueden considerar como autenticas enterotoxinas, a

diferencia de los inhibidores de tripsina, los cuales se pueden clasificar como agentes antinutricionales, ©%

2.2 Glucésidos Cinnogé

El cianuro (CN’) en cantidad dc trazas, esta ampliamente distribuido en las plantas, cn donde se encucntra
id i ni son 2 que producen acido

principalinente en forma de glucosido, los gl
cianhidrico (HCN) por tratamicnto de un dcido o con enzimas hidroliticas apropiadas. ademas es la forma

cn que el cianuro se encuentra  distribuido cn el reino vegetal. Estos glucésidos pucden contener en su
molécula un monosacarido gencralmente glucosa o disaciaridos como gentobiosa.

En la naturaleza se estima que hay mias de 100 especies que conticnen glucdsidos cianogénicos v no
1 sstibles para

exclusivamente asociados a leguminosas, sino también se presenta en al p

humanos o ganado. El material biolégico al ser maccrado o dafiado puede liberar cianuro por
) 3u)

accion

enzimitica. generalmente siendo ia resp ble la B—glucc
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Tablal, CONTENIDO DIE HCN DE ALGUNAS PLANTAS

Frijol (Phascaolus lunatis) 144 - 167,0
Sorgo (oscuro) 250,0
Yuca (Monihor wtillissima) 113,0
Linaza 53,0
Chicharo (?ixum sativiem) 2.3

snerado por fa hidrélisis  enzimitica, acttia a nivel

El glucdsido no es toxico por si mismo, pero ¢l HCN g
de citocromo oxidasa: ¢s decir que es un potente inhibidor de la cadena respiratoria.. La DLso det HCN,
administrado oralmente es 0,5 — 3.5 mg / kg. Causa problemas de anoxia histotdxica. Por lo tanto scria
suficiente. segun el cuadro anterior ingerir 100g  de una scmilla cruda para tener coscecuencias fatales
especialmente para nifios v ancianos. ©® Otras semillas de frutas que conticnen CN° son: almendras,
semillas de: duraznos. cerezas, ciruclas. manzanas, cte. Diferentes plantas también poscen glucosidos
cianogénicos como bambi, sorgo, soya. yuca. ¢tc. La manera de expresar la concentracién de estos factores
toxicos ¢n las plantas quc los conticnen, ¢s a través del HCN liberado de cllos, donde ¢s de suma
importancia la accién de la B—glucosidasa. ©n

Sc han desarrollado métodos donde se ticne que adicionar la enzima que hidroliza a cste tipo de glucésido,
no obstante quc la misma planta tenga su propia enzima, csto con ¢l fin de realizar una adecuada
calificacién de estos toxicos. @ Sin embargo, Ia actividad y  sensibilidad de 1a respectiva enzima es muy

variable,

2.3 Inhibidores de tripsina

Los inhibidores de protcasas son muy frecuentes cn la alimentacion  humana. los cuales inhiben los

sistemas cnzimdticos de sus depredadores (microor i o ), o ticnen una funcién reguladora,

interviniendo en el proceso de autorregulacion proteolitica o de al icnto cn ¢l or ismo quc los

oSS CON __
) FALLA DE ORIGEN
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conticne. La primera sustancia c¢studiada de este tipo, fue un inhibidor de tripsina aislado del pancreas de

un ternero, que protege a dicho érgano de sus propias cnzimas proteoliticas.
1, pr inhibidores de pr ; sin embargo. ¢s de

Gran parte de los alimentos de origen
inhibidores de tripsina ¢n alimentos de origen vegetal. en donde la

destacar la amplia pr ia de los
mayor proporcién sc manifiesta en Ia semilla . Cabe mencionar que los

inhibidores de pr mas
cstudindos son los que actuan sobre la tripsina, ya que ¢s una enzima digestiva de gran imporancia en la

digestion de los monogistricos como ¢l hombre. Estas proteinas han sido aisladas de diferentes plantas o
(33

animales, entre las mds importantes estan las de soya, papa y del ovomucoide de los huevos de aves.

Los Inhibidores de proteasa son proteinas que ticnen la propicdad de inhibir las enzimas respectivas in
vitro , generalmente en una relacién 1:1 molar, por lo cual csta propiedad se aprovecha para poder
identificarlos una vez que son extraidos del material biolégico. Al respecto cabe mencionar que para el easo
de la identificacion de los inhibidores de tripsina, la enzima que mas se ha utilizado corresponde a la
extraida del pancreas de bovino y porcino. Kakade y colaboradores . son los investigadores cl;uc' mas han
> una mctodologia estandarizada, usando un sustrato

trabajado al respecto, quicnes incluso han prop
sintético para que los datos obtenidos en diferentes lab orios pucdan scr equiparables. ©%

La importancia de conocer este tipo de factores antinutricionales, ha hecho que se busque su presencia cn

otros alimentos como por cjemplo ¢l amaranto (Amaranthus hypochondriacus) donde sc enconud que el
inhibitorio. después de - cal lo

inhibidor cs relativamente termoestable. ya que retuvo 20% de su poder
durantc 7 horas a 100°C. ©® Otro egjemplo de inhibidores de tripsina termocstables. serian algunas especics
dcl género Ervthrina, donde se reporta hasta un 80% de actividad antitripsica, despuds de un: tratamiento

térmico. ©7

2.4 Saponinas

Son glucésidos ¢n los cuales una cadena de azicares esta unida a una aglicona o sapogenina puede ser un
alcohol o fenol, de estructuras complejas de tipo esteroidal o triterpenoide.

Las saponinas s¢ encuentran ampliamente distribuidas cn el reino vegetal {(en hojas, tallos y flores) 3 hasta
1a fecha se les han identificado al menos en 400 especies pertenecicndo a mas de 80 familias diferentes.

Entre las plantas mis comunes que contiencen saponinas se incluyen espinacas. betabel, esparragos. soya,

alfalfa, agaves, ctc.
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Las propicdades. que ‘caracterizan a ¢stos compuestos son: sabor amargo, forman espuma en soluciones
acuosas, henolizan eritrocitos, son muy toxicos para los peces y anfibios y forman compucstos con c¢l
colesterol y otros hidroxiesteroides.

Como algunas saponinas inhiben ¢l crecimicnto de cicrtos microorganismos’ y protozoarios patégenos sc
i s de deft de las pl Es posible que las saponinas scan

piensa que constituyen uno dec los
material de reserva. Esto explicaria su presencia en las partes reproductoras de algunas plantas como ¢l
darbol Joshua, Yuca brevifolia (scmillas) v otra especies de Yuca y Agave. Sc conocen saponinas

esteroidales, localizadas cn las monocotiledéneas (lilea , amarilida y dioscored ) v otras tantas

g

| en dicotil

saponinas triterpenoides, aisladas princig

Varias propicdades antinutricionales y fisiolégicas s¢ han atribuido a las saponinas como: Inhibir cl

i i 3%)

d 1 de huevo, flatul enr

crecimiento de pollos, deprimen la pr

En la actualidad se ha realizado un notable incr en el conc > de este tipo de compucstos,

porque aparte de que manifiestan cicrtas propicdades toxicas, también se les ha asignado cualidades
tecnoldgicas y medicinales. ®”  La actividad hemolitica ¢s contrarrestada por el plasma sanguineo o bien
por ¢l colesterol, dejando en duda si son realmente toxicos in vive, ya que hay varias cvidencias de que al
ser ingeridas por via oral no presentan problemas, dejando su poder hemolitico a estudios in vitro "

luso hay contradicciones al respecto, lo que si ha sido demostrado

Hasta ¢l momento esta en di ion e i
es que la presencia de estos glucosidos en las plantas que los conticnen, le conficren de cicrta proteccion
hacia ¢l ataque de microorganismos ¢ incluso de inscctos. "  Algunos cxtractos de saponinas como
zarzaparrilla o Quillaga saponaria, son permitidos como aditivos para alimentos en: Australia, Gran Bretaiia
v Estados Unidos. Sin embargo cn otros paiscs esta prohibido. La dosis letal varia de 2500-3000 mg / Kg.©™
La toxicidad normalmente crea lesiones gastrointestinales v si pasan a la corriente sanguinea pucden
hemolizar las células de los glébulos rojos, pueden producir fallas en Ia respiracion , convulsiones y coma.

Se han estudiado los cefectos que las saponinas ticnen sobre los niveles de colesterol en sangre. Algunos
estudios demuestran que las saponinas forman un complejo insoluble con cl colesterol que en ¢l intestino
previene su absorcién y por lo tanto disminuye los niveles de colesterol en plasma. Esto ¢s contradictorio ya
que la disminucion de colesterol se ha probado con saponinas que no forman complejos con esteroles. La
mgjor explicacion cs que una di¢ta con saponinas induce la adsorcion de los dcidos biliarcs sobre la fibra de
la dicta, por eso es la disminucion de colesterol con muchos alimento de origen vegetal, %

Referente al proceso de eliminacion de estos compuestos. hasta ¢l momento no hay mucho al respecto ya

que ¢l efecto toxico de estas sustancias todavia csta en discusion. No obstante, de acuerdo a su naturaleza

glucosidica. ¢l método de climinacidn seria por extraccion con disolventes polares. ©%
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2.5 Alealoides

La palabra alcaloide se deriva del término “aleali’” usado originalmente para dcséribir dn grubo dc bascs de
origen vegetal. Los .xlcalondcs constituyen un grupo de compucstos de ustructura compluja con un atomo de
nitrégeno mvolucrado en’un heterociclo, este nitrégeno actia como base y r:_sulum du interés porqm. se ha

encontrado que presenta actividad farmacolégica, fisiologica y ps:colo&,lca s:&nlfca va on humanos v

animales.

Sc¢ encucntran distribuidos en diversas familias de plantas y en varias partes dz, t.llas como lns s

hinad.

‘con . n.a'

raices, hojas frutos y corteza, en forma de sales de acidos orgdnicos,
y glucosa) o en forma de ésteres de dcidos. Es comun observar qu(. la compo

galactosa
alcaloides puede variar con las condiciones ambientales como son, ¢l nivel dc nutrlmt_ntos cn la tu.rra, el

tipo de ticrra, pH, altitud, drenaje v luz. %

Los alcaloides ticne pesos moleculares que varian entre 100 y 8900 g / mol; son sélidos cristalizables,

raramente colorcados. Son muy poco solubles en agua. solubles en disolventes organicos apolares o poco

polares y ¢n alcoholes. La nor latura de los alcaloides no ¢s muy cxacta, pero los que ticnen un anillo
heterociclico son fr nente | dos alcaluides verdaderos y los que no tienen csos anillos se {laman

protoalcalaides. Sus precursorcs son casi sicmpre aminodcidos: otras unidades multicarbonadas pueden ser

incorporadas ¢n la cstructura final de algunos alcaloides. Los alealoides. con o sin anillos, hcterociclicos

que no son derivados de aminoicidos son lamados / loalcalaides. 9

La funcion de los Alcaloides en plantas ¢s aun materia de controversia. sin embargo entre las funciones

que sc han sugerido estan:
>  Son productos nitrogenados de excrecion de plantas.
> Actuan como reserva de nitréogeno, pero hay poca evidencia de que sean utilizadas en condiciones

de deficiencia de éste.

>  Actian como reguladores del crecimicnto en particular como inhibidores de la germinacion.

>  Actian como sustancias protectoras, evitando ataques de animales o inscctos.
> Ayudan a mantener un balance iénico en virtud de su poder quelante | 4 49

Una dc las pl estudiadas reci c en ¢l laboratorio debido a su alto contenido de proteinas y

grasa e¢n las scmillas ha sido Ia especie Eryrhrina americana, en la cual s¢ encuentran alcaloides

17
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como tlpncos ya que cn muchas especics estudiadas por varios investigadores se duuoslro la pn.s‘.ncm de
roidina la mas abund (.mplr..ada como

crisodina, crisovina, a-critroidina y pB-critroidina; sicndo la B¢
relajante muscular., sin embargo la importancia de conocer la presencia de estos alcaloides radlca en que se
ha descrito que ticnen actividad curariforme |, ademis de ser anuconvuls:vos agentes, Iupuu.ns:vos ¢

hipoténicos y ancstésicos., “% 47

3. CALIDAD DE LAS PROTEINAS.

1i acion.”

3.1 Pr i y ios en Ia

Las proteinas ingeridas en la dicta, al ser dc&mdadas por anImas dc. ]
aminoacidos liberados scan absorbxdos por._ l..l orbnmsmo dondt.
circulatorio en los distintos tejidos para rcconstnur el pa(ron

I picl, mu lo, etc.. Es: por eso quc los. or

p
distintas.

do hay at wcia de

contenga: ¢s mas alto

requerimientos especificos de una especie dada.

