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Resumen

En México hay una gran diversidad de la flora, sin embargo, a nivel comercial solo
se explotan unas cuantas especies vegetales. Existen especies no comerciales con
un alto potencial que pueden ser una fuente alternativa de nutrimentos a bajo costo,
como es el caso de las semillas de Erythrina americana conocidas como colorin, a
cuyo interés nutritivo contribuye su elevado contenido de proteinas y lipidos pero
gue debido a la presencia de alcaloides, son toxicas. La semilla de colorin
destoxificada presenta una proteina de alto valor nutrimental y se puede considerar
como una fuente alternativa para ser usada como alimento de animales
monogastricos y rumiantes; sin embargo, se ha visto en trabajos anteriores que la
destoxificacion tiene un alto costo en obtencién del alimento. Los frutos inmaduros
del colorin (ejotes) presentan un bajo contenido de téxicos y factores
antinutricionales en comparacion con los frutos maduros. En el éste estudio se
presenta la eficiencia de doble remojo en agua acidulada con HCI 1% como un
método econdmico de destoxificacion, obteniendo una reduccién de alcaloides del
33.66%, de la misma manera se redujeron los inhibidores de tripsina (64.36%), sin
perder el aporte nutrimental. La proteina del ejote del colorin tiene un eficiencia
bastante alta debido a que tiene un REP 1.70, con una digestibilidad del 85.41%,
proporcionandonos un alimento de gran potencial debido a su proteina de alta
calidad, variedad, disponibilidad de los aminoacidos y bajo costo.



Introduccién

Desde sus inicios, la humanidad ha sustentado una lucha continua contra el
hambre, que es y seguira siendo uno de sus principales necesidades por satisfacer.
Actualmente la desnutricion por falta de proteina ha disminuido aunque no se ha
erradicado, uno de los principales factores se debe a que los productos proteinicos
animales son mas caros que los productos de origen vegetal, lo cual incide en la
nutricion de poblaciones marginadas provocando la budsqueda de fuentes
alternativas capaces de ofrecer proteina de alto valor nutritivo y cualidades
organolépticas aceptables. Otra de las razones por las que se aprecia la necesidad
de buscar nuevas alternativas viables es el uso de granos y otras materias naturales
de alta calidad para la alimentacion del ganado. Las proteinas vegetales constituyen
una fuente de nutrimentos e ingredientes funcionales de interés por su variedad,

disponibilidad y costo. (3, 14, 19, 45)

EL cultivo y compra de granos para consumo animal, conocido como
“Ganaderizacion de la Agricultura”, podria aprovechar alimentos no convencionales
como plantas forrajeras con alto valor nutrimental, utilizados de forma natural, para

la alimentacion del ganado y de un costo de produccion bajo. (s, s)

A pesar de la gran cantidad de plantas utilizables para alimentacion, en el
mercado hay pocas variedades que se explotan ampliamente, tal es el caso de la
Erythrina americana conocida como colorin, a cuyo interés nutritivo contribuyen su
elevado contenido en proteinas, hidratos de carbono, vitaminas, minerales y fibra, y
ademas su aporte lipidico es rico en acidos grasos insaturados. El papel nutricional
de las proteinas no so6lo depende de la cantidad en que se ingieren, sino también de
su calidad, el cual esta en funcién en gran medida de su digestibilidad y su contenido
de aminoacidos. Sin embargo, las semillas de Erythrina americana suelen
contener algunos componentes que influyen negativamente en su potencial nutritivo
por la presencia de factores téxicos y antinutricionales que, sumados al desequilibrio
en aminodcidos azufrados y a una baja digestibilidad de algunos de sus
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Introduccion

componentes, impiden un aprovechamiento mas amplio de sus propiedades
alimenticias. (3, 14, 46)

Los téxicos de mayor importancia contenidos en el colorin son los alcaloides,
sin embargo, se ha observado que el proceso de desarrollo y maduracion afecta la
sintesis de éstos factores téxicos y antinutricionales, siendo mayor la concentracion
de alcaloides con la maduracion de las leguminosas. ()

Los frutos inmaduros de la Erythrina americana (ejotes) presentan un bajo
contenido de alcaloides y factores antinutricionales, los cuales se encuentran
distribuidos en distintas partes de la planta en forma de sales o ésteres de acidos. La
mayoria de los alcaloides precipitan en soluciones neutras o ligeramente acidas,
debido a la capacidad que poseen de combinarse con metales y metaloides. Los
métodos de procesamiento pueden tener efectos benéficos o nocivos sobre la

calidad nutricional de las proteinas vegetales. (10, 20, 44, 47).

