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INTRODUCCION

INTRODUCCION

En el continente americano existen varias especies de frijoles silvestres del género Phaseolus de
las cuales solo cuatro de estas especies fueron domesticadas; P. vulgaris (frijol negro, bayo, flor
de mayo etc.), P. coccineus (ayocote, gordo, frijolon etc.); P. lunatus (frijol de lima); y P.
acutifolius (tepari, escumite etc.) ademas de multiples variedades de cada una de ellas.

En México el cultivo de leguminosas es de suma importancia, destacando el frijol comin
(Phaseolus vulgaris), sin embargo también se cultivan otras especies de Phaseolus como lo son
P. lunatus 'y P acutifolius.

El frijol comun al igual que otras leguminosas contiene factores tdxicos y antinutrimentales
intrinsecos, destacando el alto contenido de hemaglutininas y de inhibidores de tripsina. En las
variedades de P. lunatus se encuentran también estos factores toxicos, ademas de la presencia del
glucdsido cianogénico linamarina. La mayoria de los estudios sobre factores toxicos en P.
lunatus se han realizado en variedades comerciales mejoradas, sin embargo, no existen datos
especificos sobre el caso del frijol comba que se consume enla region de Tierra Caliente del
estado de Guerrero, México.

En el municipio de San Miguel Totolapan, Guerrero, el consumo del frijol comba es muy
importante, debido a que se consume como sustituto del frijol comin (Phaseolus vulgaris) ya que
este no produce buenos rendimientos agricolas. Se cuantifico el contenido de proteina,
inhibidores de tripsina, hemaglutininas, glucésidos cianogénicos y taninos en las fases de semilla,
germinado, plantula, planta con madurez fisiolégica, floracién, ejote y semilla cosechada.

El conocer el contenido de estos factores toxicos permitira saber si en alguna o algunas fases del
desarrollo de esta planta funcionan como proteccién hacia los depredadores naturales y también

saber que riesgo implica su consumo en otra fase diferente a la semilla madura.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
» Determinar el contenido de los factores toxicos intrinsecos (glucdsidos cianogénicos,
inhibidores de trifrsina, hemaglutininas y taﬁinos) en dos variedades de frijol comba
(Phaseolus lunatus), con el fin de evaluar el contenido de dichos factores a lo largo
del ciclo de desarrollo y determinar si alguno o algunos de estos funcionan-como

mecanismo de defensa contra sus depredadores naturales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar el ciclo biolégico de dos variedades de frijol comba (blanco tardio y pinto
violento) desde la éenninacién hasta la obtencion de la semilla madura y seca.

» Llevar un control fisico y biolégico y tomar muestras a las diferentes fases de su
desarrollo desde la semilla inicial, germinado, plantula, planta madura, floracién, ejote
y semilla cosechada.

» Determinar en cada una de las fases: humedad gruesa, humedad analitica, proteina,

glucosidos cianogénicos, inhibidores de tripsina, hemaglutininas y taninos.



ANTECEDENTES

ANTECEDENTES
1. Importancia del frijol

De origen americano, el cultivo de los frijoles se ha generalizado sobre todo como consecuencia
_ del elevado valor nutricio de sus frutos, ricos en proteinas y por su capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones del pais. Los frijoles son plantas de la familia de las leguminosas, por lo
general anuales (su ciclo de vida dura una estacién). Algunas son trepadoras y alcanzan hasta tres
metros de altura. Debido a que sus tallos son relativamente endebles, es necesario entutorarlas

cuando su tamafio es muy grande (varas que proporcionan apoyo a la planta) (1).

Las hojas son compuestas y estan integradas por tres foliolos de borde entero y forma ovalada.
Las flores tienen pétalos cuyo aspecto recuerda las alas de una mariposa, por lo que a la familia
se le denomina también_papilionaceas. El color varia segiin la especie. El fruto es una legumbre
de vaina alargada en cuyo interior se disponen varias semillas de forma arrifionada. Los frijoles
constituyen una de las principales plantas de huerta por el alto valor alimenticio de sus vainas y
semillas. Se utilizan también como forraje y para enriquecer el suelo ya que gracias a unos
pequefios nédulos de bacterias del género Rhizobium, contenidas en las raices, son capaces de
fijar el nitrégeno atmosférico y transformarlo posteriormente en compuestos necesarios para la
planta (1).

En iberoamérica, donde constituyen uno de los alimentos basicos de las clases populares y son
apreciados por todas las clases sociales, son importante fuente de proteina vegetal y base de

" numerosos platos tipicos de gran consumo (1).

Existen cuatro especies de frijol domesticado (Phaseolus vulgaris, Phaseolus coccineus,
Phaseolus lunatus, Phaseolus acutifolius) que han venido proporcionando alimento a los pueblos
de América desde la antigiiedad, y en la actualidad se cultivan en forma extensiva en todo el

mundo y siguen constituyendo junto con el maiz, el alimento basico de gran parte de
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mesoamérica. El numero de especies que pertenecen al género Phaseolus es desconocido, sin
embargo, algunos investigadores consideran que podrian contener alrededor de 150 especies. Las
especies mas importante en la alimentacion del pueblo mexicano son las dos primeras.

En México el nimero de especies fluctia alrededor de 50, y entre ellas figuran las cuatro especies
mencionadas, que han sido domesticadas por el hombre. Las leguminosas, los cereales, las raices
y tubérculos son componentes importantes de las dietas de paises subdesarrollados. En general,
cuando una comunidad tiene acceso a productos de leguminosas y cereales de buena calidad en
cantidad suficiente para satisfacer sus necesidades de energia suele estar muy cerca de satisfacer
también las de proteina. La eficiencia nutricia de una proteina depende de su composicion y
estructura; varias proteinas de distintas fuentes pueden reforzarse entre si, y cuando se consumen
juntos cereales y leguminosas en la misma dieta, su porcentaje de proteina utilizable puede
elevarse considerablemente.

Cada cultura ha elaborado su propia combinacion de proteinas complementarias. Los arabes
comen pan icimo, bajo en lisina, junto con queso, rico en lisina, en Africa Occidental se consume
arroz con estofado de mani, en Oriente arroz con soya, en mesoamérica frijol con maiz. Todas
estas combinaciones se basan en cereales; sin embargo en muchas zonas la produccion de estos
no basta para satisfacer las necesidades alimentarias de la comunidad. Las raices y tubérculos
tienen un contenido proteinico muy inferior al de los cereales, por lo general del uno o dos por
ciento, y debe afiadirse a la dieta otras fuentes de protéina para satisfacer los requerimientos. Las
leguminosas de grano o legumbres contienen aproximadamente diez veces mas proteinas que las
raices y tubérculos. Ademas, desempeiian un papel esencial en la agricultura y la nutricién de
muchas comunidades de paises subdesarrollados. Las proteinas del frijol son, por lo general, ricas
en lisina, aminoécido en el que suelen ser deficientes los cereales. Este es un factor importante en
relacién con el empleo de proteinas de leguminosas para complementar las dietas basadas en

cereales (2).

La busqueda de material con potencial energético-proteinico, no es nuevo ni dificil de implantar

como recurso agroalimentario, ya que el pais cuenta con una gran biodiversidad debido al amplio
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mosaico de ecosistemas que lo componen. Asi tenemos que en la vasta flora mexicana existen
diversas especies de leguminosas que pueden ser una buena fuente de proteina para la
alimentaciéon humana y animal; sin embargo muchas de estas estdn infrautilizadas.

Como caso concreto se tiene al frijol comba que es una variedad de Phaseolus lunatus que se

cultiva en la region del balsas de nuestro pais donde es un grano basico de autoconsumo (3, 4, 5).

El frijol comba, cuya variedad de mayor conocimiento es el frijol de lima, es una antigua
leguminosa de grano americana, domesticada en Mesoamérica y Perii. Actualmente se mantiene
como cultivo tradicional en el Caribe, México, Sudamérica, oeste de Africa o sudeste de Asia. Se
siembra intensivamente en el suroeste de Estados Unidos de América, costa peruana e isla de

Madagascar (7).

Este frijol es una leguminosa de importancia considerable en los trépicos, sobre todo en las zonas
bajas subhumedas de Africa, en donde se consume como legumbre y como grano cocido y seco,
aun cuando el tiempo de coccién es Iafgo. Dentro de los paises que componen a este grupo se
encuentran Tanzania Uganda y Malawi. En las zonas bajas de los tropicos, el frijol de lima esta
ampliamente libre de plagas y enfermedades y puede producir altos rendimientos de granos secos
(mas de 3 000 Kg/ha) usando semillas mejoradas y bajo condiciones climatolégicas adecuadas.

Algunos investigadores han dividido a este frijol en dos especies separadas: los tipos de semilla
grande Phaseolus limensis (de 2.5 cm de longitud y peso de 54 a 289 g/100 semillas) y los de
semillas pequefias Phaseolus lunatus (de 1 cm de longitud y peso de 24 a 70 g/100 semillas). Sin
embargo hay evidencia a favor de colocarlos a ambos en una tinica especie: Phaseolus lunatus.
Segun Mackie, el frijol de lima se origino en Guatemala, aunque investigaciones mas recientes
sugieren que los tipos de semillas pequefias se originaron en las colinas del Pacifico Mexicano y
los de semilla grande en Peri. Ambas subespecies se dispersaron desde estas zonas a los tropicos
y actualmente se encuentran en Sur y Centroamérica, Estados Unidos de América y de Canada;
sin embargo, al parecer, el frijol comba es una diferente variedad ya que sus parametros fisicos

no coinciden con las variedades antes mencionadas (2, 6, 7, 8).
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Existen dos variedades de frijol comba; el pinio violento y el blanco tardio. Reciben estos
nombres debido a sus caracteristicas fisicas (pinto y blarioo) y por la rapidez con la que la planta
crece.

La variedad pinto recibe el nombre violento debido a que crece rapidamente en comparacioén con

la variedad blanco, a la cual se le da el nombre de tardio por su lentitud en el desarrollo.

El Phaseolus lunatus es una especie generalmente rustica, que prefiere climas secos y profundos
de caracter neutro (pH 6.0 a 7.2) con buen drenaje. Esta planta puede ser anual o perenne y tiene
un periodo de maduracién de 4 a 6 meses. Si bien es cierto que algunas formas toleran bien el
clima del tropico bajo, cabe mencionar el rango excepcional de distribucion de altitud (de 50 a
2 750 m sobre el nivel del mar), particularmente en el Peni, donde algunas formas incluso

resisten temperaturas bajas (8).

Este frijol es susceptible a dafio por heladas y requiere un periodo sin ellas que varie
aproximadamente 100 dias para los cultivos de corto ciclo biolégico de Estados Unidos de

América y 200 dias para los cultivos de semillas grandes del Perd y Madagascar (2).

La composicion promedio general del frijol de lima comercial se presenta en la tabla 1
apreciandose un contenido elevado de proteina lo que justifica la utilizacién de este alimento
como fuente de proteina, asi mismo el contenido de hidratos de carbono también es adecuado
para el aporte calérico que se busca al consumir este alimento més atin si se considera el
contenido de minerales y vitaminés, este alimento bien podria considerarse como un producto de

buena calidad nutricia.
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Tabla 1. Composicidn quimica promedio del frijol de lima comercial (32)

| Componente “ En 100 g de muestra

| Hidratos de carbono " 63.38¢g
Proteina " 2146 g |
Lipidos ] 0.69g. |
I Agua | 1017 g 1
| Fibra cruda || 634¢g I
lCenizas ” 43g ]
| Hierro || 7.51 mg ]
| Sodio ” 18 mg |
I Potasio H 1,724 mg l
| Calcio ” 81 mg |
| Fésforo " 385 mg |
ITiamina " 0.506 mg I
| Riboflavina || 0.202 mg |
INiacina 1.537 mg I
I Acido pantoténico 1.355 mg |
Piridoxina ] 0.511 mg

Acido félico ] 395.1 pg

Con el aumento de la madurez, el contenido proteinico se eleva y la concentracion de hidratos de

carbono disminuye. La calidad nutricia de las proteinas del frijol seco crudo, las hace poco

digeribles, mejorandose esta con el cocimiento, como muchas de las semillas de leguminosas (2).

7
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Para fines de comparacion, se muestran en las tablas 2 y 3 la composicién quimica de las
semillas crudas del frijol comiin (Phaseol;cs vlugaris) a partir de un promedio de todas las
variedades de esta especie, y una variedad de frijol de lima conocida en Norteamérica como

Baby Bean, debido a que es mas pequeiia.