1 J cn forma comparable a los hidratos de carbono o a la grasa. por lo que cs
ren todos los inodcidos indispensables juntos ¢n la dicta para lograr la éptima

Los inoicidos no se

io que se
utilizaciéon de los 20 aminoiacidos cn los proccsos fisioldgicos, de no ser asi, su ripido catabolismo

bal en el cc tdo de nitrégeno del organismo.

provocaria un d

La funcion primaria de las proteinas de Ia dicta es suministrar los aminoicidos para que ¢l organismo lleve

acabo los procesos de imi >, crecimiento, ion v lactancia. Si no existe aporte suficiente de

aminoicidos, de acuerdo a lo que cada organismo requicre, no se llevan acabo los procesos mencionados,

pues no habria material para cllo. Ademads, si los aminodcidos que estin presentes no se utilizan, son

eliminados, por no haber varicdad y cantidad suficiente del resto. ©%*%
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3.2 Aminoisicidos Indispensables,
Los aminoacidos indisy abl. son aquellos que ¢l org:
no sintctiza ¢n o absoluto (lisinag, isolcucina, leucina, valina, metionina, fenilalanina, treconina y triptofano:

no sintetiza a la velocidad suficiente o que

los infantes requicren ademas, de arginina ¢ histidina) para satisfacer las necesidades fisiologicas. Desde el
punto de vista nutricional, s¢ ha enfocado mas en ¢l requerimiento de aminoacidos indispensables  y los
la salud y» las ncecesidades

niveles propucstos son aquellos considerados ios para

fisiologicas de la mayor parte de individuos de un grupo de la poblacién.
Las protcinas que conticnen inodcidos indisp bles, en general, son consideradas como de alta calidad.
Calidad cs la utilidad de una proteina alimenticia para ¢l crecimiento y (N

> de sus tejidos.

3.3 Aminoscid

Los aminoicidos no indispensables son aquellos que son sintetizados por ¢l organismo. a partir de un
esquelcto de carbono y grupos amino de otros aminoicidos o compuestos simples de nitrogeno, v que por lo

cn la dicta (ho son necesarios como componcnte ¢n Ia dicta pero si lo son
49)

tanto no i estar pr
para ¢l organismo. pucs también de ellos depende ¢l funcionamiento fisiolégico). **

3.4 Eval ion qui de Ia calidad de Ia pr ina.

En términos quimicos, la calidad de¢ una proteina se evalda midiendo ¢l contenido de aminoacidos v

comparandolo con una proteina de referencia. El resultado de la comparacion, expresade como un

porcentaje. permite conocer 1a abundancia de cada uno de los aminoscidos indispensables en l1a proteina.
Generalmente la proteina de hucvo ¢s tomada como referencia. Aunque la organizacién de las naciones
c ion y agricultura (FAQO)., v Ia

N

unidas (ONU), a través del organi > respe de Ia ali
organizacion mundial de la salud (OMS/WHO - 1985), ha establecido un patrén con la cantidad de cada

aminoacido indispensable, por cada 100g de proteina (16 g de N), necesaria para ascgurar que los
(*0)

requerimientos de los seres humanos serin cubiertos (tabla 2).

En afios recientes, la OMS y la FAO han reccomendado que para lactantes, se utilice como patron leche
>s destinados a este scctor de la

humana (tabla 1), en Ia obiencién de la calificaciéon quimica de los

poblacién. "
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Tabla 2. Contenido de aminodcidos ' del patrén establecido por la FAO/OMS Rl 5’ de |LChL hum:\nn

(/16 g N

AMINOACIDO ml;rl;f\lr:lj\ ) LACTANTES s Cg:f:\';u_b ,  SULTOS . FA?;:: o
Isoleucing 3.0 4.6 2.8 R l3 s o 4.0
Leucina 8.5 9.3 6.6 B R '; ol A 7.0
Lisina 6.7 6.6 3.8 . N T 5.5
Azufrados™ .29 4.2 2.5 ’_‘f 17000 3.5
Aromaticos® 6.6 7.2 6.3 "I.9»~ w7 g 6.0
Treonina 4.4 4.3 3.4 e B B 4.0
Triptofano 1.7 1.7 1.1 '0.9 1.0
Valina 4.5 5.5 3.5 0.5 5.0

Histidina 2.5 2.6 1.9 hd he

YExpresado en g/ lr. pde mlro;.mu
nunidiad o

ndispenable para ndultos

En cuanto a la calidad de una proteina, se comprende que la proteina de un alimento que contenga todos los
aminoicidos indispensables tendra mas valor que otra que no contenga todos. Por otro lado. ¢s importante
conocer la cantidad de cada aminoicido. pues cuando ¢l organismo fabrica sus propias proteinas sélo podra

| de todos los aminoacidos necesarios, la fabricacion cesard

fabricarlas mientras disp
cn cuanto se acaba aquel del que hay menos. Dicho aminoicido indispensable que se encuentra en menor

conceitracion ¢n un alimento, relacionado con un patrén de referencia se llama aminoacido limitante. esta

relacion se define como  calificaciin quimica y esta determinada por la siguiente expresion:

CQ = mgde aminodcido ¢n_ i1 de proteina de prucba . X 100

mg de aminoidcido en g de proteina de referencia
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En general, sc considera que las proteinas de origen animal son de calidad superior a fas de origen vegetal.
Las protecinas de, , mejor calidad son aquellas con calificaciones quimicas’ cercanas 2 100 (la prolcixia de
huevo ticne una califieacion quimica -de - 100). Las proteinas de los cercales son dcﬁcicntcs en lisina
principalmente. en tanto que las proteinas de Ins_léguminosns lo son cn los aminoicidos azufrados: cistina y

metionina. %

Aunguc cl hecho de conocer la composicién de aminodcidos da cierta idea de la calidad di
ias (pr

c la protcin:'\; de un

alimento, deben considerarse otros factores, pucsto que bajo ciertas cir
antinutricionales y/o preparacion del alimento), los aminoicidos no estan disponibles para su absorcién en

¢l organismo.

en organismos a los que la proteina

La cvaluacion de la calidad de proteina se complementa con andli
ida ¥ de la forma en que serd consumida. LLos cnsayos bioldgicos empleados para determinar la

sera diri
calidad de una proteina estan basados en ¢l porcentaje del nitrégeno ingerido con la dicta que permancce en
¢l cucrpo para sintesis de proteinas estructurales v funcionales o ¢n la ganancia en peso como resultado de

la calidad de la proteina ingerida. <2
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1. Diagrama general de Ia Investigacion
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2. Recoleccion de las Muestras

Las primeras. scis muestras de flores fucron colectadas por la Bidloga Myrna Mendoza Cruz

clasificadas por ¢l
UNAM.

M en C Francisco Alberto Basurto Peiia pertencciente al jardin botanico de la

La séptima muestra (colorin) fue colectada en los jardines de ciudad universitaria,

Tabla 3. Nombre cientifico y lugar de recoleceion de las 7 mucstras.

NOMBRE CONMLUN

NONMHBRE CIENTIFEC O

LUGARDE RFCOL FCCION

Flor de Magucy?

Flor d¢ Madroiio

Flor de Paima

Flor dc Cuaresma

Flor de Sabila

Flor de Gasparito

Flor de Colorin

Agave salmiana (Otto ex Salm-Dyek)

Arburies xalapensis HBK
Yucca filifera (chabaud)
Euplmrhiq raditmxr (hently)
Aloe vera
E{ylhrléa carlbcq (Knlk:g{f‘ & Barneb, y) )

‘Elj’lh"'iha americana

Moercado de Tulancingo
Hidalgo

Mercado de Tulancingo
Hidalgo

Mercado de Tulancingo
La barranca
Hidalgo
“Meréado de Tulancingo
Toossv Hidalgo

: Mercado de Tulancingo
- Hidalgo

- Mercado de Zacapoaxtla
Traida de Xilitla
Pucbla

Cd. Universitaria
Facultad de Quimica (UNAM)
D.F.

1. También sc estudiaron los estambres de la flor.
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3. Acondicionamiento de las muestras

Las mucstras fucron recibidas ya sceas (sceadas al sol) excepto la muestrea de Ervehrina americana
recolectada en CU, las mucestras sccas s¢ molicron  ¢n un molino Thomas-Wiley:, con malla dn. l mm de

diametro. la muestra molida se guardo cn recipientes bien cerrados.

4. Materianles y Métodos

Se realizo ¢l andlisis proximal de las muestras scguido por los métodos descritos por ln AOAC 1995, &9
* D ninacion de humedad analiticn

Fundamento

Sc basa en la pt.rdlda de agua de la mucestra por efecto de la u.mpt.ralumA Es mdlspl..nsablt. conocer la

Material / Reactivos

. Estufa de vacio

> Balanza analitica
. Desceador

» Pesafiltros

Procedimiento.

Pesar de 2-3 g de muestra preparada en un pesafiltro con tapa. que ha sido previamente  puesto a peso
constante a 130° * 3°C. Sccar la mucestra a la estufa a 100° = 3°C con la tapa del pesafiltro a un lado las
horas que sea necesario hasta que dos pesadas sucesivas no registren diferencia de 0.0001 g. Retirar de la

estufa, tapar. dejar enfriar en desceador ¥ pesar tan pronto como se equilibre con la temperatura ambiente.

culos:

%% Humedad = A -BX 100
C

Peso pesafiltro mas muestra
B = Pc¢so pusafiltro mas muestra despucs de secar a la estufa
C = Pe¢so de muestra en gramos
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Cenizas

Fundamento.,
Las cenizas incluyen todos los compuestos inorgdnicos fijos de la mucstra, tanto los originales como los
incincrarse una muestra sc logra  la - destruccion - de - la “materia organica,

de contaminacién. © Al
obteniéndolas asi como residuos; los cuales se pueden cuantificar.

Materinl / Reactivos

. Mufla

. Balanza analitica

. Parrillas de incineracion
. Crisoles de porcelana

. Desceador

Procedimiento, R

Pesar aproximadamente 3 a 5 g de muestra en un crisol (la muestra no debe sobrepasar la ¥z del crisol)
previamente pucsto a peso constante después de meterlo a la mufla a 550°C . Calcinar la mucestra. para
cllo carbonizar primcere con mechero hasta que no se desprendan humos y meter a la mufla cuidando que
Ia temperatura no pase de 350°C  para cvitar que los cloruros se volatilicen. Se suspende el calentamicnto
cuando las cenizas estén blaneas o grises. aproximadamente 3 a 4 h. (si s¢ observan puntos negros. se

humedecen con unas gotas de apua destilada . s¢ sccan en la estufa a 130°C y sc vuelven a calcinar).

Enfriar cn desccador v pesar,

Ciilculos
% Cenizas =  (peso crisol con cenizas — peso crisol vacio) x 100
peso de muestra en gramos
* Grasa cruda
Fundamento

Esta determinacion se basa cn la solubilidad de vlas grasas cn compucestos no polares como ¢l éter ctilico,
de petroleo. cte. . el cual se calienta ]msk.\ que se volatilice 3 al hacer contacto con la superficic fria

(refrigerante) se condensa y pasa a través de la muestra arrastrando uo las sut i tubles.

Materinl / Renctivos
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»  Aparato de extraceion Goldfish
*  Cartuchos de celulosa

*  Vasos dc borde csmerilado

*  Estufa de vacio

» Balanza analitica

. Desecador

> Eter de Petréleo

Procedimiento.

Poner un vaso Goldfish a peso constante a 100°C enfriar ¥ pesar. :
Pesar en un cartucho de’cehilosa 4-5 g de muestra, tapar con algodén y colocarlo en un 'sos(c_ncdor ]
recipiente con ¢l fondo perforado. Por otro lado en ¢l vaso ya pusado se ponen aproxih\:‘ldqn{cnté 30 ml
de ¢ter de petrdleo y se coloca en ¢l aparato de Goldfish mediante un anillo de_ fierro con 'cmpa;:;uc de
hule. Se sube la parritla dando medio giro para un lado » después para el otro. Calentar 4 horas v
comprobar que la extraccion haya sido completa (hasta que ¢l solvente este libre de gi‘ixsa).' Alvﬁnal‘izjf s¢
cambia ¢! sostencdor con ¢l cartucho por otro recipiente cerrado sin perforacion ‘y se vuelve a calentar
para recuperar ¢l dter. Al evaporarse totalmente el éter del vaso. éste se quita del aparato y se mct-c 30

minutos a la cstufa, se enfria en ¢l desecador y sc pesa.

Cilculos.
» Grasa Cruda = (peso vaso con extracto — peso vaso vacio) x 100
peso de muestra en gramos
Fibra Cruda
Fundamento .

La fibra cruda cs la fraccion organica de la muestra que resiste un tratamiento alternado de acido

¢ de este residuo ¢s ¢l hidrato de carbono

sulfirico ¥ sosa hirvientes al 1.23%. El comy > mis at
cclulosa y en menos cantidades | icelulosa, ligni ¥ pente
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Material / Reactivas

. Vasos de Berzelius de 600 ml
Aparato de digestion

Estufa de vacio

Mufla .