En el presente estudio se evalla la eficiencia del remojo en agua acidulada
como proceso economico de destoxificacion en el ejote de la Erythrina americana
mediante la cuantificacion de alcaloides, inhibidores de tripsina, taninos y lectinas
debido a que son encontrados comunmente en esta leguminosa; ademas, se evalla
la calidad de la proteina determinando parametros biolégicos: Relacion de eficiencia
proteinica (REP) y Digestibilidad (Da), esperando una disminucion significativa de
los alcaloides y de los factores antinutricionales sin perder el aporte nutrimental,
proporcionandonos un alimento de gran potencial debido a su proteina de alta

calidad, variedad, disponibilidad y bajo costo dirigido a la alimentacion animal.



General

Conocer la eficiencia del lavado acidulado como proceso econémico de
destoxificacion en el ejote y la semilla inmadura de la Erythrina americana
mediante la cuantificacion de factores toxicos y antinutricionales y evaluar
biologicamente la calidad proteinica del ejote de Erythrina americana

destoxificado.
Especificos

- Determinar el analisis proximal del ejote y la semilla inmadura de Erythrina
americana antes y después de la destoxificacion.
- Conocer la eficiencia del lavado acidulado mediante la cuantificacion de los
siguientes factores toxicos y antinutricionales en las muestras:
- Lectinas
- Taninos
- Alcaloides
- Inhibidores de Tripsina
- Evaluar la calidad proteinica por los siguientes métodos biolégicos:
- Relacion de la Eficiencia Proteinica (REP)

- Digestibilidad aparente (Da)



Generalidades

1.1 Leguminosas

1.1.1 Generalidades

La familia botanica Leguminosae o Fabaceae estd formada por plantas
angiospermas, dicotiledoneas, que se caracterizan porque sus frutos son
“legumbres”, es decir, que las semillas se producen dentro de una vaina; ésta es
mas 0 menos aplanada, con una sola camara y dos suturas y puede contener una o
varias semillas que generalmente, estan unidas a una de las suturas. Contiene entre

2-10 semillas por vaina (12, 39

Figura 1: Ejemplos de leguminosas

Algunas leguminosas silvestres al secarse, su vaina es dehiscente, es decir,
gue se abre por si misma en dos cascaras simétrica a lo largo de una linea de sutura
dorsal. 15y Aunque las leguminosas y sus semillas difieren mucho en tamario, forma
y color, sus estructuras son muy parecidas; una cubierta delgada pero dura envuelve
a una semilla con un pequefio embridn que dara origen a la raiz, el tallo y un par de
hojas, como se puede observar en la figura 1. También hay un ojo o hilio y una
especie de endospermo, los cotiledones almacenan el material alimenticio de la
semilla. (3g)

La familia Leguminosae incluye unas 18,000 especies y ocupa el segundo
lugar entre las plantas de importancia econdémica, después de las gramineas.
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Generalidades

Existen basicamente dos grupos de leguminosas. En primer lugar un grupo rico en
proteina y aceite, en el que figuran la soja, y cacahuate. El segundo grupo
comprende los tipos de leguminosas con un contenido medio de proteina y bajo de
aceite como el guisante, lenteja y el grupo Phaseolus.

En las raices presentan nédulos radiculares, en ellos se encuentran bacterias
fijadoras de nitrégeno (Rhizobium leguminosarum) la cual es capaz de transformar

el nitrogeno atmosférico en nitrato asimilable (amoniaco) para las plantas.

1.1.2 Aspectos nutrimentales

Hay evidencia arqueoldgica, historica, linglistica y botanica que indica que la
judia (Phaseolus vulgaris) es originaria del continente americano. La judia es una
de las principales fuentes de proteina, calorias, vitaminas del complejo B y minerales

en Latinoamerica. (ss).

Agua: cuando los frutos de las leguminosas estan inmaduros, la humedad es de 60-
80%, y en la semilla madura suele alcanzar valores de 5-15% de humedad del peso
total. (1

Proteina: Las proteinas de las judias es relativamente constante, se han publicado
valores que van desde 16-33%. ().

Lipidos: las judias contienen entre un 1-3% de lipidos. Los que predominan son
lipidos neutros (triglicéridos, acidos grasos libres, esteroles y ésteres de esterol).
Contienen &cidos grasos insaturados. (sg).

Hidratos de carbono: contiene de 20-60% en las semillas maduras; la presencia de
monosacaridos, disacaridos, oligosacéaridos y polisacaridos es muy variable, no
obstante la mayoria es almidon, por lo que las leguminosas son consideradas una
fuente barata de energia. (s, 7).