Tabla 2. Composicién quimica promedio del frijol comin (todas las variedades) (32)

l Componente En 100 g de muestra

| Hidratos de carbono " 60.01 g l
| Proteina || 2358 ¢ l
| Lipidos ” 0.83g I
IAgua I 11.75¢

I Fibra cruda I 623g

| Cenizas lr 383g |
[Hiem " 8.20 mg |
| Sodio " 24 mg |
| Potasio IL 1,406 mg ]
Calcio | 143 mg I
Fésforo E | 407 mg |
ITiamina || 0.529 mg |
Riboflavina || 0.219 mg I
Niacina || 2.060 mg

I Acido pantoténico ” 0.780 mg
IPiridoxina ” 0.511 mg |
l Acido félico " 394.1 pg |
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Tabla 3. Composicién quimica promedio del frijol de lima variedad Baby Bean (32)

Componente " En 100 g de muestra |
| Hidratos de carbono " 62.83g I
[ Proteina I 2062 g ]
[Lipidos I 093 g l
| Agua ” 1207 g l
| Fibra cruda | . STg |
| Cenizas | 355g |
| Hierro " 6.19 mg |
| Sodio || 13 mg I
l Potasio " 1,403 mg l
| Calcio “ 81 mg |
| Fésforo || 370 mg |
Tiamina || 0.574 mg J
Riboflavina || 0.218 mg I
| Niacina ” 1.712 mg I
I!\cido pantoténico " 1.265 mg |
| Piridoxina Il 0.327 mg |
Acido félico I 400.2 pug

2. Factores antinutrimentales y factores téxicos presentes en los alimentos.

La mayoria de los alimentos de la dieta humana, ademas de nutrimentos contienen sustancias sin
valor nutricio y algunos de estos pueden causar dafio en el organismo. Estas sustancias pueden

clasificarse en dos tipos:
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Las sustancias antinutrimentales, las cuales disminuyen la disponibilidad de los nutrimentos o
provocan una perdida suplemen(aﬁa de los nutrimentos esenciales. Estas sustancia provocan un
desequilibrio, que se compensa por un aporte suplementario de los nutrimentos implicados.
Pertenecen a este grupo los inhibidores de enzimas digesti\;as, que afectan la actividad catalitica
de enzimas proteoliticas que disminuyen la utilizacion eficiente de las proteinas, tal es el caso de
los inhibidores de tripsina. Las sustancias que intervienen negativamente en la asimilacién de los
minerales, como es el caso de los fitatos y por ultimo, las sustancias que inactivan o aumentan el
requerimiento de vitaminas. Algunos factores antinutrimentales pueden interferir con varios de
estos elementos, como es el caso de los taninos que interfieren con el metabolismo de las

proteinas, con la asimilacion de los minerales y afectan las reservas de vitamina A y By (10).

Los factores t6xicos, son compuestos que tienen un efecto negativo directo e inmediato sobre el
organismo. Su mecanismo de accién se debe a su particular reactividad . Sus efectos no pueden
compensarse por aporte suplementario. Las lectinas de frijol, consideradas enterotoxinas y los
glucésidos cianogénicos pertenecen a este grupo.

Al estar implicados los factores antinutrimentales y los toxicos con muchas de las leguminosas
que son fundamentales en la alimentacién humana, es necesario el desarrollo de investigacion
para asegurar el consumo de las especies o variedades mas adecuadas (10).

En este estudio nos enfocaremos tnicamente a los glucésidos cianogénicos, lectinas, inhibidores

de tripsina y taninos
3. Factores toxicos en las leguminosas

Dentro de las caracteristicas de las leguminosas se encuentran que son buena fuente de energia,
tienen un alto contenido de proteina, contienen diversos minerales y vitaminas, tienen la
capacidad de adaptarse a diversos climas y enriquecen el suelo de cultivo gracias a que las
bacterias que se alojan en los nédulos de sus raices fijan el nitrogeno atmosférico entre otras

cualidades.
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Sin embargo son portadores de factores toxicos intrinsecos que limitan su aprovechamiento.
Algunos de estos oompuestc;ls son: las lectinas o hemaglutininas (enterotoxinas,) inhibidores de
tripsina, los glucdsidos cianogénicos, los taninos y las saponinas entre otros. Los factores que se
presentan con mayor frecuencia son los inhibidores de tripsina, las lectinas los glucésidos
cianogénicos, los taninos y los fitatos.

Los frijoles de lima contienen entre otros factores toxicos: lectinas, inhibidores de tripsina y un
glucésido cianogénico llamado faseolunatina o linamarina, junto con la enzima linamarasa, que
lo hidroliza en presencia de humedad a HCN, acetona y glucosa. Este HCN se encuentra en un
amplio rango que va de 10 a 300 mg HCN /100 g de frijol (10, 11, 12).

4. Inhibidores de tripsina

La presencia de inhibidores enzimaticos en los alimentos que estin comprendidos dentro de la
dieta humana es muy frecuente. Se trata en un sentido estricto de sustancias que interfieren con la
actividad de las enzimas que digieren a las proteinas. El aporte principal de los inhibidores de las
enzimas proteasas en la alimentacién humana proviene de los granos de leguminosas y cereales.
Los inhibidores son proteinas de bajo peso molecular y son muy especificos. Los inhibidores de

proteasas presentes en las semillas afectan negativamente la calidad nutricional de los alimentos.

La mayoria de los inhibidores de proteasas de las plantas son destruidos por calentamiento (como

es el caso de los inhibidores de tripsina), lo que causa un incremento general del valor nutricio de
las proteinas de las semillas de leguminosas y cereales. El grado de destruccion de los inhibidores

depende de la temperatura, del tiempo de calentamiento, del volumen de agua empleada, de la
cantidad de alimento y el contenido de humedad del grano (13, 14).
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Se han propuesto un gran numero de funciones de los inhibidores de proteasas en las plantas,
dentro de los cuales se incluye una funcién reguladora al controlar a las proteasas endbgenas,

particularmente durante la maduracion y la dormancia de las semillas.

Tiene también una funcion protectora de las reservas nutricias del embrién, contra los ataques
que puedan venir del medio externo, ya que los inhibidores de proteasas pueden desenvolverse
como parte de los mecanismos de defensa hacia la invasién de microorganismos e insectos (10,
15).

4.1 Efectos antiniutricionales de los inhibidores de tripsina

Los inhibidores de tripsina causan retardo en el crecimiento en animales de experimentacion tales
como ratas. Esto se debe en primer lugar a la obvia interferencia que ejercen sobre la digestion de
las proteinas y, en segundo lugar, porque al inhibir a la tripsina se ven desarrollados una serie de
eventos que se tratan de explicar por medio de una retroalimentacion negativa que se da por la
secrecion de la hormona colecistoquinina por parte de la mucosa intestinal, que a su vez estimula
al pancreas a producir mas tripsina. Esta produccién de tripsina requiere mas cisteina, que esta
formada a-partir de metionina. Asi la pérdida endogena de estos dos aminoécidos agudiza la
deficiencia (en el caso de las leguminosas) de estos dos aminoacidos en la proteina. Por lo
anterior se da una pérdida de proteina exdgena y de aminoacidos azufrados endégenos que se ve
reflejado en el contenido de nitrogeno en las heces de las ratas y en el aumento en el tamafio del
pancreas debido a la hiperactividad que este experimenta. El aumento de tamafio del pancreas es
el resultado del incremento del tamaiio de las células (hipertrofia) y del incremento en el numero

de las células (hiperplasia) (13, 16, 17).
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Asi, los inhibidores de tripsina causan hipersecrecién de las enzimas pancredticas, lo que
conduce a una excrecién fecal de nitrégeno-y a un aumento pancreatico. Estos factores dan como
resultado la inhibicion del crecimiento, pero solo un 30-60% de esta accion es debida a los
inhibidores de tripsina, ya que también las lectinas se ven involucradas en la inhibicién del

crecimiento (11).

4.2 Presencia de los inhibidores de tripsina en las leguminosas

En las leguminosas, como son los géneros Phaseolus, Glycine y Vicia, los inhibidores de
proteasas se encuentran en gran cantidad. Se localizan sobre todo en las partes comestibles de las
plantas, como son las semillas. El frijol comba Phaseolus lunatus contiene inhibidores de tripsina
y también inhibidores de quimiotripsina. Se ha estimado que los inhibidores de proteasas
comprenden aproximadamente el 2.5% de la proteina de los frijoles.

En la variedad de Phaseolus lunatus se han determinado 6 inhibidores de tripsina, que son
resistentes al calor, dcidos y dlcalis. Su peso molecular esta comprendido entre 8 000 y 10 000
Da. Estos inhibidores contienen del 17-20% de cisteina, y esta contribuye con el 32% del total de
cisteina en la proteina del frijol comba. Estos inhibidores se unen a la tripsina en proporcion 1:1;
también inhiben a la quimiotripsina, aunque en menor grado. Dentro de los principales efectos
observados ha sido la hipertrofia pancredtica en ratas alimentadas con inhibidores de tripsina
aislados del frijol de lima (11, 13). .

En la tabla 4 se presentan los inhibidores de tripsina presentes en algunas plantas comestibles.
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Tabla 4. Inhibidores de proteasas en plantas comestibles (33)

| Nombre cientifico ” Nombre comiin ” Parte de la planta [Enzima inhibido
Araquis hipogea Cacahuate, mani nuezo semilla || T, Q,PL
Avena sativa Avena endospermo T
Beta vulgaris Remolacha roja tubérculo T
Brassica rapa Colza o nabo semilla T
Cicer arietinum Garbanzo semilla T
Glicine max Soya semilla T,Q,E,PL
Oryza sativa Arroz semilla T, 8
Phaseolus coccineus || Frijol frances, ayocote || semilla T,Q
Phaseolus lunatus || Frijol de lima semilla T,Q
Phaseolus vulgaris || Frijol comiin semilla T,Q,E
Pisum sativum Chicharo, guisante semilla T,PL
Solanum tuberosum || Papa tubérculo T,Q, E,PL
Vicia faba Haba semilla T,Q,PL
Zea mays Maiz semilla T
5. Lectinas

La caracteristica que tienen en comun las lectinas de las plantas es que todas son proteinas. La
mayoria de ellas tienen enlaces covalentes con hidratos de carbono por lo que son clasificadas
como glicoproteinas. Poseen una afinidad especifica por ciertas moléculas de hidratos de carbono

y se encuentran en numerosos alimentos consumidos por el hombre. Se enlazan con los residuos
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glucosidicos presentes en las superficies de los globulos rojos y causan su aglutinacion. Las
lectinas pueden ser detectadas, caracterizadas y purificadas por su accion sobre los eritrocitos.

Las lectinas muestran la mayor parte una especificidad de grupo frente a los diferentes tipos
sanguineos; pero ademas existen en las plantas lectinas inespecificas que aglutinan a los
eritrocitos humanos no importando el grupo sanguineo, y presentan diferencias en cuanto a la
aglutinacién de los eritrocitos de distintas especies animales. Por ejemplo, Phaseolus vulgaris
posee lectinas con actividad sobre los eritrocitos de los grupos sanguineos humanos A y B, junto
con las lectinas inespecificas. Phaseolus lunatus contiene una lectina especifica para el grupo
sanguineo humano A (11). -

Células del intestino que presentan residuos glucosidicos en las superficies de las micro
vellosidades, pueden reaccionar también con las lectinas. En este caso el enlace ocurre sin que
exista aglutinacion visible, y esto interfiere con la absorcion de vitaminas, aminoacidos, lipidos y
glucosa (10, 18).

Las lectinas estin muy difundidas en la naturaleza. Se ha encontrado actividad aglutinante en
extractos de unas 800 especies vegetales. Son de especial interés las lectinas de diversas
leguminosas empleadas como alimento humano o como pienso. Las lectinas también han sido
encontradas en animales como esponjas, crustaceos, moluscos como los caracoles, en el suero
sanguineo de peces, en huevos de anfibios e incluso en tejidos de mamiferos.

Debido a la naturaleza proteinica de las lectinas, estas se desnaturalizan con calor. La
destoxificacion de los alimentos que las contienen (principalmente las leguminosas), es
usualmente realizada, aunque no de manera completa, por el método de cocciér; casera. Un
remojo preliminar a la coccidon incrementa la eliminacién de las lectinas. Las lectinas son
resistentes al calentamiento en seco.

Las posibles funciones de las lectinas en la planta son que actian como anticuerpos contra las
bacterias presentes en el abono, protegen a las plantas contra el ataque de hongos, juegan un
papel en el desarrollo, son participes en la diferenciacion de células embrionarias y transportan

hidratos de carbono de almacenamiento ( 13, 17).
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5.1 Efecto toxico de las lectinas

Se ha estudiado el efecto que tienen las lectinas en animales de experimentacion como ratas. La
accién que tienen las lectinas al combinarse con las células de la pared intestinal, causa
interferencia no especifica en la absorcion de nutrimentos. Mientras dosis elevadas de
determinadas lectinas destruyen las células de la mucosa intestinal, dos_is menores producen
descamaci6n de las células de la mucosa y las vellosidades disminuyen de tamaiio, con lo que
disminuye también la superficie de absorcién y la actividad enzimatica (19, 20).

Esto da como resultado una intensa disminucién en la absorcion de los lipidos, aminodacidos,
glucosa y de vitamina Bj,. Debido al incremento de la producciéon de mucosa en el intestino
delgado se induce a hiperplasia celular, por lo que hay un incremento en el peso seco del intestino
delgado de las ratas. En el higado se observa degeneracién de grasa y necrosis. También el
miocardio sufre alteraciones degenerativas. La existencia simultinea de inhibidores de proteasas
en las leguminosas y su estimulacién sobre la secrecién de enzimas pancreaticas permite una
excesiva perdida de proteina, que se suma al efecto de las lectinas sobre la accion intestinal. El
resultado es un empleo ineficiente de los nutrimentos que explica por si mismo el pobre
crecimiento asi como la inflamacién, edema y necrosis del epitelio intestinal promovido por las
raciones ricas en leguminosas crudas (19, 20).