Crisoles de porcelana

Filtro dc lino

Desceador

Balanza analitica

Solucidn de H2S0s al 1.25%
Solucién de NaOH al 1.25%
Antiespumante

»  Alcohol ctilico

D I T T,

Procedimiento.
Pesar 4 g de muestra desengrasada y scea (se utiliza la muestra que quedd en ¢l cartucho de la
determinacion de grasa cruda). Colocar la muestra en ¢l vaso digestor. afiadir 0.5g de silicato de aluminio,

200 ml de solucion de acido sulfitrico al 1.25% (0.235N) hirviente ¥ antiespumante.
r a hervir antes de 1 min.). hervir a reflujo durante 30 lmn Rotando
" Filtrar ¢n un

Calentar de i diato (dcbe P
¢l vaso de vez en cuando para incorporar las particulas que se pegan en la pared dt.l \vaso.
embudo buchner , usando vacio y lavar con 4 porciones de 50 ml de agua . El residuo que quedo en el
filtro sc pasa por medio dc una cspitula al vaso digestor ya limpio y se repite la operacion ::611‘20() ml de
De: s de hervir a reflujo los 30min1|tos, se filtra

NaOH al 1.25%, (0.313N) hirvicote y anticsp
sobre ¢l mismo embudo buchner , sc lava con 25 ml de acudo sul(urlco al t 2:‘/- y con tn.s porclom.s de

50 ml de agua caliente y finalmente con 25 ml de alcohol. )
se filtra ‘sobre un

Pasar cuantitativamente ¢l residuo a un vaso de pn..cnpnados lav:mdo con a;_,ua

crisol gooch que lleva una delgada capa de asbesto y que ha sido c:\lcmado dumnn. tha 600°C El crisol
pc..snr ngvar a l:\ muﬂn vy calcinar a

sooch con ¢l residuo se lleva a la estufa a 130°C *2°C enfriar

600°C durante 30 min., enfriar y pesar,

Cialculos.

% Fibra = A-BX 100
C

= Peso del gooch mas fibra después de 2 h a $30°C
= Peso del gooch con cenizas despudés de calcinar 30 min. A 550°C
Peso de la muestra original en gramos (corregir ¢l peso de la muestra desengrasada de acuerdo al %

de grasa cruda encontrado).
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* Proteina Cruda

Fundarmento

A pesar de que ¢l método Kjeldahl se ha automatizado ¢l tundamento siguc sicndo ¢l mismo: s¢ basa cn la
combustidén en hiimedo de la muestra por calentamicento con acido sulfiirico concentrado para reducir ¢l
nitrégeno orgdnico de la muestra hasta amoniaco. ¢l cual queda en la solucién en forma de sulfato de

amonio debido a que en la mezela de reaccion siempre hay un exceso acido.

Matcria organica + H.SO; = CO: + H:0 + (NH.),;S0,

Sc¢ ha logrado reducir ¢l tiempo de digestion mediante la adicidn de sulfato de sodio o de potasio,
los cuales clevan la temperatura de digestion. La adicion de peroxido acelera la digestion y reduce la

formacion dc esp . El > obtenido después de la digestion es liberado por destilaciéon por la

accién de un aleali ¥ atrapado en dcido valorado para su posterior titulacion dcido-base,

NHLHSO, + 2 NaOH Na;S0O;+ 2 NH; + H.0
NH; + H:BO; —_— NH.BO: + H,O

NaOH

NHLBO: + HCI —+ NH.CI+ H.:BO:

Equipo.

-Digestor TECATOR. modclo ab-20/40,

-Equipo automitico para determinacién de proteina Auto Analyzer Kjeltee, modelo 1030,
-Tubos de digestion TECATOR de 75 ml.

~Balanza analitica.

Reactivos.

-Peroxido de hidrogeno al 30%.

-Sulfato dv potasio (R.A).

-Solucion de NaOH al 36%.

~Solucion de HC) 0.01 N valorada.

-Meczcla digestiva (a).

-Solucion de dcido bérico con indicadores (b).

(a) Disolver 3 g de sulfato de cobre (CuSO4-53H:0) en 20 mi de agua destilada, a continuacion sc
agrega 50 mi de dcido ortofosforico (HaPO4) ¥ una vez que este bien disuelta la sal, se adiciona
con mucho cuidado y resbalando por la pared del recipicnte 430 ml de dcido sulfurico

concentrado.
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(b) Sc pesan 5 g de acido bdrico v sc coloca en un matraz aforado de | litro, s¢ adiciona agua hasta
disolverlo y a continuacidn sc agregan 33 ml de indicador A (100 mg de fenolftaicina aforados a
104 ml con alcohol etilico absoluto) y 10 ml det indicador B (33 mg de verde de bromocresol +
66 mg de rojo de metilo atorados a 100 ml con alcoho! ctilico). Se ajusta ¢l color a un tono café
rojizo con acido o dleali segin se requicra y se afora a | litro con agua destilada,

Procedimicnto.
*Dagestion de la muestra:

1) Pesar de 10-100 mg de la muestra (dependiendo del contenido de proteina esperado) v colocarlos
en el tubo de digestion.

2) Adici r aproximad 0.5 g de KaSO0..

3) Adicionar 3 ml de mezela digestiva.
4) Colocar ¢l tubo en ¢l digestor por 15 minutos a una temperatura menor de 370°C.

3) Sacar el tubo del digestor v dejarlo enfriar.

6) Adicionar 1.5 ml d¢ H:0: al 30% y nucvamente colocar cl tubo en ¢l digestor que se
370°C hasta que la di termine ( cuando el tubo no muestre manchas ni puntos negro:
ademas la mezcla de digestion sea incolora. traslicida o verde-azuloso traslicido).

e a
S v

7) Degjar enfriar ¢l tubo antes de destilar.
*Destilacion y titulacion:

Sc Heva a cabo en ¢l equipo Auto Analyzer Kjeltee. modelo 1030 de mancra automatica. La
destilacién se lleva a cabo por arrastre de vapor por accion de NaOH al 60%. se recibe ¢l amoniaco
liberado en dcido borico v se titula con HCI 0.01 N valorada.

Se debe correr un blanco ¢n donde se sustituye la muestra por ¢l cquivalente en peso de glucosa o
sacarosa. trabajandose ¢n la forma.

Calculos.

Para obtener el contenido de nitrégeno de la muestra:

YaNz = (P-B)*N*meq* 100/ m

Donde:

P = ml dc la titulacion de la mucstra,
B = ml de la titulacién del blanco.

N = nomalidad de la solucion de HCI .

meq = milicquivalentes de nitrdgeno (0.0 14).
m = peso de fa mucestra (en gramos).
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P'\r1 o cI id 'dt. protei; d‘. la uuu.stra se r«.lactona L.l conk.nldo .de nitréogeno

Yo Protcina="% N2 *F

F = factor de conversion (6.235).

Son los hidratos de carbono no fibrosos como los '\lmxdonus v l6s aziicares. Si's¢’ suman los porcentajes
de humedad, cenizas, proteinas. grasa cruda y fibra cruda y el total s¢ n..sta o 10() se puLdL suponer que
csta diferencia son los hidratos de carbono asimilables, e

5. Identificacion y cuantificacion de factores téxicos y nulinutricionillc‘s‘

s Hemaglutininas ¥

Fundamento.

La determinacion de hemaglutininas o lectinas en extractos de plantas’ sc lleva a eabo con una técnica de
diluciones scriadas en la cual s¢ determina ¢l punto final por una cstimacion visual de 12 aglutinacion de
los globulos rojos en estudio.

E! método de microtitulacién ¢s ripido ¥ requicre una minima cantidad de muestra. S¢ necesita trabajar
con glébulos rojos (de hamster) lavados v activados con una solucion de proteasa disponible

(como pronasa. tripsina o papaina) ya que la sensibilidad de Ia aglutinacion se mejora considerablemente
con ¢ste tratamicnto. .

Equipo.

-Incubadora marca BLUE-M.

-Espcctrofotémetro SEQUOIA-TURNER mod. 430

-Adaptador para celdas de 10 * 75 mm. (acondicionado a una abertura de 1 em).
-Ccldas para ¢l cspectrofotometro.

-Microtiter Kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA).

-Centrifuga para tubos marca DINAC.

~Tubos de centrifuga graduados de 15 ml.

-Balanza analitica.

-Agitador magnético con tacometro marca THERMOLINE.

-Fibra de vidrio.

Reactivos.

-Sangre de hamster desfibrinada y lavada.
-Solucion salina al 1%.

-Solucion salina al 0.9%.

-Pronuasa de .S grivens (SIGMA P-5147).
-Solucion anticoagulante (a).
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» en solucion salina (b).

-Solucién de heparina al 0.2%

(a) Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se pucde utilizar ya sea solucién de heparina o
citrato, las cuales sc usan en la siguiente relacion: 15-20 U.1 de solucidn de heparina para Iml de
sangre. o, (1.1 ml de solucion de citrato para 1 ml de sangre.
Sin embargo, si la sangre no se va a trabajar de inmediato y se desea conservar en refrigeracion
por unos dias. lo mas conveniente cs utilizar como solucién anticoagulante. la solucion
ELSEVER. cn la siguiente proporcion: | ml de solucion ELSEVER por 1 ml de sangre fresca.

(b) IEn términos bt.m.ralus s¢ usa tripsina al 0.1% cn solucidn salina. para ¢l proceso de
sens izacion: sin cmbargo. cuando se¢ trabaja con sangre de cualquier rocdor (ratén, hamster.
cte). cs conveniente trabajar con pronasa al 0.2% ¢n solucion salina,

Procedimiento.
*Preparacion del extracto:

1) Suspender 1 g de la mucestra finamente molida (y desengrasada, si ¢l contenido de grasa es mayor
del 3 % ), en 10 mil de solucion salina al |

2) Efcctuar una extraccion con agitacion mecinica durante 2 horas a 300 rpm a la temperatura
snte.

am

3) Centrifugar ¢l extracto a 1400 rpm (40 U) durante 13 minutos para climinar ¢l residuo insoluble.

4) Filtrar ¢! sobrenadante a través de la fibra de vidrio v lmr'nr. si ¢s m.c:.snno con solucion salina al
i % . para llevar ¢l extracto filtrado al volumen inicial.

*Preparacion de la sangre:

) Sangrar al animal (c¢n cste caso al hamster se le realiza una toma de sangre por medio de un

1
capilar quc s introducido sobre la comisura interna del ojo. desplazando el globo ocular ¥ los
pirpados para no lesionarlos. y colocar la sangre ¢n un matraz pequeiio que. conteng 5n
anticoagulante. . SRR

fucion anticc 1

) Agitar suavemente para la completa homogencizacion de la sangre con la
(no interrumpir hasta ¢l momento de diluirla).

]

3) Trasvasar la sangre con anticoagulante a tubos de cunrufubn para lavarla 3_V(.C s con’ solucxon
salina al 0.9%. La relacion sangre : solucion salina es 1:5 . ; N

) Centrifugar a 15300 rpm (50 U) durante 10 minutos.

S

h

) Después del altimo lavade se mide en el tubo de centrifuga ¢l paquete dé eritrocitos'y se diluyen
al 4%. para lo cual se adicionan por cada ml de glébulos rojos 24 ml de solucion salina al 0.9%.
*Sensibilizacion de los globulos rojos:

1) Por cada 10 ml de la suspensidn de glébulos rojos al 4% adicionar 1 ml de solucién de pronasa al
1.2% (cn solucion salina).
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2) Incubar por | hora a 37°C.

3) Centrifugar para eliminar la ¢nzima sobrenadante dando 3 lavados con solucién salina al 0.9

4) Después del nltimo lavado r pender ¢l pa de glébulos rojos al 3%. para lo cual se
adicionan 32 ml de solucién salina al 0.9%. por cada ml de paquete de critrocitos. Nota: cuando

se observa que la sangre tiene algunos coagulos. aunque sean pequeiios. s necesario filtrar esta

suspension a través de un pequeiio trozo de gasa colocado dentro de un embudo de cucllo corto.

*Ajuste de la suspension de globulos rojos:

1) Tomar 0.1 ml de I suspension de gldbulos rojos ya sensibilizados, y adicionar 4.9 ml de solucion

salina al 0.9"

2) Leer en ¢l espectrofotometro a 620 nm usando un adaptador de celdas que permita ¢l paso de solo
1 em® de luz . Usar como blanco solucién salina al 0.9%. Nota: La lectura que se debe obtener
serd de 24-29% de trasmitancia, en caso contrario se¢ rcaliza la dilucion necesaria para que la
suspension de globulos rojos quede dentro de dicho rango.

*Microtitulacion:

1) Colocar e¢n cada pozo de una hilera de las placas tipo “V™ del microtiter. 30 ul de solucién salina
al 0.9% con ¢l pipeteador de gota evitando tocar las paredes del pozo.

2)  Llenar el microdilutor, de 30 pl ( por contacto con la superficic. con ¢l extracto problema.)