No todas las lectinas producen los mismos efectos toxicos en animales de experimentaci6n.
Ademas la toxicidad también depende de la especie animal e incluso de la raza utilizada. Antes
de concluir si una semilla en particular es téxica o no, es necesario realizar ensayos de la
actividad ag}utinahte de las lectinas presentes contra muchos tipos de células sanguineas. En el
hombre los resultados sobre la toxicidad digestiva de las lectinas de los alimentos no son
definitivos. Esta relacionada con determinadas alteraciones digestivas observadas después de la

ingestion de leguminosas crudas o poco cocidas (10).
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5.2 Presencia de lectinas en leguminosas

En las leguminosas las lectinas estin ampliamente distribuidas y es raro que alguna leguminosa
no contenga este tipﬁ de toxicos. Las lectinas son sintetizadas durante la maduracién como
cadenas de polipéptidos con peso molecular de aproximadamente 30 000 Da por subunidad. La
estructura de lectinas de leguminosas son similares, ya que estas consisten de 2-4 subunidades y

contienen iones metalicos divalentes (calcio, manganeso).

Se sabe que todas las especies domesticadas de Phaseolus (P. vulgaris, P. coccineus, P. lunatus y
P. acutifolius) contienen lectinas, localizadas sobre todo en las semillas. En las variedades del
frijol comun (Phaseolus vulgaris), la lectina es llamada faseolotoxina o faseina y en algunos
puede llegar a representar hasta 10% de la proteina.

El hombre crea anticuerpos contra la faseina, que hace posible que el organismo se acostumbre a

la ingestion cronica de pequefias cantidades (21).
En la tabla 5 se muestran el tipo de lectinas presentes en semillas de algunas plantas (33).

Tabla 5. Tipo de lectinas presentes en la semilla de algunas plantas.

Carbohidrato especifico unido

a la lectina

Ejemplo de alimento vegetal

que lo contiene

D-manosa, D-glucosa
D-galactosa

Acido N-acetilneuramico
2, N-Acetilgalactosamina
2, N-Acetilglucosamina

2, N-Acetilgalactosamina

Haba, Lenteja, Chicharo
Ricino

Frijol comun

Frijol de lima

Papa

Soya
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Se ha observado que el proceso de germinacién puede disminuir significativamente el contenido
de estos toxicos-en algunas leguminosas, como puede observarse en la tabla 6 en la cual se

presentan los datos para el frijol comun entre otras semillas (33).

Tabla 6. Reduccién de la actividad hemaglutinante durante la fase de germinacion de algunas

leguminosas
Leguminosa Semilla no germinada Tiempo de Reduccion de lectinas

(HA/g harina)’ germinacion .(dia_s) (%)
Dolichos biflorus 2,600 3 77
Glycine max 12, 800 3 96
Vigna radiata 1, 600 4 100
Phaseolus vulgaris 12, 800 4 100
Vicia faba 3,200 6 89

“Actividad hemaglutinante por el metodo de Liener (13)

6. Glucésidos cianogénicos

El cianuro esta ampliamente distribuido en el reino vegetal en cantidades traza y se presenta
principalmente como glucésidos cianogénicos. Existen alimentos de empleo muy difundido,
sobre todo en los trépicos, que contienen glucésidos cianogénicos, por ejemplo: la mandioca, el
fiame, el sorgo, el bamb, la semilla de lino, el frijol de lima (Phaseolus lunatus). También las
semillas de lim6n, melocotdn, albaricoque, cereza, manzana; pera, ciruela y las almendras
amargas contienen glucdsidos cianogénicos.

Algunas variedades de frijol y guisantes contienen pequefias cantidades de HCN
(aproximadamente 2 mg/100 g). En la planta inmadura del sorgo el contenido de HCN varia
alrededor de 250 mg/100 g. En Phaseolus lunatus el contenido de HCN varia entre 10-312
mg/100 g dependiendo de la variedad, esta es muy consumida en Africa donde se llegan a ingerir

hasta 300 g al dia por persona.
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La presencia de los glucésidos cianogénicos en las plantas conduce a una ventaja biologica

evolutiva al ofrecer una defensa contra sus depredadores naturales (11, 13).
6.1 Liberacién del HCN

Las plantas comestibles contienen tres principales glucésidos cianogénicos: la amigdalina,
presente en las almendras amargas y semillas de otras frutas; la durrina, presente en el sorgo y

otras gramineas, y la linamarina, presente en la mandioca, lino y frijol de lima.

Los glucosidos cianogénicos originan por hidrolisis una cetona o un aldehido y el ion cianuro que
es muy toxico. La toxicidad de estos glucdsidos se debe a la liberacién de acido cianhidrico que
se produce al masticar las plantas frescas que contienen glucésidos. En el proceso enzimatico
intervienen dos enzimas, el primer paso consiste en la liberacién del hidrato de carbono,
catalizado por la B-glucosidasa, que produce una cianohidrina y un azucar.

La mayoria de las cianohidrinas son inestables y se descomponen espontineamente a la
correspondiente cetona o aldehido y 4cido cianhidrico (HCN). Tal descomposicion se acelera por
la accién de la enzima hidroxinitril-liasa. Asi por la separacion del carbohidrato y separacién del
HCN, se obtiene dé la amigdalina, benzaldehido; de la durrina, p-hidroxibenzaldehido; y de la
linamarina, acetona.

En las plantas que contienen estos glucésidos cianogénicos, la B-glucosidasa es extracelular y
solamente por destruccion fisica como cuando se maceran (masticacion), se rompe la pared
celular lo suficiente para permitir el contacto de las enzim_as y los glucésidos y que se libere el
HCN. Se piensa que este es el principal mecanismo de la intoxicacién por cianuro debido al
consumo de vegetales frescos. Se han desarrollado diversos métodos de destoxificacion de los
productos alimenticios que contienen glucésidos cianogénicos, entre ellos la trituracion, la
molienda, el remojo en agua y coccion (con la posterior eliminacion del agua de coccion) son los

principales (11, 17).
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6.2 Toxicidad del cianuro

Se ha encontrado que la cantidad de HCN liberado por hidrélisis va de un rango de 10-300
mg/ 100 g de frijol de lima. Un contenido dentro del rango de 10-20 mg de HCN/100 g de frijol es
estimado como seguro y dentro del limite legal establecido en Estados Unidos. _

El HCN ejerce su accion toxica bloqueando a la citocromo oxidasa de las mitocondrias al unirse
al ion férrico, impidiendo asi la respiracion celular y produciendo la muerte por anoxia. El
cerebro y el corazén son muy sensibles a la interrupcién de la respiracion celular. Ademas del
peligro de envenenamiento agudo hay que considerm; el envenenamiento crénico. Se he
demostrado que la ingestién continua de las sustancias que contienen cianuro pueden producir
trastornos graves tales como convulsiones y asfixia, lo que puede producir dafio cerebral, ademas
de dafios en el nervio optico.

La destruccion neurologica inducida por el cianuro solo se aprecia generalmente en poblaciones
con deficiencias en la nutricién. El consumo crénico del cianuro con dietas marginalmente
deficientes en proteina aumenta la deficiencia de azufre de tales dietas, ya que este es requerido
para metabolizar el HCN liberado. Por tanto el consumo de alimentos que contienen glucésidos
cianogénicos ademds de los efectos toxicos atribuidos directamente al cianuro, también
promueven directamente los efectos caracteristicos de la desnutricién proteinica.

En paises como Nigeria, Zaire y Camenin donde el consumo de mandioca es fuerte, son
frecuentes los casos de bocio. La actividad antitiroidea no es debida al cianuro sino al ién
tiocianato, que es producto de su metabolismo. El bocio ir.lducido por cianuro no se observa si la

dieta tiene concentraciones adecuadas de yodo (10, 17, 22).
6.3 Metabolismo del cianuro

El cianuro liberado por la ingestion de alimentos que contienen glucdsidos cianogénicos es
rapidamente absorbido en la parte alta del tracto intestinal. El organismo dispone de varias rutas
metabdlicas para la destoxificacion, asi el i6n cianuro se metaboliza siendo el principal producto

de excrecion el tiocianato.
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La reaccién del HCN con el tiosulfato, sintetizado en el higado, forma sulfito y tiocianato, que es
eliminado por la orina. Dicha produccién de tiocianato esté catalizada por la rodonasa, enzima
que esta ampliamente distribuida en la mayoria de los tejidos de los mamiferos. En una segunda
via metabélica hacia el tiocianato, el cianuro reacciona con el acido 3-mercaptopiruvico, con lo
que se forma tiocianato y_4acido piruvico. Estas reacciones requieren de la presencia en
concentraciones adecuadas de cisteina como un donador de azufre. La cisteina puede reaccionar
directamente con el cianuro para producir tiazolina.

Otras rutas metablicas menores incluyen una ruta oxidativa que rinde finalmente didxido de
carbono y formiato, y su combinacién con la hidroxicobalamina para dar cianocobalamina
(vitamina B)2). La mortalidad de los ratones a causa del HCN puede evitarse con inyecciones de

hidroxicobalamina (11, 13, 17).
6.4 Intoxicacién por cianuro

Es dificil predecir la dimension del envenenamiento por HCN, ya que la sensibilidad a este entre
los individuos es muy variable. La dosis letal minima de HCN por via oral ha sido estimada entre
0.5-3.5 mg/Kg de peso corporal. También es variable el contenido de HCN en los alimentos, éste
se ve influido por la variedad y la preparacion previa. Ha habido casos de envenenamiento con
frijol de lima y sorgo, en Africa, India, Sudamérica, Birmania e Indonesia. Durante la primera
guerra mundial se registraron en Europa, muchos casos de muerte por ingestion de variedades de
frijol de lima ricas en é4cido cianhidrico. Los sintomas que se presentan son entorpecimiento,
seguido por confusion mental, estupor, cianosis, crispamiento y convulsiones. En dosis pequefias
y no fatales producen dolores de cabeza, dolor en la respiracion, palpitaciones y debilidad
muscular. En animales de experimentacion las principales manifestaciones de toxicidad son
estupor y convulsiones .

Se ha propuesto que la unién del cianuro con la hidroxicobalamina puede ser un método usual
para la disposicion de trazas de HCN en el organismo. Los envenenamientos de HCN se tratan

también con tiosulfato sodico, muy eficaz e inofensivo, pero cuya accién tarda mas en
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manifestarse. Si la capacidad antitoxica no es suficiente se aplica también cobalhistidina, de
accion mas rapida (11, 13).
A continuacion se presenta la tabla 7, en la que se muestra el contenido de icido cianhidrico en

diversas plantas, incluyendo variedades del frijol de lima comercial (11).

Tabla 7. Contenido de 4cido cianhidrico de diversas plantas (11)

Planta _ Contenido en HCN (mg / IOOEI
[ Almendra amarga ” 250 |
I Sorgo planta entera ” 250 |
I Bambu || 800 |
I Frijol de lima: ” |
| Variedad coloreada de Java ” 312 |
| Variedad negra de Puerto Rico ” 300 -
I Variedad blanca de Burna || 210
| Variedad coloreada de Arizona || 17
Variedad blanca americana || 10

7. Taninos

La inhibicién de las enzimas digestivas proteoliticas no es debida unicamente a los inhibidores de
proteasas proteinicos, como los inhibidores de tripsina, sino también a la inhibicién no especifica
de los taninos.

Los taninos estan presentes en las semillas de cereales y leguminosas que tienen revestimientos

pigmentados, por lo que con el descascarado de las semillas se elimina del 83-97 % del contenido
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de estos compuestos polifenolicos. Se sabe que afectan la digestibilidad de las proteinas, hidratos
de carbono y lipidos, y la biodisponibilidad de vitaminas y minerales.

Los taninos son compuestos fendlicos naturales y son los causantes de la perdida de lubricacién
en la boca (astringencia) producida al ingerir fruta verde, debido a la unién de las proteinas de la
saliva y la mucosa bucal. Con la maduraci6n de las frutas se polimerizan los taninos y pierden su
accion astringente y su sabor amargo. En los frutos, los taninos estan presentes en un rango de

0.2-1.0 g/ 100 g de peso fresco, en las verduras de 0.5-2.0 g/ 100 g de peso fresco (21, 23).

Los taninos son compuestos solubles en agua con un peso molecular de 500-3000, pueden ser
divididos en dos grupos: hidrolizados y condensados. Los taninos hidrolizados son poliésteres y
son facilmente hidrolizados por 4cidos o enzimas en azucares o alcoholes polihidricos y acido
fenolcarboxilico. Los taninos condensados sufren una progresiva polimerizacion y se basan en
nucleos de flavan-3-ol y flavan-3, 4-diol. Estos tltimos no pueden ser divididos como los
hidrolizados, y son los mas ampliamente distribuidos en las plantas.

En la industria alimenticia los taninos se usan como aditivos en la elaboracién de vino, sidra y
cerveza, contribuyendo al sabor y ayudando a la clarificacion. También son usados en la industria
" de conservas. Su dpsis diaria admitida es de 500 mg / Kg p.c.-dia.

- Los taninos estin ampliamente distribuidos en el reino vegetal, especialmente entre las plantas

lefiosas, en las que se supone tienen una funcion protectora frente a los hongos patégenos (10).
7.1 Efectos antinutrimentales de los taninos

Se manifiestan principalmente por el aumento de la excrecion fecal del nitrégeno y retardo en el
crecimiento de animales de experimentacion, como pollos. Esto se explica debido a la oxidacién
de los grupos fendlicos de los taninos con lo que forman quinonas, estas pueden formar enlaces
covalentes con los grupos amino de la lisina y la arginina de las cadenas peptidicas, dichos
complejos proteina-taninos son dificilmente hidrolizables por las proteasas. Por otro lado los
taninos libres de los alimentos se encuentran en el tubo digestivo con los enzimas digestivos y las

glucoproteinas de secrecion.
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Como la unién inespecifica de los taninos a las enzimas digestivas impide su accion y la unién
con las glucoproteinas de la mucosa intestinal interfiere con la absorcién de los nutrimentos se da

un pobre crecimiento en los animales alimentados con dietas ricas en taninos (10, 11).

La actividad antinutricional de los taninos puede manifestarse también por la habilidad que tienen
estos polifenoles de asociarse a los iones di y trivalentes lo que disminuye la disponibilidad del
calcio, hierro, cobre, etc; sin embargo, la formacion de complejos con el plomo y los metales
pesados pueden tener una funcién protectora impidiendo su absorcién. Ademés los taninos
contribuyen a aumentar los mumﬁimtos en vitaminas disminuyendo la reserva hepética de
vitamina A, la disponibilidad digestiva de la vitamina By, al combinarse con esta y, la vitamina

B, puede ser destruida por los taninos de té (10, 11).

La cantidad minima de taninos en la dieta que es necesaria para provocar una respuesta de
crecimiento negativa no ha sido establecida; sin embargo, se encontré que el 0.1 % de acido
tanico (un tanino hidrolizable) en dietas de pollos no tiene ningin efecto, pero que el 0.5 y2.0%
causan a las siete semanas retardos en el crecimiento del 3 y 32 % respectivamente.

Ademas hubo un 70 % de mortalidad en pollos alimentados con una dieta que contenia el 5 % de
acido tanico. Respuestas similares han sido encontradas en ratas, pero en estas el nivel de
proteina en la dieta es critico, ya que se encontré una disminucién severa en el crecimiento de
ratas con dietas del 4 % de 4cido tanico y limitantes de proteina, pero con una dieta alta en
proteinas ( 40 % de caseinas) las dieias con un 5 % de 4cido tanico no causaron disminuci6n en el

crecimiento (24).
7.2 Efecto de la germinacién sobre los taninos.

Durante la germinacion de las semillas de cereales y leguminosas hay una disminucién en el
contenido de taninos: después de dos dias de germinaciéon disminuyo de 1.6 % a 1.1 % en
garbanzo y hubo una disminucion del 60 % en chicharos.
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Después de un dia de germinacién en frijol hubo un 23 % de disminucién y en frijol moth
disminuyo de 1.3 % a 1.0 % el contenido detaninos. La degradacion enzimatica es responsable de

la perdida de los taninos durante la germinacion.

En células.de animales y de plantas la enzima polifenol-oxidasa (PPO) esta presente y cataliza la
hidroxilacién de varios monofenoles y la oxidacién aerdbica de los difenoles. La actividad de la
PPO en semillas de leguminosas que fueron germinadas incrementa mientras que el contenido de

taninos disminuye (21).
7.3 Presencia de los taninos en las leguminosas

No es claro si el nivel de taninos es notablemente dafiino para el valor nutricional de las
leguminosas destinadas a consumo humano, ya que tienen alto contenido de proteina. Se
esperaria una analogia con los ensayos de alimentacion con ratas. Asi los taninos de leguminosas
serian de menor importancia que, por ejemplo, los taninos en cereales c0m6 el sorgo. Por otra
parte la ingesta total de proteina en la dieta de varias partes del mundo es baja, donde las

leguminosas son un componente principal, lo que incrementaria el efecto de los taninos.
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METODOLOGIA

1. Seleccion y limpieza de las muestras que se van a utilizar, ya sea para el andlisis o para
inducir la germinacion y la recoleccion de muestras a lo largo del desarrollo de la planta.
2. Las muestras son:
Leguminosas: Phaseolus lunatus, dos variedades:
-Frijol comba pinto violento
-Frijol comba blanco tardio. El diagrama se muestra en la figura 2
3. Las semillas de ambas variedades se molieron en un mortero para reducir lo mas posible
el tamaiio de las mismas y posteriormente trasladarlas a un molino cyclotec para tener una
harina fina y homogénea, las harinas se guardaron en frascos etiquetados para su
posterior andlisis. En la figura 1 se presentan las semillas del frijol pinto violento que
sometieron al proceso de anilisis. Cabe sefialar que las semillas del frijol blanco tardio

tienen dimensiones fisicas similares.

FRIJOL COMBA {Phaseolus linatus|

variedad PINTO VIOLENTO

frutofsemilla coscchaud

Figura 1. Frijol comba pinto violento (fruto y semilla cosechada)
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Seleccion y limpieza
de las semillas

Obtencidn de las fases: germinado, plantula, madurez fisiologica, flor, ejote y semilla cosecha.

[ ]
Obtencidén de harina Liofilizacion
homogénea de
las semillas Determinacién de
humedad gruesa
Obtencion de harina homogénea
Determinacion de Determinacion de Determinacion de Determinacion Determinacion de
Proteina Glucdsidos Inhibidores de de Taninos Lectinas
U cianogénicos tripsina

Determinacion de
Humedad analitica

Figura 2. Diagrama General
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HUMEDAD

Fundamento.

El método de secado en horno es un método gravimétrico, es decir, que cuantifica el agua
presente en las muestras por la pérdida de peso de éstas.

Equipo.
-Estufa de vacio LAB-LINE mod. 3620.
-Balanza analitica.
-Estufa con corriente forzada LAB-LINE, modelo Imperial III.
Procedimiento.
1) Poner a peso constante charolas de aluminio (la determinacion se realiza por triplicado),
colocéndolas de 2-4 horas en la estufa.
2) Colocar en la charola de 2-5 g de muestra

3) Introducir las charolas en la estufa de vacio a 60-65°C a 25 mm Hg, por 24-48 horas.

4) Sacar las charolas y colocarlas en el desecador hasta que alcancen la temperatura

ambiente.
5) Pesar las charolas. Si ain no alcanzan peso constante, introducirlas en la estufa de vacio

por unas horas mas. La determinacién es completa cuando las charolas alcanzan peso

constante.
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Cilculos.
El contenido de humedad se obtiene:
% Humedad = Pi—Pf/m X 100
_Dor-lde:
Pi = Peso de la charola con muestra antes de secada (en gramos).
Pf= P;ﬂo de la charola con muestra después de secada (en gramos).

m = peso de la muestra (en gramos)

PROTEINA
Fundamento.

Para la determinacion de proteina es comunmente utilizado el metodo Kjeldahl, que en
realidad determina el nitrégeno total contenido en una matriz alimenticia. Este método se basa en
la combustion en humedo de la muestra por calentamiento con écido sulfiirico concentrado en
presencia de catalizadores metalicos y de otro tipo para reducir el nitrogeno organico de la
muestra hasta nitrogeno inorginico en forma de amoniaco, el cual queda en disolucién en forma
de sulfato de amonio. El digerido, una vez alcalinizado, se destila directamente o por arrastre con
vapor para desprender el amoniaco, el cual es atrapado en una disolucién de 4cido bérico y
posteriormente titulado.

El contenido de proteina es 6.25 veces el contenido de Nitrogeno, pues, por lo general, las

proteinas tiene 16% de nitrogeno.

Las reacciones antes descritas se muestran a continuacion:

Materia orgénica + H;SO—> CO, + H,0 + (NH4), HSO4 + SO,
NH4HSO4 + 2 NaOH ™ Na,SO4 + NH; + H,0
3NH; + H3BO, —> (NH4)BO;

(NH4)BO; + 3HCIl = 3NH,CI + H;BO;
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Equipo.

-Digestor TECATOR, modelo ab-20/40.

-Equipo automatico para determinacién de proteina Auto Analyzer Kjeltec, modelo 1030.
“Tubos de digestién TECATOR de 75 ml.

-Balanza analitica.

Reactivos.

-Peréxido de hidrogeno al 30%.
-Sulfato de potasio (R.A.).
-Solucion de NaOH al 40%.
-Solucién de HCI 0.01 N valorada.
-Mezcla digestiva (a).

-Solucién de 4cido bérico con indicadores (b).

(a) Disolver 3 g de sulfato de cobre (CuSO45H20) en 20 ml de agua destilada, a
continuacién se agrega 50 ml de écido ortofosférico (H3POs) y una vez que este bien
disuelta la sal, se adiciona con mucho cuidado y resbalando por la pared del recipiente

430 ml de écido sulfurico concentrado.

(b) Se pesan 10 g de 4cido bérico, se adicionan 10 mL de verde de bromocresol (100 mg en
100 mL de CH;OH), posteriormente se adicionan 7 mL de rojo de metilo (100 mg en 100
mL de CH;0H)

Procedimiento.

*Digestion de la muestra:

1) Pesar de 10-100 mg de la muestra (dependiendo del contenido de proteina esperado) y
colocarlos en el tubo de digestion.
2) Adicionar aproximadamente 0.5 g de K504
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3) Adicionar 3 ml de mezcla digestiva.

4) Colocar el tubo en el digestor por 15 minutos a una temperatura menor de 370°C

5) Sacar el tubo del digestor y dejarlo enfriar.

6) Adicionar 1.5 ml de H;O; al 30% y nuevamente colocar el tubo en el digestor que se
encuentre a 370°C hasta que la digestién termine ( cuando el tubo no muestre manchas
ni puntos negros y ademas la mezcla de digestion sea incolora, translicida o verde-
azuloso traslicido).

7) Dejar enfriar el tubo antes de destilar.

*Destilacion y titulacion:

Se lleva a cabo en el equipo Auto Analyzer Kjeltec, modelo 1030 de manera automatica.
La destilacién se lleva a cabo por arrastre de vapor por accién de NaOH al 40%, se recibe el
amoniaco liberado en acido bérico y se titula con HCI 0.01 N valorada.

Se debe correr un blanco en donde se sustituye la muestra por el equivalente en peso de

glucosa o sacarosa, trabajandose en la misma forma.

Cilculos.

Para obtener el contenido de nitrogeno de la muestra:

%N = (P-B) X N-X meq X 100/ m

Donde:

P = ml de la titulacion de la muestra.

B =ml de la titulacion del blanco.

N = normalidad de la solucion de HCI .

meq = miliequivalentes de nitrégeno (0.014).

m = peso de la muestra (en gramos).

31



METODOLOGIA

Para obtener el contenido de proteina de la muestra se relaciona el contenido de nitrégeno

determinado que esté presente en la proteina de la muestra por medio de un factor:

% Proteina=% N, X F

F = factor de conversion (6.25).

INHIBIDORES DE TRIPSINA (28)
l_"undamento.

La metodologia se basa en observar la inhibicion producida por un extracto acuoso
(solucién de NaOH 0.01 N) de la muestra sobre una solucién estandar de tripsina. El extracto
directo o diluido de la muestra se pone en contacto con una solucién estandarizada de tripsina y
después de un cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente por medio de un
sustrato sintético: Benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA), el cual al ser hidrolizado por la
tripsina remanente producira una coloracién amarilla proveniente de uno de los dos compuestos
de hidrdlisis (p-nitroanilina) que se lee en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410
nm, Dicha coloracion es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de tripsina de la

muestra.

Equipo

-Potenciometro CORNING, mod.430.
-Espectrofotometro COLEMAN, mod. Sequoia-Turner
-Mezclador de tubos LAB-LINE, mod. Super-mixer.
-Parrilla con agitacion magnética.

-Bafio Maria GRANT, mod. SE 10.

-Balanza analitica. Sartorius Analytic

Reactivos.
-Solucion de NaOH 0.01 N.
-HC1 0.001N.
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-Acido acético al 30%.

-Solucién amortiguadora TRIS, pH 8.2 y 0.05 M (a).

-Solucién de benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA, SIGMA No. B-4875) (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 CaCl,:2H,0 en 900 ml
de agua destilada. Ajustar el pH a 8.2 y se afora a un volumen de 1 litro.

(b) Disolver 100 mg de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCl (BAPNA) en 2.5 ml de

(c)

dimetil-sulféxido. Diluir a 250 ml con amortiguador TRIS previamente calentado a

37°C. Esta solucién debe ser preparada el mismo dia de su uso y mantenerse a 37°C.

Pesar con exactitud 4 mg de tripsina bovina (SIGMA No. T-8253) y disolverla en 200
ml de HCI 0.001 N. Esta solucién contiene 20 pg de tripsina/ml. Guardar en

refrigeracion, donde puede permanecer de 2-3 sémanas sin pérdida apreciable de

actividad

Procedimiento.

)
2)
3)
4
5)

6)
7
8)

*Preparacion del extracto:

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

Adicionar 45 ml de NaOH 0.01N.