A, i1

Realizar las diluciones sucesivas en la hilera escogida. introducie ¢l micr r en ¢l pozo
rotandolo sin excesiva presion.  Es recomendable verificar que el volumen que este tomando el
nticrodilutor sea ¢l requerido. csto sc realiza con solucion salina al 9% cn una placa de prucba.
Cuando s¢ trabaja un extracto de alto titulo. es conveniente realizar un mayor ntiimero de diluciones,
para lo cual s¢ pueden tomar hasta 3 hileras. realizando la seric de dilucion en forma de culebra.

3) Con un pipetero de gota colocar e¢n cada pozo 50 ul de la suspension de glébulos rojos
sensibilizada y ajustada.

4) Rotar la placa en torma circutar.

5) lacubar la placa por 1 hora a 37°C.

6) Colocar la placa de plistico sobre el dispositivo de lectura y s¢ observa a través del espejo ¢l
fondo de los pozos de cada hilera de prucba.

Ciilculos.

Sc reporta la maxima dilucion que presente aglutinacion,

o
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= . Glucésidos Cinnégénicns

Fundamento.

En ¢l presente método se aprovc.clm ia reaccién ible y esp ca de Guignard, la cual ¢s a.mpllamv..ntt.
utilizada en prucbas cualitativas para la deteccién tanto de blucos-dos cianogénicos como del” propio

HCN.

Para poder cuantificar ¢l HCN total que potencialmente pucde ser liberado se hac«. uso dr.. una hidrélisis
cnzimdtica (por medio de una P-glucosidasa), del correspondicnte g,lucécrdo cianogénico:  y para poder
cuaatificar ¢n forma precisa ¢l HCN liberado. es conveni trabajar algunos pasos de la determinacion a
temperaturas bajas. Dicho HCN liberado reacciona con ¢l dcido ptcnco contenido en una tirn de papel
producicndo una coloracién visible café-rojiza debido a la isopurpurina formada. Con cste método se
pucde detectar hasta cantidades del orden de 3 pg de HCN. cquivalentes a 46 pg de glucosidos

cianogénicos (referido con linamarina).

Equipo.

-Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 430
-Celdas para cl espectrofotometro.
-Estufa con corriente forzada LAB-LINE. modclo Imperial 111,

-Congclador comercial.
-Baio de agua con agitacion marca LAB-LINE.

-Balanza analitica.
-Tubos de cultivo con tapon rosca PIREX #9825 y #9826,

Reactivos.

-Solucion de HCI1 0.5N.

-Solucian butter de fosfatos pH 7.0,

-Solucion de KCN cquivalente a 100 pg HCN/ml (24.1 mg KCN/100O ml).
~Solucion de picrato de sodio alealinizada (a).

-Solucion de f3-glucosidasa con activador (b).

-Papel indicador de HCN (c).

(a) Disolver en agua destilada 2.5 g de acido picrico y a continuaciéon 12.5 g de carbonnlo de sodio,

atorar a un volumen de 500 ml con agua destilada.

(b) Disolver 0.25 g de B-glucosidasa (250 mg) en solucion buffer de fc pH 7.0 teniendo la
precaucion de nbimr suavemente (de lo contrario se formars una gran cantidad de espuma). Una
vez disuelta la enzima. adicionar 1.7 g NaNO; que actiia como activador de dicha cnzima: todo
lo anterior se lleva a un volumen d» 250 ml con ¢! mismo buffer y asi tecnemos una

concentracion de | mg de B-glucosidasa/ml y 0.08 M dec NaNO,

El papel Whatman detl #2 sc empapa en una solucién de picrato de sodio alcalinizada., se - deja
¢scurrir v sc pone a secar en una estufa a  temperatura de 55-60°C por 30 minutos. A
contintacién sc cortan tirasde 2 X 10 cm.

)

wd
W
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Procedimiento.

Determinacién cualitativa:

1) Colocar ¢n un tubo de cultivo Pyrex de 20-300 myg de mucstra, dependicendo de su contenido
aproximado de glucosidos cianogénicos (cuando no se ticne la informacion sc¢'coloca la cantidad
maxima de 500 mg). R . .

2) Adicionar 5.0 ml de la solucion de B-glucosidasa (fria).

3) Homogencizar y colocar la tira de papel indicador humedecida (npro\nmadmnum. con 8 50!:15 de
agua) cn la boca del tubo y cerrar herméticamente con un tapén de rosca B

4) Colocar ¢n ¢l baiio maria a la temperatura de 40£1°C por 4 horas con |..I comrol dc, velocidad de
agitacion ajustado a 3.5 ; ; .

5) Sacar los tubos y colocarlos en ¢l congelador por 30 minutos.

6) Sacar ¢l tubo v destapar para adicionarle 1 ml de HCI 0.5 N (frio). La tira de papel debe quedar
adherida al tapén para evitar problemas de manipulacion. R

7) Volver a cerrar perfectamentce.

¥) Homogeneizar teniendo la precaucion de que ¢l liquido no wqu‘c_cl Vpapcl indicaqor.

9) Colocar ¢n la estufa por |5 minutos a la temperatura de 60°C;

10) Sacar de la cstufa ¥ realizar visualmente Ia dotc.cc: on’ cuamanva. ya’ qm. aquc.llos tubos que no
muestren por lo menos una ligera coloracion caﬂ.-roym t.n el pale indicador, s¢ consideran
negativos: ¢n tanto que aquelles que si muestran ‘aunquesea una tenuc coloracion se consideran
positivos v se procede a su deteecion cuantitativa.. N

Determinacion cuantitativa:

Tapar y agitar vigorosamente con c.l fin.d
indicador cn el agua. T

) ¥ crar ¢l solvente (agua),

14) Dcspués de extraer ¢l pig “(ap r P
climinando los residuos del papel por'una snmph. ﬁllracnén con papt.l de filtracion rapida. Cuando
se requicra se puede hacer otra adicion d '\g,ua 20 ml) para extracr compl el p >
(dilucidn). :

15) Colocar la solucion filtrada cn ‘la’  celda para su lectura en ¢l espectrofotometro a
320 nm. ajustando previamente ca- 100% de trasmitancia con ¢l blanco de la mucstra.
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*Curva patron:

1) Tomar 0.0, 0,05, (.1, 0.2, 0.3, 0.4_ 0.5, 1.6 ml de Ia solucion estandar de KCN cuya concentracién
cs equivalente a 100 pg HCN / mt vy colocarlos ¢n tubos de cultivo Pyrex . Las concentraciones de
FICN son: 0.0 (blanco). 3.0. 10.0. 20.0, 30.0. 40.0. 30.0. 60.0 pg HCN. respectivamente. Entonces
in curva estandar va de 5.0 a 60.0 pg HCN. yva quc fuc ¢l rango 6ptimo encontrado donde se
cumple la ley de Lambert-Beer.

2) Adicionar 300 mg de fécula de maiz comercial. llamada también matriz alimenticia, con ¢l
proposito de simular la interaccién mucestra-HCN liberado.

3) Adicionar 3.0 ml ‘de sotucion buffer pH 7.0,

4) Flomogencizar ¥ colocar la tira de papel indieador humedecida (apm\lmad'l.m:.nu. con 8 gotas de
agua) en la boca del tubo ¥ cerrar herméticamente con un tapon dc rosca

) Colocar en un baiio maria a la temperatura de 40£1°C por 4 hor’ts con t.l control de velocidad de
agitacion ajustado a 3.5. Loy L

n

6) Sacar los tubos y colocar en ¢l congelador por 30 mmulo

7) Sacar ¢l tubo y destapar para adicionarle | ml d(. HCI ()'5 N (f ) La tira de papt.l debe quedar
adherida al tapon para evitar proble; de ¥ Lo

8) Volver a cerrar perfectamente. : .

9) Homogencizar teniendo la precaucion de que el liqyﬁiddrho‘ iaqﬁc ¢l papel indicador.

10) Colocar ¢n la estufa por 135 minutos a la tcmperatura de 6(J°CL »

11) Sacar de la estufa ¥ recuperar ¢l papel indicador y colocar en un tubo de cultivo Pirex.

12) Adicionar 20 ml de agua destilada (medidos con burcta).

13) Tapar y agitar vigorosamente con ¢ fin de extracr ¢l pigmento de isopurpurina del papel
indicador en ef agua.

14) Después de extraer ¢l pigmento (aproximad: 2-5 ) recuperar ¢l solvente (agua),
eliminando los residuos del papel por una simple filtracion con papel de ﬁltmc:on rapida. Cuando
se requicra se puede hacer otra adicion de agua (20 ml) para extracr P el | o

(dilucion).

15) Colocar Ia solucion filtrada en la celda para su lectura en ¢l espectrofotometro a 520 nm,
ajustando previamente a 100% de trasmitancia con ¢l blanco de la curva patrén (0.0 ml de la

solucion estandar de KCN).
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Cilculos,

Trazar la curva patrén usando los valores de absorbancia en ¢l ¢je de las ordenadas vy las correspondicntes
concentraciones de HCN en pg en ¢l gje de las abscisas. Interpolar ¢l valor de absorbancia de la mucstra
cn la grifica para obtener ¢l contenido de HCN liberado en ptg. Para obtener ¢l contenido de HCN cn la

muestra:
X * D * 100/M = mg HCN/100 g de muestra.
X = pg de HCN.

D = nimero de veces de adicion de 20 mi de agua (dilucion).

M = myg e muestra,

s HCN * D/img mauestra * | myg HCN/1000 ug HCN * 1000 mg muestra/l g muestra =mg HCN / g

muestra
mg HCN --= ¢ muestra

3 — 100 g muestra
mg HCN/g muestra * 100 =mg HCN/100 g muestra

Inhibidores de Tripsina

(2]

Fundamento.
L.a mctodologia  se basa en observar la inhibicion producida por un extracto acuoso (solucién‘dc NaOH

0.01 N) de la muestra sobre una solucion estindar de tripsina.
olucion e f’“"‘ xzada d(. tnpsma

El extracto directo o diluido de Ia mucstra se pone en cc o con una

(40 pg/1u ml) v después de un cierto ticmpo se determina Ja actividad prou.oliuca runam.nu. por m«..dlo

de un sustrato sintético: N-Benzoil-DLarginina-p-nitroanilida. BAPNA. ¢l cual al sc.rrhldrollmdo porla

tripsina remanente producirid una coloracién amarilla proveniente de uno de los .dos compucstos de

hidrélisis (p-nitroanilina) que se lee en el espectrofotémetro a una longitud de onda dc 410 nny, Dicha

coloracion ¢s inversamente proporcional al contenido de inhibidores de tripsina de [a mucstra.
Equipo.

-Potenciometro CORNING. mod.430.

-Espectrofotomietro SEQUOIA-TURNER mod. 430

-Ccldas para ¢l espectrofotometro.

-Meczclador de tubos LAB-LINE, mod. Super-mixer.

-Parrilla con agitacién magnética THERMOLINE, mod. SP-13025,
-Baiio Maria GRANT, mod. SE 10

-Balanza analitica.
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Reactivos.

-Soluc:
-HCl €

ion de NaOH 0.01 N.
1.OOIN.

-Acido acético al 30%.
-Solucion amortiguadora TRIS. pH 8.2 ¥ 0.05 M (a).
-Solucion de N-Benzoil-DLarginina-p-nitroanilida (BAPNA, SIGMA No. B—JK?S) (b)

-Solucién estandar de tripsina (SIGMA No. T-8253) (c).

(a) Disolver 6,05 g de tris (hidroximetil-amino-metano) y 2.94 g de CaCla- 2H;0 cn 200 ml d;.. agua

destilada. Ajustar ¢l pH a 8.2 v se afora a un volumen de 1 litro.

Disolver 100 mg. de N-Benzoil-| -DLarginina-p-nitroanilida-HCI1 (BAPNA’ en 2 5 inl de dimetil-

(b)
sulféxido. Diluir a 250 ml con amortiguador TRIS previamente calentado a°37°C; Esta soluclon
debe ser preparada el mismo dia de su uso y mantenerse a 37°C. . :

(c) Pesar con exactitud 4 mg. de tripsina bovina (SIGMA No. T-8253) y disolverla en 200 mil de 'HCl :
0.001 N. Esta solucion conticne 20 pg de tripsina / ml. Guardar en rt..fng,t.mclon dondc. pm.dc
per scer de 2-3 stn pérdida apreciable de actividad.

Procedimiento. -
*Preparacion del extracto: ”

1) Pesar 1 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitados. -

2) Adicionar 45 ml de NaOH 0.0IN.

3) Ajustar ¢l pH de esta suspension a 9.6+0.2.

4) Aforar con NaOH 0.0IN a 50 ml.

5) Transferir a un vaso con magneto para agitar la P ion ini en la parrilla de
agitacion por 2 horas y media a 300 rpm.

6) Quitar ¢l magneto ¥ dejar media hora en reposo.