Ajustar el pH de esta suspension a 9.6+0.2.

Aforar con NaOH 0.01N a 50 ml.

Transferir a un vaso con magneto para agitar la suspension mecanicamente en la parrilla
de agitacion por 2 horas y media a 300 rpm.

Quitar el magneto y dejar media hora en reposo.

Obtener el sobrenadante por decantacion, se elimina el residuo insoluble.

El sobrenadante debe ser diluido hasta el punto que 1 ml produzca una inhibicién de 40-

60%, este requisito es indispensable para reducir la desviacion estandar relativa.
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*Determinacion de la actividad:

Cuando se trabaja con el extracto directo, es comin que se arrastren coloraciones

indeseables que pueden interferir en la determinacién, por lo que es conveniente tomar una

alicuota mas de cada uno de los volimenes que a continuacién se describen, las cuales servirdn

como sus respectivos blancos.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7

Tomar con pipeta volimenes (por duplicado: alicuota y respectivo blanco) de 0.0, 0.6,
1.0, 1.4 y 1.8 ml de extracto de la muestra y colocarlas en tubos de ensaye.

Ajustar el volumen a 2.0 ml con agua destilada.

Adicionar 2.0 ml de soluci6én estindar de tripsina (previamente preparada y mantenida a
37°C). A los blancos de las alicuotas adicionar ademds 1.0 ml de acido acético al 30%.
Mantener el contacto inhibidor-tripsina por 10 minutos (en el caso de los blancos de las
alicuotas no es necesario llevar un control del tiempo).

Adicionar 5 ml de la solucién de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (a 37°C) a cada tubo.
Mantener la mezcla de reaccién por 10 minutos exactos (usar cronémetro).

Detener la reaccién enzimética adicionando 1 ml de 4cido acético al 30% y homogeneizar
inmediatamente,

Dejar en reposo aproximadamente por 15 minutos y si la mezcla de reaccion se enturbia o
forma un precipitado, debido a la adicion del acido acético, filtrar el contenido a través de
papel filtro Whatman #1. Hay que asegurarse de que el filtrado sea transparente.

Leer en el espectrofotémetro a 410 nm ajustando el aparato a 100% de trasmitancia con su
respectivo blanco para cada una de las alicuotas. El tubo con 0.0 ml de extracto de la
muestra es la referencia sobre la cual se basan los célculos ya que este tubo contiene 40pug
de tripsina/10 ml.
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Cilculos.
Una unidad de tripsina (U.T.) es 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) se puede pasar directamente a unidades de tripsina (U.T): U.T.= A X 100.

Debido a que se tienen una serie de alicuotas del extracto, se tendran entonces una serie
de valores de U.T. Estos valores de U.T. deben ser restados al valor de referencia: 0.0 ml de
extracto, 40pg tripsina/10 ml para asi obtener el valor de unidades de tripsina inhibida: U.T.L
Después calcular el valor de U.T.I/ml de cada una de las alicuotas tomadas del extracto y
calcular el promedio de U.T.I/ml. La actividad de inhibidores de tripsina se expresa en términos

de unidades de tripsina inhibida (U.T.1.), con respecto a 1 g de muestra:

B X F X (50/1000) = U.T.I./mg de muestra.

Donde:

B = valor extrapolado o promedio en U.T.L./ml.

F = factor de diluci6n, cuando se trabaja el extracto directo F =1,
F=A/a X Ay/ay

Donde:

A; = Aforo (s)

a; = alicuota (s)

50 = de 50 ml de extracto acuoso de la muestra que se prepararon.

1000 = de 1000 mg = 1 g de muestra que se toma para preparar 50 ml de extracto .
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LECTINAS (cuantitativo)(29)
Fundamento.

Se determina la cantidad minima de extracto acuoso de una muestra vegetal, que produce
prueba positiva de aglutinacién con eritrocitos de hamster y este valor se relaciona con la
cantidad minima de faseolotoxina que produce prueba positiva de aglutinacién definiéndose

como 1 unidad hemaglutinante (UHG) el equivalente a 1 mg de dicha lectina.
Material y reactivos

Agitador magnético

Centrifuga para tubos marca DINAC

Tubos de centrifuga de 15 mL con graduacioén

Incubadora marca BUE- M

Espectrofotometro Sequoia-Tumner (o Coleman Junior I1A)

Adaptador para celdas de 12 x 80 mm (condicionado a una abertura de 1 cm?)
Microtiter Kit (Cook Eng-alexander Virginia USA)

Sangre de hamster desfibrinada y lavada

Solucion anticoagulante (a)

Solucién salina al 0.9%

Solucién salina al 1 %

Proteasa (SIGMA P-5147)

Soluci6n de proteasa al 0.2% en solucion salina

Lectina purificada de frijol (Phaseolus vulgaris) faseolotoxina (SIGMA L-8754)

Solucion de lectina de referencia (b)

a) Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar ya sea solucién de
heparina o citrato, las cuales se usan en la siguiente relacién:
Solucién de heparina: dependiendo de su actividad (expresada en UI) se usa en
proporcién de 15 a 20 UI de actividad por mL de sangre
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Solucién de citrato de sodio 3.8 % (m/v): por cada 1 mL de sangre se adiciona 0.1 mL de
esta solucion anticoagulante
b) Pesar con la mayor exactitud posible 1 mg de faseolotoxina (SIGMA —-L8754)
en un tarador y pasarla a un matraz aforado de 10 mL; a continuacién aforar con solucién
isotonica (0.9%). De esta solucién (0.1 mg/mL) se realiza una disolucién 1:100 para ocuparla
en la placa de microtitulacién tipt; “V” con la finalidad de definir la cantidad minima de

faseolotoxina que produce prueba positiva de aglulinacién (L).
Metodologia

Preparacion del extracto:

Moler finamente la muestra vegetal (con un contenido menor al 5% de grasa) y suspender 0.1 g
de material en 10 mL de solucién salina al 1%, efectuar la extraccion con agitacién mecanica
durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura ambiente.

Después del tiempo indicado se centrifuga el extracto a 1400 r.p.m., durante 15 minutos para
eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtra a través de un filtro de vidrio de porosidad
gruesa y de ser necesario se puede lavar el residuo-con mas solucién salina al 1%, para llevar el

extracto filtrado al volumen inicial (10 mL).
Preparacion de la sangre

Una vez que se sangra el hamster por via ocular, se recoge ésta en un matraz pequefio que
contenga solucidn anticoagulante. Agitar suavemente para la completa homogenizacion de la
sangre y la solucioén anticoagulante. Para evitar al maximo la coagulacién de la sangre, se debe
diluir esta con solucién salina isoténica (lavar la sangre lo mas rdpido posible para evitar
coagulacion y hemdlisis).
La sangre con anticoagulante se trasvasa a tubos de centrifuga para lavarla (3 veces) con solucién
salina al 0.9%. La relacion sangre: solucion salina es aproximadamente 1:5, se centrifuga a 1 500
r.p.m. durante 10 min. Después del ultimo lavado, se mide en el tubo de centrifuga el volumen de
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paquete de eritrocitos y se diluye al 4%. Para lo anterior, se agrega por cada 1.0 mL de glébulos
rojos compactados 24.0 mL de solucién salina al 0.9%.

Sensibilizacion de los eritrocitos

A cada 10 mL de suspensién de globulos rojos al 4% agregarles 1 mL de soluci6én de pronasa al
0.2% y se colocan en incubacion por espacio de 1 hora a 36.5 + 0.5 °C, resuspendiendo los
eritrocitos cada 15 minutos por rotacion suave del recipiente que los contiene.

Du.‘puésldel tiempo estipulado, centrifugar para eliminar la enzima sobrenadante y lavar 3 veces
con solucién salina al 0.9%. Después del 1ltimo lavado resuspender el paquete de globulos rojos
al 3% para lo cual, por cada 1.0 mL de paquete de eritrocitos se adicionan 32 mL de solucién
salina 0.9%.

Cuando se observa que la suspension de eritrocitos tiene algunos pequefios coagulos, es necesario
filtrar esta suspension, lo cual se puede hacer a través de un pequefio trozo de gasa, colocado

dentro de un tubo de cuello corto.
Ajuste de la suspension de glébulos rojos

Se toma 0.1 mL de la suspension de globulos rojos ya sensibilizados y se agregan 4.9 mL de la
solucién salina 0.9%. Se lee en el espectrofotometro a 620 nm, usando un adaptador de celdas
que permita el paso de solo 1 cm? de luz y como blanco solucién salina al 0.9%.

La lectura que se debe obtener es de 26.5 + 2.5 (24 a 29) de transmitancia, en caso contrario se

realizara la dilucién o concentracién necesaria para que la suspension de glébulos quede dentro

de dicho rango.

Microtitulacion
En las placas tipo “V” del microtiter colocar en cada pozo de las hileras que se van a utilizar, 100

uL de la solucién salina al 0.9% con la pipeta automética multicanales evitando tocar las paredes
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del pozo y adicionando con precaucion para que no se desfase el volumen de adicién. A
continuacion llenar el microdilutor con 50 pL introduciéndolo en el extracto problema y al
sacarlo absorber con mucho cuidado la solucion adherida en el vastago del microdilutor,
posteriormente se introduce en -el primer pozo de la hilera escogida girindolo sin excesiva
presion y se pasa con mucho cuidado al siguiente pozo y asi sucesivamente hasta completar una
hilerapara obtener la dilucién seriada. lo anterior se realiza para la solucién diluida (1:100) de la
faseolotoxina que servira como referencia para la determinacién cuantitativa. Por ultimo, con un
pipetero de gota colocar en cada pozo 50 pL de la suspension de globulos rojos, en cada pozo de
una placa. Luego se gira en forma circular y se coloca en la incubadora a 36.5 + 0.5°C durante

una hora.
Lectura

Una vez transcurrido el tiempo estipulado se coloca sobre el dispositivo de lectura. Se observa a
través del espejo el fondo delos pozos de cada hilera de prueba y se reporta la maxima dilucién
que presenta prueba positiva de aglutinacion, tanto del extracto de la muestra a ensayar como de

la solucién de faseolotoxina.
Recomendaciones

Se debe realizar la dilucién necesaria para que el extracto produzca un titulo dentro de los
primeros 10 pozos de una hilera.

Se debe cuidar el rango de temperatura establecida y todo el material que se utilice debe estar

perfectamente limpio.

Cilculos
La méxima dilucién que presenta aglutinacion se denomina como titulo de ensayo de la muestra y

la prueba debe efectuarse como minimo por triplicado. Con los datos individuales de los titulos se
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obtiene el promedio y se redondea al numero entero mas cercano y este es el titulo (t) que se usa

para los calculos.

1. Se calcula el Iimife de deteccion del método usando como referencia la faseolotoxina
(SIGMA L-8754); para lo cual primero se necesita conocer la cantidad de lectina qu:a se
utiliza realmen;e en el primer pozo, calculdndose de la siguiénte manera:

E=MxD

Donde:

E = Cantidad de lectina para el primer pozo de la hilera respectiva (expresada en pg)

M = Concentracién de la lectina en la solucién diluida (expresada en pg/ pL)

D = Cantidad de solucién tomada por el microdilutor (uL)

E=0.01 pg/ pL x 50 pL = 0.05 pg de lectina

Conociendo este dato (E), se procede a calcular el limite de deteccion del método, para lo
cual es necesario tener el titulo t, de la solucion diluida de faseolotoxina. El limite de
deteccion (L) se obtiene a la siguiente formula;

L=2(E/3)

Donde:
L = Limite de deteccion, que corresponde a la cantidad minima de lectina que produce prueba
positiva de aglutinacion (expresado en pg)

t = Titulo (promedio de los titulos individuales redondeados al entero inmediato)

2. Para el extracto de la muestra, se requiere obtener la méxima dilucién que produce prueba
positiva de aglutinacion, para lo cual es necesario calcular la cantidad equivalente de
muestra problema en el pozo (e), como se hizo anteriormente para la solucién de
faseolotoxina, pero expresada en mg. Lo anterior se obtiene de acuerdo a la siguiente

féormula: e=mxD
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Donde:
e = Cantidad equivalente de muestra en el primer pozo (expresado en mg)
m = Concentracion equivalente de muestra en el extracto (expresada en mg/ puL).

D = Cantidad de extracto tomada por el microdilutor (pL)

Conociendo la cantidad equivalente de muestra en el primer pozo, se debe de obtener la
cantidad minima de que produce prueba positiva de aglutinacion, la cual se obtiene con la
siguiente formula:

MA=2(e/3"

MA = Cantidad minima equivalente de muestra que produce prueba positiva de aglutinacién
(expresada en mg)

t = Titulo (promedio de los titulos individuales redondeado al entero inmediato)

3. Con los datos anteriores se puede determinar la concentracién equivalente de lectina que
contiene la muestra problema de acuerdo a la siguiente expresion:
LE=L/MA

Donde:

LE = cantidad de lectina expresada en pg, que se presenta en un mg de muestra de material
vegetal ensayado. Dicho valor también equivale a 1 mg de lectina / g de muestra. Si por
definicion, se establece que una unidad de hemaglutinacién (UHG) es equivalente a 1 mg de
faseolotoxina bajo las condiciones establecidas en esta metodologia, podemos expresar
nuestros resultados en UHG / g de muestra.
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GLUCOSIDOS CIANOGENICOS (30)
Fundamento.

El presente método aprovecha la reaccién sensible y especifica de Gulgnard la cual es
ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la deteccion tanto de glucdsidos manogémcos
como del propio HCN.

y Paraj poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se hace uso de
una hidrélisis enzimética (poi* medio de una B-glucosidasa), del correspondiente glucosido
cianogénico; y para poder cuantificar en forma precisa el HCN liberado, es conveniente trabajar
algunos pasos de la determinacion a temperaturas bajas. Dicho HCN liberado reacciona con el
acido picrico contenido en una tira de papel produciendo una coloracion visible café-rojiza
debido a la isopurpurina formada. Con este método se puede detectar hasta cantidades del orden

de 5 pg de HCN, equivalentes a 46 g de glucésidos cianogénicos (referido con linamarina).

Equipo.

-Espectrofotémetro Sequuoia-Turner Mod,. 340

-Celdas para el espectrofotometro.

-Estufa.

-Congelador comercial.

-Bafio de agua con agitacién marca LAB-LINE.

-Balanza analitica.

-Tubos de cultivo con tapon rosca PIREX #9825 y #9826.
Reactivos.

-Solucién de HCI 0.5N.

-Solucion buffer de fosfatos pH 7.0.

-Solucion de KCN equivalente a 100 pg HCN/ml (24.1 mg KCN/100 ml).
-Solucion de picrato de sodio alcalinizada (a).

-Solucién de B-glucosidasa con activador (b).

-Papel indicador de HCN (c).
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(a)

(b)

Disolver en agua destilada 2.5 g de acido picrico y a continuacién 12.5 g de
carbonato de sodio, aforar a un volumen de 500 ml con agua destilada.

Disolver 0.25 g de B-glucosidasa (250 mg) en solucién buffer de fosfatos pH 7.0
teniendo la precaucién de agitar suavemente (de lo contrario se formara una gran
cantidad de espuma). Una vez disuelta la enzima, adicionar 1.7 g NaNO; que actia
como activador de dicha enzima; todo lo ;lnteﬁor se lleva a un volu_men de 250 ml con
el mismo buffer y asi tenemos una concentracion de 1 mg de B-glucosidasa/ml y 0.08 M
de NaNO;.

(c) El papel Whatman del #2 se empapa en una solucién de picrato de sodio alcalinizada, se

deja escurrir y se pone a secar en una estufa a temperatura de 55-60°C por 30 minutos.

A continuacion se cortan tiras de 2 X 10 cm.

Procedimiento.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7
8)

Determinacion cualitativa:

Colocar en un tubo de cultivo Pyrex de 20-500 mg de muestra, dependiendo de su
contenido aproximado de glucésidos cianogénicos (cuando no se tiene la informacion se
coloca la cantidad méaxima de 500 mg).

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

Homogeneizar y colocar la tira de papel indicador humedecida (aproximadamente con 8
gotas de agua) en la b(;ca del tubo y cerrar herméticamente con un tapon de rosca.

Colocar en el bafio maria a la temperatura de 40+1°C por 4 horas con el control de
velocidad de agitacion ajustado a 3.5.

Sacar los tubos y colocarlos en el congelador por 30 minutos.

Sacar el tubo y destapar para adicionarle 1 ml de HCI 0.5 N (frio). La tira de papel debe
quedar adherida al tapén para evitar problemas de manipulacién.

Volver a cerrar perfectamente.

Homogeneizar teniendo la precaucion de que el liquido no toque el papel indicador.
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9) Colocar en la estufa por 15 minutos a la temperatura de 60°C.

10) Sacar de la estufa y realizar visualmente la deteccion cualitativa, ya que aquellos tubos
que no muestren por lo menos una ligera coloracién café-rojiza en el papel -indicador, se
consideran negativos; en tanto que aquellos que si mucstrm_;l au_nque sea una tenue

coloracién se consideran positivos y se procede a su determinacion cuantitativa.
Determinacién cuantitativa:

11) Recuperar el papel indicador y colocarlo en un tubo de cultivo Pirex .

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

13) Tapar y agitar vigorosamente con el fin de extraer el pigmento de isopurpurina del papel
indicador en el agua.

14) Después de extraer el pigmento (aproximadamente 2-5 minutos) recuperar el solvente
(agua), eliminando los residuos del papel por una simple filtracién con papel de filtracién
rapida.

15) Colocar la solucidn filtrada en la celda para su lectura en el espectrofotometro a 520 nm,

ajustando previamente a 100% de trasmitancia con el blanco de la muestra.

*Curva patrén:

1) Tomar 0.0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ml de la solucién estindar de KCN cuya
concentracion es equivalente a 100 pg HCN/ml y colocarlos en tubos de cultivo Pyrex .
Las concentraciones de HCN son: 0.0 (blanco), 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0 ug
HCN, respectivamente. Entonces la curva estandar va de 5.0 a 60.0 ug HCN, ya que fue
el rango 6ptimo encontrado donde se cumple la ley de Lambert-Beer.

2) Adicionar 500 mg de fécula de maiz comercial, llamada también matriz alimenticia, con
el propésito de simular la interaccién muestra-HCN liberado.

3) Adicionar 5.0 ml de solucion buffer pH 7.0.

4) Homogeneizar y colocar la tira de papel indicador humedecida (aproximadamente con 8

gotas de agua) en la boca del tubo y cerrar herméticamente con un tapén de rosca.
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5) Colocar en un bafio maria a la temperatura de 40+1°C por 4 horas con el control de
velocidad de agitacién ajustado a 3.5.

6) Sacar los tubos y colocar en el congelador por 30 minutos.

7) Sacar el tubo y destapar para adicionarle 1 ml de HCI 0.5 N (frio). La tira de papel debe
quedar adherida al tapon para evitar problemas de manipulacién.

8) Volver a cerrar perfectamente.

9) Hcmog;eneizar teniendo la precaucion de que el liquido no toque el papel indicador.

10) Colocar en la estufa por 15 minutos a la temperatura de 60°C.

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

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

13) Tapar y agitar vigorosamente con el fin de extraer el pigmento de isopurpurina del papel
indicador en el agua.

14) Después de extraer el pigmento (aproximadamente 2-5 minutos) recuperar el solvente
(agua), eliminando los residuos del papel por una simple filtracién con papel de filtracién
rdpida. Cuando se requiera se puede hacer otra adicién de agua (20 ml) para extraer
completamente el pigmento (dilucién).

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

la solucién estandar de KCN).

Cilculos.

Trazar la curva patrén usando los valores de absorbancia en el eje de las ordenadas y las

correspondientes concentraciones de HCN en pg en el eje de las abscisas. Interpolar el valor de

absorbancia de la muestra en la grafica para obtener el contenido de HCN liberado en pg. Para

obtener el contenido de HCN en la muestra:

X * D * 100/M = mg HCN/100 g de muestra.
X = pg de HCN.
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D = nimero de veces de adicion de 20 ml de agua (dilucion).
M = mg de muestra.

TANINOS.
Fundamento.

El método se basa en la extraccion de taninos por agitacion con dimetilformamida y la
determinacién espectrofotométrica a 525 nm después de la centrifugacion y adicion de citrato
férrico de amonio y amoniaco al liquido sobrenadante. El contenido de taninos de la muestra se

obtiene mediante una curva patroén usando 4cido tanico.

Equipo.

-Espectrofotometro Sequoia-Turner Mod. 340

-Celdas para el espectrofotometro.

-Centrifuga para tubos marca DINAC.

-Tubos de centrifuga de 50 ml con _tapas que sellen herméticamente.
-Agitador magnético.

-Agitador mecanico, tipo vortex.

-Balanza analitica.

-Pipetas graduadas de 1, 5, y 10 ml.

-Tubos de ensayo de 140 X 14 mm.

Reactivos.

-Solucién de dimetilformamida al 75%.

-Solucién de 4cido tanico (Merck No.773), 2 mg/ml.

-Solucién de amoniaco, 8.0 g NH3/1 litro (a)

-Solucion de citrato férrico de amonio, 3.5 g/1litro (b).

(a) Tomar 30.79 ml de hidroxido de amonio (NHsOH) y aforar a 1 litro con agua destilada.
(b) Esta solucion debe ser preparada 24 horas antes de su uso. Debe contener entre 17% y 20% de
hierro.
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Procedimiento.

1)
2)

3)

%

1)
2)
3)

2)

3)
4)

)

Pesar 1 g de muestra

Adicionar aproximadamente 20 ml de solucién de dimetilformamida al 75% en un vaso
de pp de 50 mL.

Tapar y agitar durante 1 hora.

Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm

*Para el blanco:

Tomar 1 ml del liquido sobrenadante y colocarlo en un tubo de ensayo.

Adicionar 6 ml de agua y 1 ml de amoniaco, agitar por unos segundos en el vortex.
Después de 10 minutos a temperatura de 30 °C en bafio de agua, transferir la solucion a

una celda leer la absorbancia a 525 nm, usando agua como blanco.

*Para la muestra:

Tomar 1 ml del liquido sobrenadante y colocarlo en un tubo de ensayo (por triplicado).
Adicionar 5 ml de agua y 1 ml de la soluci6n de citrato férrico de amonio, agitar por unos
segundos en el vortex.

Adicionar 1 ml de amoniaco, agitar por unos segundos en el vortex.

Después de 10 minutos en bafio de agua a 30 °C, transferir la solucién a una celda y leer

la absorbancia a 525 nm, usando agua como blanco.

*Curva patrén:

Colocar en seis matraces volumétricos de 25 ml: 0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0,6.0 y 7.0 ml
de solucién de écido tanico (2 mg/ml) tomados con pipeta graduada. Llevar hasta la linea
de graduacion del matraz de 25 ml con solucién de dimetilformamida. La escala de la
curva patrén que se obtiene corresponde al contenido de 4cido tanico de 0.00 mg/ml, 0.08
mg/ml, 0.16 mg/ml, 0.24 mg/ml, 0.32 mg/ml, 0.40 mg/ml, 0.48 mg/ml y 0.56 mg/ml
re.pectivamente.
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2) Tomar con pipeta 1 ml de cada una de las soluciones y colocarlo en un tubo de ensayo (8
tubos de ensayo en total).

3) Adicionar 5 ml de agua y 1 ml de solucion de citrato férrico de amonio, agitar por unos
segundos en el vortex.

4) Adicionar 1 ml de amoniaco, agitar por unos segundos en el vortex.

5) Transferir las soluciones obtenidas a celdz;s y después de 10 minutos medir absorbancia a

525 nm usando agua como blanco.

Calculos.

Trazar la curva patrén usando los valores de absorbancia en el eje de las ordenadas y las
correspondientes concentraciones de 4cido tanico en mg/ml en el eje de las abscisas. Interpolar el
valor de absorbancia de la muestra (diferencia de las dos absorbancias medidas: muestra —

blanco) en la grafica para obtener el contenido de taninos en mg acido tdnico/ml.

El contenido de taninos, expresado como un porcentaje en masa de acido tanico en
relacion a la materia seca es:
mg 4cido tanico /ml X 25 ml extracto/] g muestra X 1 g 4cido tanico /1000 mg 4cido tanico X
100 = g 4cido tanico/ 100 g muestra.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Ciclo biolégico del frijol comba

El ciclo biolégico del frijol comba se determiné registrando la duracion de cada una de las fases
después de dar inicio a la germinacion. pin;o violento en dias es: 15 dias para el germinado, 28
para plantula, 67 madurez fisiologica, 50 ﬂ_oraci(')n y 158 ejote; teniéndose un total de 318 dias.
Para el blanco es de: 14 dias para el germinado, 31 para la plantula, 75 madurez fisiologica, 67
floracién y 165 ejote; teniéndose un total de 352 dias. Lo anterior se aprecia en las figuras 3 y 4

respectivamente.

W Germinado

Ciclo Biologico del Frijol comba Pinto violento
& Pantula
@ Madurez fisiclogica

">,

Figura 3. Ciclo biolégico del frijol pinto violento (dias).

Ciclo Biologico del Frijol comba Blanco

tardio
' (WGeminado
| @Plantula |
| B Madurez fisiologica |
OFior '

OEjote

Figura 4. Ciclo biolégico del frijol blanco tardio (dias).
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El ciclo del frijol se establecio a partir de la induccion a la germinacion de la semilla inicial. En la
figura 5 se ilustra la semilla inicial en comparacion con la semilla final con la que se cierra el
ciclo de desarrollo. La semilla inicial con fecha de julio 2002 y final con fecha de recoleccion
mayo 2003 se muestran en la figura 4. Se observa que presentan las mismas caracteristicas fisicas
y en las tablas de resultados que se muestran posteriormente se aprecia que también presentan

similitudes en las determinaciones analiticas.

Frijol comba (Phaseolus lunatus
Pinto violerto

Figura 5. Semillas de frijol comba pinto violento
Humedad del frijol comba

La determinacion de humedad es importante para poder expresar los resultados de las
determinaciones de los factores toxicos. En esta determinacion, se observa que la estructura con
mayor humedad es la plantula en la variedad pinto.