7) Obtener ¢l sobrenadante por decantacion. se elimina el residuo i lubl

R®) EI sobrenadante debe ser diluido hasta ¢l punto qu(., 1 ml produzca una mhlblcxon dL 40-60%,

cste requisito es indispensable para reducir la desviacion Lsmndar relativa,

*Determinacion de Ia actividad:

Cuando sc¢ trabaja con ¢l extracto directo, ¢s coman que se arrastren coloraciones indeseables que pueden
interferir ¢n la determinacién, por lo que ¢s conveniente tomar una alicuota mas de cada uno de los
volamenes que a continuacion se describen. las cuales servirin como sus respectivos blancos.

D)

Tomar con pipeta volumenes (por duplicado: alicuota y respectivo blanco) de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4 v 1.8
ml de extracto de la muestra y colocarlas en tubos de ensaye.
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2) Ajustar ¢l volumen a 2.0 ml con agua destilada.
3) Introducir los tubos de ensayo a un baiio maria a 37°C.

4) Adicionar 2.0 ml de solucion estandar de tripsina (previamente preparada y mantenida™a 37°C).> A
los blancos de las alicuotas adicionar ademiis 1.0 ml de acido acético al 30%. Mantener cl contacto
inhibidor-tripsina por 10 minutos (en ¢l caso de los blancos de las '1hcuot15 no ¢s m.cg.sano llevar

un control del tu.mpo)

5) Adicionar 3 m! de la soluciéon de N-Benzoil-DL arginina-p-nitroanilida =
Mantener la mezela de reaccion por 10 minutos exactos (usar crondémetro).

6) Detener la reaccion enzimatica adicionando | ml de acido acético - al 30

inmediatamente.
7) Degjar en reposo aproximadamente por 15 minutos ¥ si la mezela de reac

precipitado, debido a la adicion del acido acético. filtrar ¢l conte ldo a:traveé:
Whatman #1. Hay que ascgurarse de que ¢l filtrado sca transparente.

8) Leer en ¢l espectrofotometro a 410 am. ajustando ¢l aparato & lOO‘V. de; trasmitancia | ‘con su
respectivo blanco para cada una de las alicuotas. El tubo con 0,0 ml de’extracto’dé la 'muestra’ cs la
referencia sobre Ia cual se basan los cilculos ya que este tubo conticne 40pg de trlpsma/lO ml.

Cilculos.

Una unidad de tripsina (U.T.) ¢s arbitrariamente definida como un incremento de 0.01 unidades
de absorbancia a 410 nm por 10 ml de mezcla de reaccion. Asi la lectura de absorbancia (A) sc pucde
pasar directamente a unidades de tripsina (U.T): UT. = A *100.

Debido a que se tienen una seric de alicuotas del extracto. se tendrin entonces una serie de
valores de U.T. Estos valores de U.T. deben ser restados al valor de referencia: 0.0 mi de extracto. 40pg
tripsina/10 mt para asi obtener ¢l valor de unidades de tripsina inhibida: U.T.1. Después caleular ¢l valor
de U.T.I. / ml de cada una de las alicuotas tomadas del extracto y caleular el promedio de U.T.I 7/ ml. La
actividad dc inhibidores de tripsina sc expresa en términos de unidades de tripsina inhibida (U.T.1.). con

respecto a 1 g de muestra:
B * F * (30/1000) = U.T.l. / mg de mucestra.

Donde:
B = valor extrapolado o promedio en U.T.L. / mi.
F = factor de dilucion, cuando sc trabaja cl extracto directo F = 1,

F = A/a, * Aza;

Donde:

A, = Aforo

a, = alicuota

50 = volumen de extracto acuoso de la muestra que s¢ prepararo.
1000 = mg de muestra que se utilizan para preparar 50 ml de extracto

ubo.’;
homogeneizar

“forma un -
“papel’ filtro
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7.8

. 7
Alcaloides

Reaccion

-~ H1S0« =25 + | HSO«

Fundamento

Esic mdétodo se basa en la extraccion de los alcaloides. apro
un sistema de disolventes ¥ su posterior valoracion por volumetria.

hando sus propicdades de particion en
cmpleando un dcido. Esto pucde

realizarse gracias a las propicdades basicas de los alcaloides.

Procedimiento (Ver diagrama de a extraccion en los anexos)

n
2)

n
-

6)
7)

®)

9)

10)

Pesar Sgramos de muestra molida y tamizada (malla 3.5 mm)
Adicionar 30 ml de metanol previamente alcalinizado a pH #-9. con hidroxido de amonio.

Agitar (300-300 rpm con agitador magnético ¢n una parrilla de agitacion) durante 8 horas.
despudés de estas filtrar con ayuda de vacio usando papel Whatman No.541

Al residuo adicionar nuevamente 30 ml de metanol alecalinizado y agitar 16 hrs mas. El filtrado
guardarlo en refrigeracion.

Filtrar con ayuda de vacio (en ¢l mismo cmbudo y con ¢l mismo papel del dia anterior).
recibiendo ¢l filtrado en ¢l matraz que se guardo en refrigeracion. Lavar ¢l vaso y cl n.su:luo con
20 ml de metanol alealinizado.

Evaporar ¢l disolvente casi a sequedad. por medio de rotavapor (T=50°C)

Disolver ¢l extracto cn 15 mi de éter y 5 ml de H.SOs .00 N

Filtrar a través del papel Whatman No. 541, recibiendo en un cmbudo de separacién. Extraer
recuperando la fasc-acuosa (inferior). o ! ’

Extraer 3 veees la fase organica (superior) con 3 ml de HaSO4 cada vez. Reunir las fases acuosas

con la anterior y verter en un embudo de separacion.

Adicionar 23 ml de cloroformo y extracr, recuperando la fase acuosa (superior).
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"Extracr 3. veces la f'xsc orp_.,:mlca (inferior) con 5 ml de agua'y 5 ml de acxdo cnda vez. R«.umr las

1)
fases acuosas con la ;uucnor y extracr 2 veces con 10 ml de cloroformo

12)  Reccuperar la fnsc (supcrior) v filtrarla a través de papcl Wlmtman No 2 - enjuagando cl
papel y ¢l embudo con 2 ml de agua. : o

13) Alcalinizar con NHsOH concentrado hasta un pH de 9 o mayor.

14) = Extracr 3 veces con 35 ml de cloroformo cada vez, recuperando la fasr.. orgamca (lnﬁ. |or)

15) Sccar con sulfato de sodio anhidro y cvaporar cn rotavapor (T—40°C)

16) . Rcdisolver el residuo con 3 ml de metanol (uno por uno), Imnsvas;u)do cuantilativaniémc a un
matraz Erlenmeyer quc conticne 7 ml de agua destilada. L T

17) Adicionar una gota de indicador rojo de metilo v titular con H;SO4 valor;idé (O.OZANj.
NOTA. Esta ¢s una determinacion cuantitativa, asi que sc debe enjuagar cl matcnal cmplcado con los

disolventes adccuados e¢n cada paso.

Cilculos

Sc reporta como B-critroidina:

£ de f-eritroidina/l 0Ug de meairs =

N o
() de muestri)

Nota: El blanco sc preparé con 7 mil agua destilada y 3 ml de metanol

ey

Saponinas

Fundamento

En éste método se utilizaron glébulos rojos sensibilizados (de congjo) para llevar a cabo la determinacion
de saponinas en extractos de plantas mediante una técnica de diluciones seriadas en la cual se determina
¢l punto final por una estimacion visual por la hemélisis de los glébulos rojos en estudio.

Se realizé una prucba de hemolisis con una solucion estandar de saponinas al 1% cn solucién salina
{0.9%) para obscrvar la minima cantidad que produce hemdlisis.

Equipo.

~-Incubadora marca BLUE-M.
-Espcctrofotéometro SEQUOIA-TURNER mod. 430
-Adaptador para ccldas de 10 * 75 mm. (acondicionado a una abertura de | cm?).
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-Adaptador para celdas de 10 * 75 mm. (acondicionado a una abertura de 1’ em®).
-Celdas para ¢l espectrofotometro. : '

-Microtiter Kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA)

-Centrifuga para tubos marca DINAC.

-Tubos de centrifuga graduados de 15 ml,

-Balanza analitica.

<Jeringa de 5 0 10 ml #22 con agua.

-Agitador magnético con tacometro marca THERMOLINE.

-Fibra de vidrio.

Reactivos.

= Solucion de metanol (R.A) ¥ agua destilada al 85% (v/v)

- Solucion de Cloruro de sodio (R.A) y agua al 0.9% (nvv)

- Heparina como anticoagulante de 5000 Ul/mL.

- Solucion de proteasa (tripsina de pancreas porcino (sigma t-81238) al 0.1% cn solucion salina (0.9%)
(m/v)

- Solucién estandar de saponinas al 0.5% cn solucion salina %): ¢l estiandar de Saponinas s una mezcla
1:1 de digitonina ( saponina de tipo esteroidal ) de la casa SIGMA » un extracto de qullla_]a (Saponina

de tipo triterpenoide) de 1a casa DBH.

Procedimiento.
*Preparacion del extracto:

1) Suspn.ndt.l’ 1 g la muestra finamente molida (\' dcsunbru'\da. Sl t.l conu.mdo de grasa ¢s mayor del
10%4). en 10 ml de solucion salina al 1% § : . -

2) Efectuar una extraccién con agitaciéon mecanica durante 2 horas a 300 rpm a la temperatura ambiente.

i r cl residuo insoluble.

3) Centrifugar cl extracto a 1400 rpm (40 v dpr:imc 13 'mi ﬁnm !

4) Filtrar ¢l sobrenadante a través de la fibra de vidrio v lavar. 'si cs necesario, con solucién salina al 1%,

para llevar el extracto filtrado al volumen inicial.; -

*Preparacion de la sangre

1) Sangrar al animal (¢n este caso al conejo se le realiza una toma de sangre por medio de una jeringa de
insulina de Iml que es introducida  ¢n una vena de la oreja después de haber sido ancstesiada) y
colocar la sangre en un matraz pequeiio que contenga solucién anticoagulante.
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2)

2)
3)

4)

Agitar suavemente para la completa homogencizacion dc la <1m,r¢. con h solucnon anncoag_.,ulanu. {no
interrumpir hasta ¢l momento de diluirla). . 3

Trasvasar la sangre con anticoagulante a tubos de m.mnhu,a pam l.lvarla 3 vn.ct.s con solucuon salina
al 0.9%,. La relacion sangre © solucion salina cs 1:3, .

ugar a 1500 rpm (30 U) durante 10 minutos.

Centr

Despuds del oltimo lavado se mide en ¢l tubo de centrifuga ¢l paquete de i:rilroi:i!osg"sé'diluycn al
4%. para lo cual sc adi i

*Scnsibilizacion de los globulos rojos:

Por cada 10 ml de la suspension de glébulos rojos al 4/. ad jonar.1. ml d¢ solucién’ de’ proteasa al
0.2% (cn solucion salina). R P o B X

Incubar por 1 hora a 37°C.

9%

Despucs del ultimo lavado resuspender ¢l paquete de !,Iobulos l‘O_]OS al 3‘7.. para:lo’cual s¢ adncxon.
32 ml dL. :olucuon salina al () 9%. por cadn ml d‘. paqm_n. dx. critrocitos. Notn. cuando s¢ obsgrvn qlu.

salina al () 4

Legr en ¢l espectrofotémetro a 620 nmt usando un adnptador de ct.ldas que; pl—l’l‘nlla ¢l paso de solo |
cm® de luz . Usar como blanco solucién salina al 0.9%. Nota: La lectura qut. se dubn. obtc.ncr sum dc
24-29%, de trasmitancia. ¢n ¢aso contrario se rt.:lhu Ia dnluc-on nccesarial

glébulos rojos quede dentro de dicho rango. T

*Microtitulacion:

Colocar en cada pozo de una hilera de las placas npo “U" del mucrou(cr 50 ;Al de soluclon salina al
0.9% con ¢l pipcteador de gota cvitando tocar las paredes del pozo. g

Llenar ¢l microdilutor de 50 pul por contacto con la superficie del extracto problema.

Realizar las diluciones sucesivas ¢n la hilera escogida, introduciendo ¢l microdilutor en ¢l pozo y

rotandolo sin excesiva presion. Es recomendable checar que ¢l volumen que este tomando el

microdilutor sca ¢l requerido. esto se realiza con solucion salina al 9% cn una placa de prucba.
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7) Cuando sc¢ trabaja-un'c trac(o de al(o tntulo. us convum.nu. n.'thr un mavor numgro dl.. dlluc:oncs

cn lorma dt, cuh..br'\.

para lo cual s¢ pucden lomar Imsm 3 Iuln.ras rL.'\Ilzando l'\ seric de dllu

nsibilizada y

%) Con un pipetero de &,ota coloc’:r en cada pozc :b(l pl d«. h su:pc.nsnon de _l,lobulos rojos sel
ajustada. ; A :

) Rotar la placa en fomm circulai'.

10) Incubar ia placa por 1 hora a 37°

11)  Coloear la placa de plasthO solm. L| dusposmvo du lectura y sc¢ observa a través d‘.l espejo el fondo de
los pozos de cada hilera dL. pnu.b

Ciilculos. N SRR
Se reporta la maxima dilucion que presente hemolisis.
¥ N
6. Perfil de aminoscidos "9

Fundamente:

La cuantificacion dc aminodcidos se¢ ha llevado a cabo tradicional do resi de
intcrcambio idnico. previa hidrolisis de la protcina. Los mdétodos basados cn HPLC (high performance

mpongan dada su mayor rapidez » sensibilidad.”

liquid chromatography) han permitido que dstos se
Debido a la polaridad de los aminoiacidos 3 a a auscencia de un croméforo en la mayoria de cllos. la
formacion de un derivado antes del andlisis por HPLC en fase reversa os necesaria. Se ha reportado que
inimidit-carb son cstables y permiten

cn los derivados formados con 6-aminoquinolil-N-hidro
on ddél andlisis nutinario de aminodcidos por derivatizacion  pre col dada la

incrememar la pre
menor manipulacion de la mucestra durante la preparacion de los derivados de los aminodcidos liberados

después de haber hidrolizado la proteina. La cuantificacion de aminodcidos en alimentos sigue a una ctapa

de hidrolisis. en la cuantificacion por intercambio idnico. ¢l alimento se hidroliza a 143°C durante 4
horas. sin que sc reporten mermas significativas en los rendimientos de los aminodcidos. La hidrélisis -
acida cn fasce de vapor (HCI 6N. 0.1% de fenol). es una adaptaciéon que ha permitido inerementar ¢l
rendimicnto del proceso de hidrélisis, pues las pérdidas por oxidacion de aminodcidos se reducen gracias
a la combinacién de nitrégeno ¥ vacio durante la preparacion de las muestra a hidrolizar. ¢l contacto de
HCI gascoso con la muestea ¥ un control eficiente de temperatura v ticmpo de hidrélisis (143°C por 4
horas). Entonces al combinar la derivatizacién con G-aminoquinolil-N-hidrosuccinimidil-carbamato. Ia
cuantificacion por HPLC y la hidrolisis de material proteinico con HCE 6N. 0.1% de¢ fenol, en la fase de
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vapor. a

145*C. por 4 horas. ¢s posible llevar a cabo la cuantit

on de aminodcidos. con bucna

sclectividad y precision.

Materinl ¥y Reactivos

Hidrélisis

Estacion de trabajo Pico Tag (Watcrs)

Viales de reaccion de la estacion de trabajo Pico Tag

Bombal de alto vacio RVE (Edwars)

Refrigerante tipo dedo frio

Tubos de ensayvo de 4 x 30 mm (Coming)

Marcador de tinta perimancente

Micropipeta (v puntas) con capacidad de 200-1000 pl (Finnpipette)

Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)
Agua destilada v desionizada (agua purificada de 18 Mohm de resistividad o agua destilada y

desionizada pasada por un filtro de 0.22 pun ).

LI B ]

Hiclo Scco

NMetanol ( QP)

Nitrogeno de alta pureza (Y9.9977%) (Infra)
HCI 6N. 0.1% de tenol

Preparacion de ln Muestrs

NMicropipeta (> puntas) con capacidad de 50 a 200 ul (Fumpxpuu.)
Pipeta Pasteur (3) i

Vértex (Lab-line instruments. Mod. 1290)
Matraz aforado de 1 mi (3)

Jeringas de 10 ml. (9)

Acrodisco de Nylon. 0.22 um de tamaio de poro y 13 mm du dmrm.tr (G
Tubos de ensayo de 10x 70 mum (Pyrex) (V)
Norlecucina 3 mM-HC! 10 mM (disolucion de norlulcma (c b

suficicnte para obtener 10 mM al final)
Acctonitrilo: Agua 20:80 (200 mL de acctonitrilo .\,mdo HPLC mns 800 mL dc. agua

.5 mM)L.n HC1 0.1M

purificada)
Acctonitrilo grado HPLC (JT-Bakz,r) : SR
Agua destilada v desioni (mi condiciones que en llidrélisis )

Derivatizacion

Tubos de ensayve de 4 x 50 mm (Corning) (3)
Parrilla de calentamiento (Stirrer/Hotplate Corning) con baiio de agua a 35°C.
Micropipeta (v puntas) con capacidad de 5 'a 50 pL (Finnpipett
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Micropipeta (y puntas) con capacidad de 30 a 200 pL (Finnpipt.th
Micropipeta (v puntas) con capacidad de 100 a 1000 ;AL (l‘mnplpt.m_)
Vériex (Lab-linc instruments mod. 1290) St

Parafilm.

Estandar de aminoacidos H 2.3 mM cxcepto Cistina @ 1.25 mM Pn.rcu (Vur nxm\o figura 3 ).

Acctonitrilo (AceQ con diluent Flaor reagent. vial 2 B). ﬁ-an'unoqumohl N- s
hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ con diluent Flilor reagent. vial 2°A) y buffer de boratos
(AccQ flnor borate butfer. reactivo 1), (Watcrs AceQ flior reagent kit) -

Anilisis cromatogrifico

Sistema dc entrega de disolventes (2), (Waters mod. 5 10)
Inyector con loop de 20 ul. (Rheodyne)

Jeringa para HPLC 25 L (Hamilton)

Detector UVavis waters 486 (Waters)

Homo y unidad de control de temperatura modelo 111 (Waters)
Controlador automatico de gradicnte modelo 680 (\Waters)

Adquisicion ¢ integracion de datos Chromjet modelo 54076 (Waters)
Sistema de tiltracion a vacio (2) (Millipore)

ro de tamaiio de poro 0.45 pum tipo HA (Millipore)

ltro de tamaiio de poro 0.22 um tipo GV (Millipore)

Filtro prc columna en linca (Watcers)

AccQ-Tag Nova Pak Cix. tamaiio de particula 4 pm. de 3.9 mm x 150 mm (Watcers)
AccQ-Tag concentrado A (butiir acuoso de acctatos y tostatos) (\Valgrs)
Acctonitrilo grado HPLC (J T Baker)

Agua destilada y desionizada (imismas condiciones que en IndrOIISIS)

Procedimiento.

e  Preparacion de la estacién de trabajo.

n (.l n.cnpn.ntc del

Sec preparé la estacion de trabajo Pico Tag (ver anexo f sura 1); sc"dlt.pdsit/é hiLibr sc;:o
iclo” coc qut_ sm. Imbm t.posn.'xdo ‘Ademas
wn cc.rrados. Se an ndxé la bomba de
© dr.. la estacién dn. lrabajo ﬁu.rn de 50-

refrigerante tipo dedo frio y mctanol suﬁcn.nn. para cubr
se veriticd que los controles de vacio ¥ de nitrogeno se an

vacio y después de 5 min. se verificd que Ia h.c(ur-\ del’ n’lanom

70 miliTorr,
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e - Preparaciéon de Ia muestra: Secado.

Sc pesaron. por triplicado. 15 mg de residuo seco v desengrasado (el cual habm s:do prc.vtamt.nu. molido
en un molino Weber-Bros & White mod. 553853 & pasado a través de una malla U 5 mm) en ‘el mtunor de
un tubo de 4 x 30 mm. previamente marcado. Se agregd una gota de agua (nproumadamum. >() ML)y se
. con la finalidad de hidratar por compl:..to Ia muestra ¥

agité durante algunos segyndos cn ol vorn
distribuiria en las parcedes del tubo para mejorar su

exposicion a los vapores del HCLL los tres tubos se depositaron cn ¢l vial de reaceidn (ver anexo figura 2).
Se coloco la tapa y se deslizé ¢l botan rojo a Ia posicién de abicrto (los viales de reaccion deben estar
ion abicrto, tras lo cual se¢

sccos, para lo cual s¢ introdujeron en la estacion de trabajo vacios y en la posi
abrié la valvula de vacio y se dejaron asi hasta que aleanzaron una presion de 30-70 miliTorr). El vial se
colocé cn Ia estacion de trabajo. se abrio la valvula de nitrégeno durante 10-15 segundos. la presion de
. despuéds se abrio lentamente la valvula de vacio hasta

salida de nitrogeno no debid exceder 0.3 Kg / e

alcanzar una presion de 1-2 Torr.

n de Ins muestras: purga con nitrégeno

e  Preparaci

Sc¢ agregaron 200 pl de HC1 6N con 0.1% de tenol en el tondo del vial de reaccién., cuidando de no
introducir dcido al intcrior de los tubos con muestra.  Para purgar cf vial de hidrolisis. sc cerrd el vial v se
de trabajo Pico Tag. sc abrio lentamente hasta alcanzar 1-2 Torr de

introdujo nucv en la e
presion, ¥ s¢ mantuvo abicrto hasta que empezo la cbullicion del HCL: se cerrd ¢l vacio y sc purgd ¢l vial

con nitrégeno durante 3 scgundos: se cerrd Ia lave de nitrégeno v se repitio este ciclo dos veeces mas.

Al finalizar ¢l tercer ciclo, se abrio ¢l vacio del mismo modo v se mantuvo hasta que alcanzd una presidén

cramente menor a 1 Torr. Se cerrd ol vial deslizando el botén verde a la posicion cerrado, se cerré el

vacio ¥ s¢ sacoé ¢l vial de reaccion de la estacion de trabajo.

e  Hidrélisis en fase de vapor,
Una vez finalizada la preparacion, sc introdujo ¢l vial al horno de la estacién de trabajo, previamente
calentado a 145°C (colocando ¢l botén oven en la posicidn de encendido ¥ ajustando la temperatura con la

perifla temp al mismo ticmpo que se mantiene hacia arriba ¢l botén sct), durante 4 horas.
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= Eliminacién del exceso de HCL

Transcurrido ¢l tiecmpo. sc sacéd ¢l vial de horno, se dejé enfriar a temperatura ambiente v dentro de una
campana de¢ extraccion. se deslizo ¢l boton rojo a la posicion abicrto para dejar escapar ¢l dcido y los
vaporcs que se gencraron durante ¢l proceso: despuds se abrid ¢l vial de reaceién y se sacaron los tubos
con los hidrolizados. s¢ enjuagé ¢l exterior de cada uno con agua y sc depositaron en un vial de reaccion
xceso de dcido del interior de cada uno de los tubos con ayuda

seco. Despuds se procedid a eliminar ¢l ¢
rto. sc introdujo ¢n Ia estacion de

de vacio: se tapo ¢l vial ascgurando que se encontrari ¢n la posicion a
trabajo Pico Tag » sc abrio ¢l vacié hasta que alcanzo 1-2 Torr. v s¢ mantuvo abicrto hasta que 1a lectura
del manometro de la estacion de trabajo fuc de 50-70 militorr. Sc cerrd ¢l vial, asi como ¢l vacio v sc

conservaron los hidrolizados en una atmostera inerte por aproximadamente 12 horas.

»  Cuantificacion de aminoiicidos por HPLC de fase reversa.

c-hidratacion del hidrolizado.

PASO 1. Preparacion de Ins muestras:

A cada uno de los tubos con hidrolizado sc agregaron 100 pulL de norleucina 3 mM-HCIL 10 mM. el
primero como cstandar intermo » ¢l HC! para rehidratar » extracr los aminoacidos del tubo de hidrélisis.
Se agitdé un minuto ¢n vortex ¥ sc dgjo reposar un minuto para después agregar de 100 a 200 pl de
s¢ agitd un minuto mds en vartex v se tﬁmsﬁrié cuantitativamente a un matraz

acctonitrilo 20!
volumétrico de | ml con ayuda de una pipeta Pasteur. s¢ lavo con acctonitrilo al 20% y sc agité hasta que
Ia solucion de lavado fucra incolora (volumen menor a | mL). se transfirio cuantitativamente ¢l contenido
de cada paso de lavado al matraz volumétrico de 1 mL y se llevd al aforo con agua purificada.
(concentracion final de norleucina 0.5 mM)

Se filtro la mucestra a través de un acrodisco de Nylon de 0.2 pum  de tamaiio de poro, concctado ¢n la

punta de una jeringa, desechandose las primeras 3-3 gotas ¥ recuperando cl resto, del cual fue tomada ia

alicuota para derivatizar los aminoacidos.

PASO 2. Preparacién del cst

En un tubo de cnsayo de'4 X 30 mm, s¢ depositaron pL del estindar de aminodcidos o de la muestra

purificada y filtrada, cvﬁhnc!b ﬁué Ia f)lint.'i cl'c"ila pipeta'tocara las paredes del tubo: se agregaron 70 pl del

a7
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buffcr de bomlos. se ngné cl tubo en un vértex por 10 segundos y finalmente se agregaron 20 pL del
rcacuvo de denvn mcxdn AQC (3 mg / 5 mL, de CH,CN ) sc¢ agitdé en el vértex durante un minuto
(tiempo dumntc el _cual se llevé acabo la reaccién y se hidrolizé el exceso de AQC). se cubrié con

pnmf]m ln boca .del tubo y sc introdujo en el bafio de agua a 55°C durante 10minutos para acompletar la

formacién del monodcnvndo de tirosina. Se dejé enfriar.
- Se rep|' o'la mxsma opcrncxén con un estiéndar de aminodcidos 0.2 mM-N-Leu 0.5 mM.