Lo anterior se aprecia en la figura 6 que es la respectiva para esta determinacion. En la figura 7,

que corresponde a la variedad blanco, observamos que la estructura con un contenido mayor de
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humedad es la plantula, al igual que en la variedad pinto. La estructura que presenta una menor

humedad en la variedad pinto es la raiz y la flor en la variedad blanco

90%
80%
70%

B 60%

8 s0%

3 40%

® 30%
20%
10%

|@Pinto ||

Germinado
Plantula
Hoja

Tallo

Raiz

Flor

Ejote

Fm

Figura 6. Grafica de % de humedad gruesa en las diferentes fases del frijol pinto violento

BLANCO

90% 84.74%
o . 78%

70%
60% +-
50%
40% +
30%
20% +
10% +
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W
(‘\\)
f“ o8

Figura 7. Grafica de % de humedad gruesa en las diferentes fases del frijol blanco tardio

% Humedad
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Ponderacién de las diferentes partes en la fase madurez fisiologica

La fraccién de mayor proporcién en la fase madurez fisiolégica le corresponde a la hoja en
ambas variedades. Por ultimo la fraccion con menos proporcion en la planta le corresponde a la
raiz con aproximadamente 6% del peso total de la planta. Lo anterior se puede apreciar con

mayor claridad en la figura 8.

PINTO

760%

Q2 Hoja
H Tallo
= Rakz

Figura 8. Graficas de pastel que representan la ponderaci6n de las diferentes partes en la fase
madurez fisiologica.
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En cuanto a la ponderacion en la fase floracion, se observa que la mayor proporcion le
corresponde al tallo, seguida de las hojas, la raiz y por ultimo la flor. La flor es la parte de la
planta que menos contribuye al total, teniendo alrededor de un 2% del peso total de la planta. Lo
anterior se aprecia en la ﬂguﬁ 9-que corresponde a las graficas de pastel de las fracciones en la

fase floracion.

Figura 9. Graficas de pastel que ilustran la ponderacion de las diferentes partes en la fase

floracion.

En la figura 10 se ilustran las plantas de ambas variedades de frijol en la fase floracién. Como
puede observarse las flores de estas variedades son muy pequefias en comparacion con el resto de
las estructuras lo que nos permite entender los resultados de las ponderaciones y la complejidad

en las determinaciones analiticas.
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IFase: Flora

Figura 10. Flor de frijol comba pinto violento (izquierda) y blanco tardio (derecha)

Por ultimo se tiene la ponderacion de las fracciones en la fase ejote en la cual se observa que la
mayor proporcion le corresponde al ejote en ambas variedades a diferencia de la fase anterior en
la que la mayor proporcién le pertenecia a las hojas.

La fraccién que ocupa la siguiente proporcion es el tallo, seguida de la hoja. La menor proporcion
le corresponde a la raiz. Puede observarse como cambian las proporciones de los diferentes
componentes de una fase a otra.

Lo anterior se ilustra en la figura 11.
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& Hoja |
QTallo |/
W Raiz

OEjote |

7.18%

Figura 11. Graficas de pastel que representan las proporciones la planta en fase ejote para ambas

variedades.

Porcentajes de humedad y pesos de los diferentes componentes de la planta en las fases

floracién y ejote

La estructura que presentan el mayor porcentaje de humedad es la hoja, para ambas variedades,
seguida de la raiz en el pinto y el tallo en el blanco. La estructura que presenta la mayor
proporcidn con respecto al peso total de la planta es el tallo con 46.08% para el pinto y 40.65%
para el blanco. La flor es la estructura que presenta la menor proporcion con respecto al total de
la planta en esta fase, aunque el contenido de humedad es elevado al igual que los otros

componentes.
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Cabe mencionar que cada parte de la planta en esta fase representa proporciones muy similares

para ambas variedades. La tabla 8 muestra los resultados antes mencionados.

Tabla 8. Porcentajes de humedad y peso de los diferentes componentes
de la planta en fase floracion para ambas variedades

Pinto Blanco
Humedad (%) || Proporcion (%) || Estructura || Proporcion (%) || Humedad (%)
76.6 38.32 Hoja 37.21 77.3
60 46.08 Tallo 40.65 67
65.1 14.28 Raiz 20.13 65.3
65 - 1.31 Flor 2.0 62

El ejote es la estructura que presenta un mayor porcentaje de humedad con respecto al resto de las
estructuras, seguida por la hoja y el tallo. La raiz es la estructura con menor proporcién de
humedad. Se observa que las estructuras tienen valores similares a los que se presentan en la fase
de floracion. Por otro lado, la variacion en los pesos de los diferentes componentes de una fase a
otra puede deberse al hecho de que la planta construye el ejote, lo que ocasiona una disminucién

proporcional del peso del resto de las estructuras.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9. Porcentajes de humedad y peso de los diferentes componentes
de la planta en fase ejote para ambas variedades

~ Pinto Blanco
H_umedad (%) || Proporcién (%) || Estructura || Proporcién (%) || Humedad (%)
75 17.6 Hoja 14.84 78
66 26.3 || Tallo 20.9 7
60.4 6.71 |i Raiz 7.18 63.6
78 6.87 Ejote 49.36 79

RESULTADOS DE LAS DETERMINACIONES

Los resultados que se muestran en las tablas 10 y 11 son los obtenidos para la muestra:biologica
en forma de harina (base seca) ya que el contenido de agua fluctiia mucho en las diferentes fases.
Cabe seiialar que en la fase de madurez fisioldgica se separaron las hojas, el tallo y la raiz y se
realizaron todas las determinaciones por separado.

El anélisis de los resultados obtenidos se describe después de la grafica correspondiente de cada

determinacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracién de proteina

La figura 12 es la correspondiente a la determinacion del nivel de proteina en la que se
observa un aumento en el contenido la misma en cada una de las fases teniendo su mayor
valor en la plantula. Lo anterior se debe a que la planta sintetiza proteinas estructurales y
enzimas. Sin embargo éste nivel de proteina disminuye en la fase madurez fisiol6gica
presentando su menor valor en el tallo en variedad pinto y en raiz en variedad blanco. Se
tiene un nuevo aumento en el nivel de proteina en la semilla cosechada, siendo similar este

valor al de la semilla inicial.

Nivel de Proteina

% Proteina
8

15—
10 |-
5 e == = =
0 ;
Semila Geminado  Plantula Hoja Tallo Raiz Flor Ejota Semilla
cosechada
Fases

Figura 12. Graficas de lineas con desviacién estdndar para Proteina. (NOTA. Las grafica de
lineas se realizé con cada valor obtenido en todas las determinaciones y su respectiva desviacion estindar.
Hay algunos puntos en los que no se perciben las lineas de desviacién, lo cual se debe a que es tan pequeiia
que no se registra en el grafico).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Nivel de Glucésidos cianogénicos

Los glucdsidos cian'ogénicos presentan un aumento en el germinado y disminuyen en la
. pléntula como se observa en la grafica correspondiente (figura 13), pero muestran un nuevo
. aumento en la fase madurez fisiolégica, rt;.gistmndo el mayor valor en la hoja. Esto
probablemente indica que tiene como mecanismo de defensa contra sus depredares el
aumento de los glucésidos cianogénicos y siendo la hoja la estructura que tiene mayores
componentes metabolicos y es mas susceptible al ataque de los depredadores registra la
mayor concentracion de este toxico. A pesar de que se esperaba un aumento de este toxico
en cada una de las fases, se encontré que en la fase plantula hay una disminucién del
contenido del mismo por lo cual no se tiene explicacién precisa para este fenémeno. Sin
embargo, en la fase ejote se tiene el maximo de concentracion del toxico, lo cual indica que
efectivamente es este aumento lo que le permite concluir su ciclo biolégico
satisfactoriamente. Cabe mencionar que el nivel méximo considerado como seguro contra
posible intoxicacién es de 20 mg HCN/ 10 g muestra, que es rebasado en ambas variedades

en la fase ejote; sin embargo, el nivel de estos téxicos disminuye en la semilla cosechada.

I Nivel de Glucésidos cianogénicos

mg HCN /100 ¢
canda38R8KEES

|
|

Figura 13. Graficas de lineas con desviacion estindar para Glucdsidos cianogénicos.
(NOTA. Las grafica de lineas se realizé con cada valor obtenido en todas las determinaciones y su respectiva
desviacion estindar. Hay algunos puntos en los que no se perciben las lineas de desviacién, lo cual se debe a
que es tan pequefia que no se registra en el grafico).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Nivel de Inhibidores de Tripsina

El contenido de inhibidores de tripsina disminuye considerablemente en el germinado y
presenta una mayor disminucion er la plintula como podemos ver en la grifica
correspondiente para éste factor antinutricional. Esta variacién se debe a que los inhibidores.
de tripsina tienen un control sobre la actividad de las proteasas el;dégenas de la semilla.
Cuando la semilla germina, necesita nitrgeno, asi la disminucién de los inhibidores de
tripsina permiten que las proteasas lleven a cabo su accién hidrolitica sobre las proteinas.

Este resultado era de esperarse ya que esdta tendencia se presenta en otras semillas de

leguminosas como es el caso de frijol comun (P. vulgaris) (21).

Nivel de Inhibidores de Tripsina

LSS

Figura 14. Graficas de lineas con desviacion estindar para Inhibidores de Tripsina.
(NOTA. Las grafica de lineas se realizé con cada valor obtenido en todas las determinaciones y su respectiva
desviacién estandar. Hay algunos puntos en los que no se perciben las lineas de desviacion, lo cual se debe a
que es tan pequefia que no se registra en el grafico).
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RESULTADOS Y DISCUSION

- Nivel de Lectinas

La graﬁ-ca anterior corresponde a la determinacion de las lectinas. Debido a la técnica para su
determinacién (ver pagina 34) solo fue posible realizar anélisis estadistico en las fases semilla,
flor y ejote de la variedad blmico tardio y raiz en pinto violento. Para hacer un analisis
estadistico como el que se realizo en todo el experimento es necesario tener por lo -menos 3
valores, por lo que se realizan por triplicado todas las determinaciones. La determinacion de
lectinas no fue la excepci6n sin embargo al realizar el calculo .correspondiente (ver pagina 37)
se reduce a un valor final (con unidades de hemaglutinacion), cuando el titulo de aglutinacién
fue el mismo en la serie de tres ensayos. Solamente cuando se tienen titulos difercﬁlw o un
titulo diferente por lo menos es posible realizar el analisis estadistico usado en este
experimento. Para el caso del frijol pinto, se tuvo una sola fase con triplicado lo que
imposibilita el analisis estadistico. Sin embargo se puede discutir una tendencia que se
presenta en la figura 15. Dicha tendencia es muy similar a la que produce el frijol comun (18),
ya que se tiene datos sobre la disminucién de la actividad hmnaglutinaﬁte en estas
leguminosas (33) como se puede observar en la tabla 7. Al iniciarse la germinacién, se
presenta una disminuci6n considerable en la actividad hemaglutinante, aunque estea actividad
tiene su minimo en la fase hoja. La actividad aumenta nuevamente en la fase ejote, teniendo el
maximo en la semilla cosechada, como ‘era de esperarse. Estos valores son similares a los

presentes en la fase semilla inicial.
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RESULTADOS Y DISCUSION

! 12

Fase

Figura 15. Graficas de lineas para Lectinas (UHM en eritrocitos de hamster) (NOTA. Las grafica
de lineas se realiz6 con cada valor obtenido en todas las determinaciones y su respectiva desviacién esténdar.
Hay algunos puntos en los que no se perciben las lineas de desviacion, lo cual se debe a que es tan pequeiia que
no se registra en el grafico).



RESULTADOS Y DISCUSION

Nivel de Taninos

En la grafica anterior (figura 16), se muestra que a pesar de tener una disminucién de la
concentracion de taninos en la fase del germinado, aumenta nuevamente, teniendo el
maximo del valor en la fase madurez fisiolégica. Lo anterior corrobora que la planta utiliza
estos factores como mecanismo de proteccién coiitra sus depredadores al igual que los

glucdsidos cianogénicos.

Nivel de Tninos

1.2

08 - B
r 5 |
06 |— —— Pinto 5|
| —0—Blanco |

04

% Tninos

A SR R A " W

Fases

Figura 16. Graficas de lineas con desviacion estindar para Taninos. (NOTA. Las grafica de
lineas se realizé con cada valor obtenido en todas las determinaciones y su respectiva desviacion estindar.
Hay algunos puntos en los que no se perciben las lineas de desviacion, lo cual se debe a que es tan pequeiia
que no se registra en el grafico).
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RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd el andlisis de varianza para determinar si existe diferencia significativa
estadisticamente para cada determinacién en las diferentes fases del desarrollo. Una vez
encontradas las diferencias entre las muestras es importante identificar que determinaciones
son diferentes en cada una de las fases. El procedimiento Tukey Kramer permite examinar,
en forma simultanea, las comparaciones entre todos los pares de grupos (31). Los
resultados de este procedimiento se muestran en las tablas siguientes. Cabe mencionar que
debido a la naturaleza del método para la determinacién de lectinas (ver pagina 36)
solamente fue posible realizar el analisis de varianza y Tukey-Kramer para las fases
germinado, flor y ejote
Tabla 12. Analisis de Tukey-Kramer para Proteina.