. Amillsls Cromntogrﬁﬁco

Fmalmcntc sc myccmron S pL de la muestra derivatizada en el cromatégrafo de liquidos con un tiempo

de comdn de’s0 mmutos.

Gradiente de elucién empleado para la determinacién de aminodcidos.

Ticmpao “ubase  tu Lase Flujo
(rin) \ 13 (o) i)
Inicio 1
0.5 98 2 1
15 93 7 1
19 90 10 1
32 67 33 1
35 67 33 1
36 0 100 1
41 0 100 1
b too o L TESIS CON
48 100 (o] 1.2 FAIJLA DE ORIGEN
49 100 4] 1
58 100 o] 1

Cilculos.

Se calcula el contenido de cada uno de los 17 aminoacidos comparando la relacién Areapunoicido /
Arcam,'.,_,,.. de la a contra la rel 5N Arcfaminicido / Area ina del estindar de aminoacidos, de

acuerdo a la ecuacidn 1, para reportar el contenido €N Luminoicido / 16 g de N

Cilculo del contenido de aminoicidos en gramos / 16 g de N.

Ecuacion 1 = 1.6 X [ ( Aswa / Anicn) mira X (Anieu/ A ) su X Cig X 2 X P.ML] /| migors X YoN
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donde:

Area del aminoscido dado
Avrca de norleucina
mtra = c¢n Ia muestra
std = en o estandar
Cua= Concentracion del aminoacido dado en ¢l estindar
a = aforo del hidrolizado
P.M = peso molecular del aminoicido dado
Mpmee = cantidad de muestra en miligramos
YN = porcentaje de Nitrégeno en la muestra scca y desengrasada.

7. Determinacion de Triptofino

Fundamento.

Dcbido a la destruccion del triptofano por hidrolisis dcida. la hidrolisis enzimatica se convicrte ¢n una
dcido indisp ble. El método consiste en la

alternativa viable para la determi ion de este
hidrélisis enzimdtica dada por Ia pepsina durante 3 horas y posteriormente con pancreatina durante 24

horas. ¢l hidrolizado al reaccionar con p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) y nitrito de sodio. reactivo
para desarrollar color. da lugar a la formacién de un compuesto colorimétrico ¢l cual permite cuantificar
la cantidad de triptotfino en una muestra a 390 nm de longitud de onda.

T ofotomdtrics

Material ¥ reactivos
« | matraz aforado de 50 mL (Kimax)

« Pipétas con capacidad de 10, 7.5.0.5. 2 mL.

e Tubos de casaye (Kimax)

« Espectrofotometro (Sequoia ~Tumer mod. 340)

e Ccldas de vidrio para ¢l espectrofotometro

e Campana de extraccion

« Balanza analitiea (Sartorius analytic)

e Vortex (Iab-Line mod. 1290 super mixer)

e Potenciémetro (Coming Mod. 1)

Buffer de fosfatos pH & (Solucion A: Se pesaron 2.78 g de NaH,P04 H20 y s¢ aforaron a 100

mL. Solucion B: Sc pesaron 26.82 g de Na:HPO, 7 H20 v sc aforaron a 300 mL. Sc¢ tomaron

49




METODOLOGEA

S3mbldela ﬁclucnon Ayv947mbldela soluuon B ysc Il‘,v1ron a 2()() ‘mL con H.0

destilada. Se 1|usto a un valor pH de 8. 0. )

e Solucién dec pepsina 0.3 ':g de |)ﬁ|;§ 1y sc zif‘o'z":iro’u n'), l()v()‘ mL con
solucién de MCI 0.1 N). : S ST

*  Solucion dc pancreatina 0.4
con butter de fosfatos.

e Solucion dec DMAB (.5 % (p/v). Se¢' pt.sar
aforaron hasta 100 mL con HCI concen:

(p/v) (s¢ pesaron 300

o (P/V) (sc pes ron 400 mg de pancreatina 'y se aforaron'a‘l 00 mL

rdn y postcrionncmc
[ 3 .

*  Solucion du nitrito de sodio 0.2 %, p/v). Sc pusaron 200 l“l“lg de ﬁitritéﬁc s:odior ) sﬁ aforaron a
100 mL con agua) . G ) L )

e  Solucion estandar de triptofauo_(()‘();" ) m

n&,ua d ;nlada)

/ mL) Sc pn.saron J nmyg u\:\ctos de

triptofano y sc aforaron a 100 mL co

Procedimiento

e Preps

acion del Hidrolizado -« -

Se pesd 1 g de residuo seco y molido v se colocd en un matraz atorado de 30 ml, poslcriomlcmc s¢

agregaran 10 mL de Ia solucion de pepsi se voa peratura: bicnte dumnu. 3 horas con

agitacion ocasional. Al n':ﬁnino de éste ticmpo se aiadicron I()mL dela solucnon dc. pancreatina y s¢
incubd por un periodo de 24 horas con agitacion esporiadica.

El hidrolizado se¢ aforo 1 30 ml con agua destilada y se filtré, Del filtrado sc tomo una ahcuom de 2 mL
¥ s¢ coloco dentro de un tubo de ensayo, a ¢ste se le agregaron 7.5 mb de DMAB ¥ sc agitd dejando en
reposo durante 13 minutos en la oscuridad. despuds de esté ticmipo 'se ag,n..baron OSmL dc nitrito de

sodio y se dejo en reposo por [ 3minutos. Posteriormente se tomo [a lectura de la absorbancm a 590 nm,

Al mismo ticmpo se¢ realizé un blanco de la muestra en ¢l cual sc toman 2 'mL del extracto pero se

sustituyo Ia cantidad de DMAB por 7.5 mL de HCI! concentrado.

Neota: se realizaron 3 hidrolizados y de cada uno se hizo un blanco y s¢ tomaron 2 alicuotas de 2 mL

para desarrollar color
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»  Preparacion de la curva Patron

Se tomaron (L0.4,0.8.1.2.1.6. ¥ 2mL d¢ la solucion cstindar de triptotano y se depositaron en tubos de
cnsayo, cada tubo sc llevoe a un volumen final de 2 mL con agua destilada y s¢ adicionaron 7.5 mL de
DMAB sc¢ agitaron y se dejaron en la oscuridad por 135 minutos. posteriormente se agregaron 0.5 mL de
nitrito de sodio. sc agitaron y se dejaron en reposo por 15 minutos.  al término de éste tiempo se tomo la
lectura de la absorbancia a 390nm. Finalmente s¢ construyd una curva patrén que relacionara los myg de

triptofano con la absorbancia.

Nora: Cada punto de la curva se hizo por duplicado.

Ciilculas

Al valor de absorbancia de’la muestra s¢ le resté el valor de absorbancia del blanco, » posteriormente se

convirtié a g de triptofano con la curva patron realizada.

2P 7 168 N = g/ 2mLacismte X 50 ML i) (172 et £ 5 pratcioon v et cenictuny X 100-




RESULTADOS ¥ DISCUSION

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Pnr:’nmelroS l}romnkolégicos

is protimal en base ha ntan en la labln No. 4 se pucde observar que el

Los resultados del anal
contenido de humedad que presentan todas las ﬂorts lodd\’l:‘l (.S COIISIdLmblL. tomandoen cuenta quc para su

estudio, cada una fue sceada de manera natural (al sol), cnn Ia tumhdad du. perder la mnvor cantidad de agua, sin

embargo este valor de humedad, es importante, ya que al comparar los resultados con otros estudios realizados

anteriormente o con alguna otra especic de alimento |, dcbumos utilizar los valores del anilisis proximal en base
scea. como se presentan en la tabla No. 5. )

Dc acucrdo & los resultados expresados en la tabla No. 5 . la composicion proximal de las flores estudiadas
resalta que ¢l contenido de fibra (F) y cenizas (C). presentan un valor semejante al de algunas verduras de
F : 4030 % C) . acelgas Beta vilgaris (

consumo comiin como : CsPInacas Spinacca oleraceda ( 20-30 "
11-17% F=10-27 % C) . berros Nasturtium actaticum Br . ( 8-10 % F : 11-17 % C). quelites Amaranthus
v IF 2 10-12% C). También se encontro un contenido de proteina  similar al de algunas

hvbridus  ( 7-13

leguminosas como son ¢l frijol Phascolus vulgaris (1 7-23%). garbanzos Cicer arctimun (17-21%)  lentgjas

Lens culinaris (20-28%4) v chicharos Pisum sativiun (20-2624) a diferencia de la ﬂor de madrofio que presento

un valor menor (8.22%4 ). Sin embargo hay que tomar ¢h cuenta que coh respecto a I.1 proteina cruda ¢ste ¢s un

valor inicial. ya que se necesitan hacer  prucbas posteriores parn conocer su perfil de aminodcidos ¥ asi definir

ies. El contenido de grasa. como extracto etéreo en todas las flores cs bajo. Gmicamente
2% ). esto considerando que este tipo de

sus aminoacidos it
los estambres de magucey presentaron la mayor cantidad de grasa (6.
especies por lo general presentan bajo contenido de grasa. % Con respecto a los Hidratos de Carbono la flor de
respectivamente) considerando que

madroiio ¥ la flor dc magey presentaron los valores mis altos ( G6% y 63

pueden ser una bucna fuente de encrgia inmediata ™

Con respecto o estudios anteriores realizados en la Facultad de Quimica. podemos ver (comparando Ia tabla
No. 5 v Ia tabla No. 6 ) que la mayoria de los resultados del andlisis proximal, son semejantes a los que
presentaron 3 flores de la misma cspecie: la tlor de yuca Queca elepahntipes) flor de colorin (Lrythrina
v Ia flor de maguey (Agave salmiana). recolectadas las dos primeras en ¢l estado de Veracruz

americanc).
co: Con cstos resultados se¢ puede decir que la

(Xalapa) v la tlor de maguey recolectada en ¢l estado de M

composicion proximal no varia mucho a pesar de la diferencia de clima que existen en estos estados de la

republica.

h
(8]




RESULTTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. Analisis Proximal de las muestras estudiadas (SECADAS AL SOLY "

Tipo De Muestra “ Humedad Vienizas Y Grasit Cruda %Protcing Cruda % Fibra Crudan % Carbohidratos®
Estambres de musguey 1295 +0.17 6,539 H 006G SA3+00d 23.84 > (.06 IR 0.9 41.81
Flor de colorin 070 +0.21 K65 + 006 212 w001 23.68% + 042 15.69 011 30,16
Flor de cunresma 12.06 11 R.29 +0.20 4334015 22,009 + (L3R 11 +020 4213
HL23 20,17 9.77 £ 04 1.38 x 003 24.63 +0.22 15.89 % 0.20 IR 10
Flor de nudroio 13.62 £0.04 0,03 2 0.0 Ao 977 = LIR RUl+0.18 58.25
Flor de maguey 1243 2 0.03 316 +044 23020038 PL77 2023 1113 +0.23 57.0
Flor de sibila 12,79 £ 0.24 7.30 0t T4+ 008 14.32 019 12.10 + 0.25 C49.558
Flor de yuca 123920101 K47 009 189 + 0.035 3 22.67 019 749+ 0,22 47.09

a1 Resultados expresidos en g/ 100z de mues + desvincion £ inuci lizid por tripli « ;I

=31 v en tados los v, e obluve un coctiviente de varincon menor o 3%

b. Se caleularon por Diterencia

5. Andlisis proximial de las mucstras estudiadas (BASE SECA)!

Tipo_ 3¢ Muestra SaCenizus Yo CGirasa Cradi ol roleing Cruda % Fibru Cruda %% Curbohidrutos”
Estambres de maguey: 7537 2 0.06 623 #{Lln 2738+ 0.70 10.77 £0.22 48.05
Flor de colorin V.37 +006 2.3z 008 2622 + 140 1737+ 0.12 4450
Flor de cuaresnu 942022 402+ 017 23 L2043 12.62 £ 0.23 4793
Flor de gasparito TO.8% + 0.04 1.53 + 005 2743+ 025 1770 £ 0,22 4246
Flor de madronao GOR + 000 3060 =005 11.31 +0.21 11042 + .21 66.60
Flor de maguey S8R9+ 003 RS+ L3 1344 006 12.71 £ 0.26 6511
Flor de sabilu K359 x0.0]) 428 + .09 16,42 £0.22 I13.87 £ 0.28 56.84
Flor de vuca V.66 +0.10 2,15 +0.00 25.87+0.22 .55 + (.25 33.77
a1 Resultados expresados an g/ 100z de muest far deter i Tizad i por tri lo(n
3) v en todos los casox se obtuvo un coetficiente de varincion menor u 5%.
b. Se caleuluron por Diterenciu
53
—e—
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Tabla 6. Anilisis proximal cn base scca.  hecho a’ 3"especics de tlores comestibles del estado de Veracruz y del

estndo de México. obtenido en'trabajos previos.