Fase Pinto Blanco
Semilla 20.9% 24.69™
Germinado 26.97" 27.67°
Plantula 28.29" 34.03°
Hoja 24.35° 25.65%

Tallo || 10.51° 14.53°

Raiz 11.86° 14.07°

Flor 19.35° 19.50%

Ejote 16.06° 20.70%
Semilla cosechada | 21.549 24.55%¢

NOTA. Letras iguales representa igualdad estadistica
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 12 se observa que no existe diferencia significativa en la determinacion de
proteina en las fases: semilla y flor; semilla y semilla cosechada; germinado y plantula;
tallo y raiz en la variedad pinto violento. Por otro lado, en la variedad blanco tardio las
fases que no presentan diferencia significativa son: semilla, flor, ejote y semilla cosechada;
semilla, hoja, ejote y semilla cosechada; semilla germinado, hoja y semilla cosechada; l_al!o,

raiz y flor.
&

Tabla 13. Anélisis de Tukey-Kramer para Glucésidos cianogénicos.

Fase Pinto Blanco
Semilla 4.03° " 4.39%°
Germinado 6.89° 5.12¢
Plantula 3.11% 2.18%
Hoja 8.01 12.4°
Tallo 8.88% " 6.18¢

Raiz 5.29% 1.38"

Flor [ e T 7.80°
Ejote 26.9° 36.37'
Semilla cosechada 6.12® 6.28°

NOTA: Letras iguales representa igualdad estadistica
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En la tabla 13 (anterior), correspondiente para los gluc6sidos cianogénicos se aprecia que
no existe diferencia significativa para la variedad pinto violento en las fases: semilla,
germinado, plantula, raiz, semilla co.sechada; germinado, hoja, tallo, raiz, semilla
cosechada; hoja, tallo y flor. En cuanto a la fase blanco tardio tenemos que no hay
diferencia en: semilla, plantula, ra%z; semilla, plantula; semilla, germinado; fallo, flor,
semilla cosechada.

[

Tabla 14. Analisis de Tukey-Kramer para Inhibidores de tripsina.

Fase Pinto Blanco
Semilla  118.46° 95.93
Germinado . 80.58° 84.01°
Pléntula 4.35° 7.04*
Hoja Nd* Nd*
Tallo Nd® Nd*
Raiz Nd* Nd*
Flor Nd* Nd*
Ejote 262" 30.37°
Semilla cosechada 104.05° 0.897¢

NOTA: Letras iguales representa igualdad estadistica

68



RESULTADOS Y DISCUSION

Las fases que no presentan diferencia significativa en la determinacion de los inhibidores
de tripsina para la variedad pinto violento son: plantula, hoja, tallo, raiz y ejote. Para la
variedad blanco tardio son: pléntulh, hoja, tallo, raiz y flor; semilla germinado; semilla y
semilla cosechada. En la discusi6n de este componente es mas relevante destacar el alto
nivel de Gluc'sidos cianogénit;os en la fase ejote, diferente estedisticamente de las otras

fases de desarrollo.
]

Tabla 15. Analisis de Tukey-Kramer para Taninos

Fase Pinto Blanco
Semilla 0.836" 0.612°
Germinado 0.576° 0.482°
Pléntula 0.806° 0.512°
Hoja 0.8798 1.05%

Tallo 0.559¢ 0.508°

Raiz 0.531° 0.564°

Flor 0.358? 0.366°

Ejote 0.620° 0.75"
Semilla cosechada 0.857' 0.93¢

NOTA: Letras iguales representa igualdad estadistica

69



RESULTADOS Y DISCUSION

No existe diferencia significativa en el nivel de taninos para la variedad pinto en las fases:
semilla, semilla cosechada; germinado y tallo; hoja y semilla cosechada.
Para la variedad blanco no se encontro diferencia en las fases: plantula y tallo; raiz y

semilla cosechada. Lo anterior se observa en la tabla 15.
®

Después de determinar cuales variedades no presentan diferencia estadistica se realizo la
prueba t de student para verificar si existe diferencia significativa entre variedades para
cada determinacion. Los resultados de esta determinacion se muestran en las tablas
siguientes.

Tabla 16. Resultados prueba t para Proteina

Fase Resultado de la prueba
Semilla NSED
Germinado SED
Plantula SED
Hoja NSED
Tallo || SED
Raiz SED
Flor NSED
Ejote SED
Semilla cosechada NSED

NOTA. NSED = no se encontro evidencia suficiente para afirmar que existe diferencia significativa con los
datos que se tienen disponibles.
SED = se encontrd evidencia de que existe diferencia significativa con los datos que se tienen disponibles
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W No hay diferencia significativa en el nivel de proteina entre ambas variedades en

las fases: semilla, hoja, flor y semilla cosechada.

Tabla 17. Resultados prueba t para Glucésidos cianogénicos

Variedad Pinto violento Resultado de la prueba

Semilla | NSED
Germinado SED
Plantula SED
Hoja SED

Tallo NSFjD
Raiz SED
Flor . SED
Ejote SED

Semilla cosechada - NSED

NOTA. NSED = no se encontr6 evidencia suficiente para afirmar que existe diferencia significativa con los

datos que se tienen disponibles.

SED = se encontr6 evidencia de que existe diferencia significativa con los datos que se tienen disponibles

¥ No hay diferencia significativa en el nivel de glucésidos cianogénicos entre

ambas variedades en las fases: semilla, tallo y semilla cosechada.
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Tabla 18. Resultados prueba t para Inhibidores de tripsina

Variedad Pinto violento " Resultado de la prueba

Semilla " SED

Germinado NSED
Plantula : SED

Hoja . NSED

Tallo NSED

Raiz NSED

Flor || NSED
Ejote SED

Semilla cosechada NSED

NOTA. NSED = no se encontré evidencia suficiente para afirmar que existe diferencia significativa con los
datos que se tienen disponibles.

SED = se encontro evidencia de que existe diferencia significativa con los datos que se tienen disponibles

¥ No hay diferencia significativa en el nivel de inhibidores de tripsina entre ambas

variedades en las fases: germinado, hoja, tallo, raiz, flor y semilla cosechada.

En la fase semilla se encontré diferencia significativa, sin embargo en la fase semilla
cosechada el resultado fue diferente. El resultado numérico de esta determinacién para la
fase semilla fue 118.46 para pinto y 95.93 para blanco, mientras que para variedad blanco
fue de 104.05 y 108.40 respectivamente. Con lo anterior podemos entender el hecho de

tener diferentes resultados en la prueba t en las fases semilla y semilla cosechada, los
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RESULTADOS Y DISCUSION

cuales se esperaba fueran iguales. A grandes rasgos, los inhibidores de tripsina fueron altos
en estas fases. Un valor de 95.93 contra uno de 118.46 es similar para efectos practicos, no

importando que en la prueba estadistica sean diferentes. La tendencia fue la esperada.

Tabla 19. Resultados prueba t para Taninos

Variedad Pinto violento Resultado de la prueba

Semjila SED
Germinado SED
Plantula SED
Hoja SED

Tallo . NSED

Raiz NSED

Flor NSED

Ejote SED
Semilla cosechada SED

NOTA. NSED = no se encontrd evidencia suficiente para afirmar que existe diferencia significativa con los

datos que se tienen disponibles.

SED = se encontro evidencia de que existe diferencia significativa con los datos que se tienen disponibles

¥ No hay diferencia significativa en el nivel de taninos entre ambas variedades en

las fases: tallo, raiz y flor
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CONCLUSIONES

¥ Se determino el ciclo biolégico para el desarrollo del frijol comba donde se
obtuvo la duracién en dias de cada fase de crecimiento con un total de 313 y 342
dias para el frijol pinto y blanco respectivamente. Asi mismo se determinaron los

‘rangos de humedad entre los que fluctda durante dicho periodo.

¥ Fue posible estimar la proporcién de cada estructura (hoja, tallo, raiz, flor y

ejote) que se forma durante el desarrollo de la planta.

+ El nivel de proteina para ambas variedades aumenta en el germinado, se tiene
un méaximo valor en la fase plantula y los valores en la fase semilla cosechada son
similares a los de la semilla inicial no obstante que se modificaron las condiciones

climatologicas.

~ El nivel de los inhibidores de tripsina disminuye en la germinacién, presentando
el minimo en la pléntula con un decremento de 96% para el pinto-y 92.66% para el

blanco, muy similar al comportamiento del frijol comun (P. vulgaris)

¥ El nivel de las lectinas disminuye en ambas variedades. En la fase semilla
cosechada el nivel- de lectinas aumenta nuevamente hasta valores cercanos a los de

la semilla inicial como era de esperarse.

¥ El nivel de los glucésidos cianogénicos aumenta en la germinacién y tiene un
aumento considerable en la fase ejote. De la misma manera el nivel de taninos
aumenta a partir de la germinacion, lo que en ambos puede indicar que es por medio
de este fenébmeno que el frijol comba logra concluir con éxito su ciclo biolégico en

lugares donde el frijol comiin no lo ha conseguido.
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¥ En la fase ejote el contenido de glucésidos cianogénicos de ambas variedades
rebasa el limite considerado como seguro, representando un riesgo para la salud si

es consumido. Los otros factores se encuentran dentro de los limites permisibles.

¥ No hay diferencia significativa en el nivel de proteina entre ambas variedades en

las fases: semilla, germinado, hoja} flor y semilla cosechada.

¥ No hay diferencia significativa en el nivel de inhibidores de tripsina entre ambas

variedades en las fases: germinado, hoja, tallo, raiz, flor y semilla cosechada.

¥ No hay diferencia significativa en el nivel de glucésidos cianogénicos entre

ambas variedades en las fases: semilla, tallo y semilla cosechada.

w No hay diferencia significativa en el nivel de taninos entre ambas variedades en

las fases: tallo, raiz y flor.

¥ Después de realizar todas las determinaciones se observa que el ejote es la inica
fracci6n de la planta que no es segura para el consumo humano ya que rebasa el

limite de glucésidos cianogénicos considerado como relativamente inocuo.
¥ El frijol comba presenta un aumento del nivel de los factores toxicos en fases

preliminares a la formacion del grano maduro y seco, lo que encierta forma le

permite c¢oncluir su ciclo biolégico.
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RECOMENDACIONES:

Debido a la resistencia que presenta este frijol a los depredadﬁres naturales y su alto valor
nutricio constituye una valiosa opcién para mejorar la alimentacién de personas de escasos
recursos, por lo que es necesario fomentar su cultivo en otras regiones con condiciones de
suelo y clima similares. Actualmente este frijol se consume exclusivamente en las regiones
donde se produce; por lo tanto se requiere realizar una campafia para promoverlo en las
zonas de mayor concentracion de poblacion.
Para lograr un mayor impacto en el consumo del frijol, se recomienda fomentar la
produccién y el consumo del mismo comba, aprovechando las ventajas de la coordinacién
de esfuerzos con las que cuenta el Programa de Microrregiones de SEDESOL (34); En
virtud de que San Miguel Totolapan lugar de produccién natural del frijol comba, esta
integrado al Programa de Microrregiones en el estado de Guerrero se podria, con la
participacién de autoridades federaies, estatales, municipales y con la participacion de la
sociedad éivil, establecer un proyecto para difundir las ventajas que representa su
preduccién entre los agricultores de la regién y de otras con caracteristicas naturales
similares. Asi, sera posible abrir nuevos mercados en otras regiones de cultivo.
La organizacién que ha generado el Programa de Microrregiones en donde participan
SEDESOL, SAGARPA, SEMARNAT, SEP y SSA, favorecerd el incrementa de la
produccién del frijol comba, si la poblacién que habita en la zona de influencia del centro
estratégico comunitario conoce las caracteristicas nutrimentales de este frijol y lo consume
en mayor cantidad. Al poseer un alto contenido de proteina es posible dirigirlo a un nicho
de mercado donde se aprecie su contenido nutrimental logrando asi mayor demanda que
genere mayor beneficio para los productores y por lo tanto estos acepten producirlo. En este
aspecto, la participacion del personal de salud y educacién de la regi6n serd de suma
importancia.
Para cumplir con las finalidades de los centros estratégicos comunitarios (CEC), mismos
que se proponen lograr el desarrollo local con la participacion de las instancias municipales
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y federales podria promoverse que para mejorar la nutricion de los nifios mexicanos del
medio rural, que segun los datos de las encuestas oficiales tienen indices elevados de
desnutricion, lo que genera problemas en su crecimie_nlo y desarrollo cognoscitivo; se
sugiere también promover acciones que diversiﬁquen. el acceso a alimentos con alto
contenido proteinico fomentando el consumo del frijol comba. Esto requiere de un estudio
de aplicacién tecnolégica para diversificar el consumo de este frijol no solo como grano

cocido y seco sino por ejemplo como un alimento suplementado con cereales.

El problema de la desnutricién en el medio rural requiere tanto de acciones de investigacion
para detectar los alimentos inocuos, seguros, resistentes y con alto valor nutricio y la
organizacion del gobierno y de la sociedad civil con el fin de unir esfuerzos para combatir

este problema tan importante en México.
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ANEXO

A continuacién se muestran las curvas patrén utilizadas en las determinaciones de los

factores toxicos
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