137 .

waProtcing Cruda % Fibm Cruda % Carbohidratos”

o Dc Mucstr %Cenizas "% Grasn Cni

Flor dc Colorin - i

(Nutapu) K49 1.79 23.19 21.59 ~ 8591
Flor de Yuca . .

(Nutapa) YR8 [ X 22.96 12.72 52.49

Flor dc M . B

(Eales. D M 7.04 3.05 14.16 13.85 61.87

a. Resultudos expres en /100 de muest Jur deter lizudus mi por tri do (1

=3) v en todos e ubtuvn 1n coefic

b. 8¢ calcutaron por dilerencia

nte de variacion menor i 3%.
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2. Factores Toxicos y p\ntihuﬂicionuleé. :

Muestra

Expresudo en’

Estambres d¢’ 5 3 S L0005 £0,001
magu R : il X i
Flor de colorin - 4884+ 0,030 . ° 00 ] ) - 0.095 '+ 0.003 0.0
Flor de L LS6+ 006 5. . Y EE it AL X
cuaresmit - . - L .
Flor de pasparito 632 0,16 4 B - 0024 £ 0,003 MR X+
Flor de madroito 1.60 + 0,07 [11) - L ual6 + 0,002 L 0.0
Flor de mapucy 111+ 0,10 '3 . 3 B 0.0
Flor de sibila 254+ 0.11 8 - X B 0.0
Flor de yuci 357+ 018 3 K [IX U 0.0

esultudos promedio + -0- desvincion estindar con un cocliciente de variucion menor a 10% y n =3
inn inl

nen lu que se

principul f8-cri

luti ion ol olisis en el coso de uponinas

‘a
n
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Como se¢ pucde obscnar en fa tabla anterior. la prucha de glucasidos cianogénicos fue negativa para todas las
flores en estudio. . E) oontenido de inhibidores de tripsing cs menor a 10 UTI/mg de mucstra, excepto para la
flor de magucey la cuad presenta un valor de 24 UTVmg mucstra, siendo la ainica especie que puede presentar
un efecto antinutricionz Jv importancia en ka actividad de proteasas.®”

Con respecto a las leatinas. se considern que un titulo mayor a 10 representa ricsgo 7 en este caso la Gnica
que no presentd lectinas es la flor de colorin. v por ¢l contrario la tnica que presenta un valor justo por debajo
del limite antes menciomado  ©s la flor de madroiio . sin embargo hay que considerar que para su consumo,

estas flores s¢ cocinam praviamente, por lo que se pueden inactivar las lectinas de  esta flor. con ¢l calor

durante la preparacion.

La prucba de saponimas fuce positiva para la flor de yuea » para los estambres v flor de maguey ;  cesto
corrobora algunos cstudios anteriores, en los cuales se han encontrado algunas saponinas de tipo esteroidal,
tanto en cspecics de tipe Agavaceas, asi como en partes reproductoras de las plantas, El titulo que presentan
¢s muy pequeio considerando que un titulo mayor a 10 representa un riesgo, por lo tanto no se consideran
toxicas.

La prucba de alealoidas fuc positiva para las 2 especies de Zrvihrina | 1a flor de madroiio y los estambres de
magucy. mando cn aocnta que Ia dosis letal media DL, en ¢l gjote de la especice EZrnvthrina Americana es de
78000 my / Kg de peso corporal con una concentracion de alealoides de 0.097 g alcaloides /7 100 g de mucstra,
s¢ puede considerar que las cuatro muestras que prescotan prucba positiva de alcaloides, son pricticamente
inocuas: Se tiene repordo que en ¢l caso de las Ervthrinas la semilla madurn ¢s la mas toxica, ya que se han

cncontrado valores hasta de 1.056 g alcaloides / 100 g muestra, con una DL 12000 mg / Kg dc peso

corporal ¢
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idos y califi ion q {H

3. C ido de
Unicamente se analizaron 3 especies de' flores para ¢l perfil de aminodcidos y para realizar la calificacién

quimica. esta decision fue de acucrdo a la disponibilidad v a la abundancia de estas especies.

Tabla 8. Contenido de Aminoacidos de a tlor de gasparito. flor de maguey y flor de sibila

AMINOACIDOS

2. /16 pde N

FLOR DE SABILA'

MUESTRA FLOR DE GASPARITG? FLOW DE MAGE
ASPARTICO 10,03 X.22 G50

SERINA - 0.57 2.31 10.59
GLUTAMICO 629 R.05 e 753
CGLICINA 2.09 1.18 - L L0 76
ARGININA 1.57 1.77 - -2.82

ALANINA 2.59 1.8
PROLIND 1.75 3,74 .
HISTIDIN A .80 0.6y

TREONINA .70 1:16

CISTINA 068 A0

TIROSINA 217 1.0t
VALINA 1.66 2
METIONINA 000 0.00
LISINA 2.05 4.06
INOLEUCINA 1.38 3.85
LEUCINA 2.21 5.34
FENITALANINA 1.02 118 2.98
TRIFTOFANG? Log 0.37 0.44
Toal de aa indispensables 16.07 15.28 25.34
[ P fio de lu detenmi on por tripl L]

2. Obtenido por mdétodo colorimétrico
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Tabla 9. Contenido de aminodicidos indispcnsables y calificacion quimica de la flor de Gasparito

L OR Dt Contenido doe annnoacntos tahiticacinn

NUESTRA GASPARITO Cot el prateon (g Pee Ny e a
Isoleucina 1.38
Leucina 2.21
Lisina 2.05 5.44 87.32
Azufrados * 0.68 4.72 337
Aromaticos * 3.19 6.08 >100
Treonina 1.70 4.00 98.36
Valina 1.66 4.96 77.81
Triptofino® 1.08 1.00 >100

1. Patrén cstablecido por la (FAQ, 1973) -

2. Sc caleuld de 1a sigui mancra : [ (a.a /total a.a. indispensablespucca) / (M8 pairin / total a.a. indispensables,,,x.) | * 100
3. Mectionina + cistina

4. Tirosina + fenilalanina

Tabla 10 Contenido de aminoacidos indispensables y calificacién quimica de la flor de Magucy

11 OoR DY Contentda de aminoacidos Calihicaaina

MUFSIRAN MoAGEBY crr el putron (o lag™N) ' Quinuda
Isoleucina 2.88 4.00 >100
Leucina 4.69 7.04 >100
Lisina 146 544 63.93
Azufrados * 0.61 4.72 30.88
Aromaticos * 2.19 6.08 85.66
Treonina 1.16 4.00 69.24
Valina 1.92 4.96 92.11
Triptofino® 0.37 1.00 89.33

1. Patrén establecido por la (FAO, 1973) %
2. Se calculd de la siguiente manera : [ (A2 muestra/t0ta] 2.3, indispensablesmuers) / (3.2.pairia / t0181 2.2, indispensables,,,.) | * 100

3. Mectionina + cistina
58 TESIS COV
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Tabla 11. Contcnido de aminoacidos indispensables y calificacién quimica de la flor de Sabila

Contenido de annneaddos Caliticadion
Quisinica ’

MUBESNIR A 11 ORDE SABIE A
Isoleucina
Leucina
Lisina
Azufrados *
Aromiticos * 3.78 6.08 91.40
Treonina 4.77 4.00 =>100
Valina 2.834 4.96 84.05
Triptofino?® 0.44 1.00 64.96
1. Patrén establecido por la (FAO, 1973) &
)7 (n.a /total a.a, indi )1+ 100

2. Sccalculé dela ngulem: manera s | (n.n._.--l'o(ll a.a.l
3. Metionina + cistina
4. Tirosina + fenilalanina

En la tabla No. 7 se mucstran los aminoacidos de la; tres muestras seleccionadas, y se observa que
existe una deficiencia de la metionina fmm 1a flor de sabila ¥ 1a flor de gasparito, y también no se encontré
cistina en Ia flor de maguey, en cambio los valores més altos, fueron en la leucina, para la flor de sibila y Ia
flor de maguey, y para la flor de gasparito los valores mas altos fueron el triptofano y los aminoicidos

aromdticos ( tirosina y fenilalanina).

En los cuadros 8, 9 y 10 se muestran Ia calificacién quimica de las 3 especies, en donde se  observa que los
aminodcidos limitantes son los aminoacidos azufrados (cistina y metionina), semejante al valor que tienen
las leguminosas, ya que se sabe que también son deficientes en aminoicidos azufrados. Con respecto a esta
deficiencia debemos de tomar en cuenta que una de las desventajas que presenta la cuantificacién de
aminodcidos por ¢l método de HPLC en fase reversa es la degradacién de los aminoicidos metionia y

cistina, por lo que no podemos ascgurar que las flores sean en realidad deficientes de en cstos aminoicidos.

TESIS CON
FALLA DE UniGEN
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CONCLUSIONES ¥ RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

>  Scencontréd un contenido de cenizas. grasa v fibra cruda sen siant
en menor c:uuidad en In ﬂor dc nmdroﬁo. B

»  El contenido d:. |)r0l

L\Cl.pcloll d(. l'l ﬂo!‘d

>  Se confirmd quic los faclorcs't

estudiadas..

dLll‘lp\ln.l . FRRRTSE L
» Las 3 ﬂor«..; (.S(lld adns mediante - Ia ,caliﬁc:u.l

am l]O'lCIdQ< I\le tndos

> Con los n.;ulndoc abu.nl os’ c.n la dc.u.nnunuuu dc nmmonctdos podrnmos ’ suplcmt.ntar Ia

protcina. de «.sms mm.stras con al;.,uuos cn.rcalu w.eon el fin de ’lumcnnr la calidad de estas

prolun:\s.

RECONMENDACIONES .

Protundizar un poco mas cn ¢l estudio de Ia proteina verdadera. ya que se ha reportado en la
flores :stibles estudiadas,

literatura que ¢l 50% de los valores de proteina cruda en alg

jos no protei { como al inodcidos no

corresponden a comp nitrc
protcinicos). los cuales elevan el valor de Ia prowina cruda.

> Es conveniente determinar Ia relacion de Ia ‘.hux.nua prowmlca (REP) para cvaluar desde otro

punto de vista ¢l valor nutricional de tus proteinas pn.sum,s sobn. todo en las especies de flores

con mayor contenido de proteina cruda,

GO
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ANEXOS

DETERMINACION DE ALCALOIDES POR TITULACION
FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS
7* EDICION. 2000

Triturar la muestra
y tamizar

!

Pesar 5g de
muestra

|

Adicionar 50 ml dec McOH,
Previamente alecalinizado
Con NHOHapHdec869

l

Agitar durante § horas,
300 - 500 rpm

[

Filtrar la mucstra con ayuda
de vacio, usando papel
Whatman 541.

FILTRADO

RESIDUO Guardar cn

refrigeracion

Adicionar 30 ml de metanol
alcalinizado y agitar (300-500
rpm) toda la noche

l

Filtrar la muestra con ayuda dc vacio, usando cl mismo papel! filtro y

¢l mismo ecmbudo dcl dia anterior, recuperando ¢l filtrado junto al del

dia anterior. Lavar 2 veces ¢l residuo con metanol alealinizado (10 ml
cada vez).

l

L Evaporar el disolvente
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PURIFICACION
Fasc . Repetir 1a extraccion
Orgidnica 3 veces con 5 ml dei
(Sup) dcido cadi vez
PR Filtrar a través dc papcel
Disolver cl Whatman No. 541
extracto cn 15 ml ibicndo cn un bud
de étery S ml de f .
H2804 IN dc separacién
Fasc Acuosa (inf).

Verter cn un embudo de
. separacion

I Adici 25 ml de clorof um__" :
Fasc acuosa {(sup) I

FASE ORGANICA |
ST (Ing) I .

Extracr 3 veces con Smlde . i
H20 ¥ 5 mlsol. IN dc H;SO,

Recuperando Ia fase
acnosa. -7
Extracr con cloroformo (2x10)
recuperando la fasc acuosa 3
filtrarla a través de papel
1 No. 2. enj do cl
papel con 2 mi de agua
Alcalinizar con NH,OH '
pH 9-11
Scear con sulfato de sodio Lavar todo cl matcerial que l
anhidro y evaporar cl disolvente estuvo en contacto con los
en rotavapor para continuar con ides con cl mo Extracr con cloroformo
Ia titulacion y adicionar los lavados al (3x35)
extracto




ANEXOS

TITULACION

Redisolver ¢l resideo en 3 ml de metanol,
(uno por uno), trasvasando
cuantitativamente 4 un matraz Erlenmcyer
que contiene 7 ml de agua destilada.

y

Adicionar rojo de mctilo como
indicador - .

Titular con H:SO, 0.02 N,
valorado, cilculos hasta 1
cuarta cifra decimal.
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