Cenizas: se consideran fuentes de hierro 5-7.6 mg/100g, calcio 68-250 mg/100 g y
fosforo 300-400 mg/100g. (1, 7).

Fibra: se constituye de tres polisacaridos: celulosa, pectina y hemicelulosa, asi
como lignina. La fibra alimentaria de las judias oscila entre el 14-19% en semilla

cruda. (36, 28).
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Generalidades

La calidad de una proteina alimentaria depende del tipo de aminoacidos que
contiene, ya que cuando uno 0 mas aminoacidos resulta deficitario, se retrasa la
sintesis de proteinas. Las leguminosas son pobres en los aminoacidos azufrados
como metionina y cistina pero ricas en lisina. Ademas en ellas existen la presencia
de factores antinutricionales y téxicos, lo que provoca la disminucion de la calidad y

biodisponibilidad de las proteinas. (s

1.1.3 Toxicologia

En conjunto las leguminosas presentan algunos inconvenientes desde el
punto de vista nutritivo, ademas de su deficiencia en aminoacidos azufrados, su baja
digestibilidad, también presentan factores toxicos. Estos factores son sustancias
xenobidticas que causan dafio cuando son ingeridas a través de los alimentos
produciendo un dafio directo sobre un 6rgano o tejido o interfieren con la
biodisponibilidad de algun nutrimento. Sin embargo, se puede distinguir dos tipos de

sustancias dafiinas que pueden ser ingeridas a través de los alimentos, que

SON: (39, 49)

Agente toxico: Cualquier sustancia xenobiotica que es capaz de producir una
anormalidad fisiolégica y/o anatémica a corto plazo (Toxicidad aguda o subaguda),
la cual no puede ser atenuada por una simple fortificacion o suplementacion del
alimento que lo contiene. De este tipo encontramos a los alcaloides.

Agente antinutricional: Sustancia presente en el alimento, que tiene la capacidad
de reaccionar o interferir con un nutrimento, disminuyendo su biodisponibilidad y a
largo plazo (Toxicidad crénica) es capaz de producir una anormalidad fisiol6gica y/o
anatomica, que en la mayoria de los casos es irreversible. Sin embargo, el propio
nutrimento puede actuar como antagonista; por lo cual, una fortificacion de éste, en
la etapa inicial del efecto dafiino, puede atenuar o eliminar el problema. De este tipo
encontramos a los taninos, inhibidores de tripsina 'y fitatos. (g).

Los agentes toxicos y antinutricionales naturales, pueden ocasionalmente

causar problemas, debido a que inesperadamente se encuentran en alimentos a

concentraciones mayores a los niveles considerados como normales. Otro factor de
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Generalidades

riesgo es el de confundir especies inocuas, con tdxicas; como sucede

frecuentemente con algunos hongos.

Las semillas de leguminosas, fueron de los primeros alimentos seleccionados
por el hombre. Entre los principales factores téxicos y antinutricionales asociados a

estas plantas encontramos los siguientes: (49

1.1.3.1 Taninos

El término tanino, se refiere originalmente a las sustancias que tienen la
habilidad de curtir pieles, esto es debido a la propiedad general de los polifenoles de
unirse y precipitar ciertas proteinas, en donde convierte las fibras de colageno en
estructuras impenetrables a ataques microbianos, haciéndola resistente a la
degradacion en condiciones extremas de humedad y temperatura. Pertenecen al

grupo de los secuestrantes de minerales. (3

Quimicamente los taninos son compuestos organicos, no hitrogenados,
heterogéneos, que van desde monomeros hasta polimeros. Contienen una gran
cantidad de grupos hidroxilos, los cuales sugieren ser los responsables de la
interaccién con las proteinas y otras moléculas. Ademas tienen la capacidad de
precipitar alcaloides y proteinas; se consideran metabolitos secundarios de las
plantas. Los taninos se clasifican en 2 grupos: taninos hidrolizables y taninos
condensados, aunque ambos tipos pueden sufrir procesos hidroliticos en medio

acuoso, debido a que son solubles en agua con alcohol. (15, 34

Los taninos son compuestos pertenecientes a la familia de los polifenoles, los
cuales poseen la caracteristica de interaccionar con las proteinas y enzimas
digestivas, disminuyendo asi, el valor nutritivo del alimento ingerido, pues impiden
que se lleven a cabo las etapas de la digestion por afectar la biodisponibilidad de los
nutrimentos para que sean absorbidos y utilizados adecuadamente. Aunado a esto,
los taninos forman complejos con los iones de metales divalentes como es el hierro,
lo que trae como consecuencia una baja disponibilidad biol6gica de estos
metales. z4). El frijol comin de color negro contiene 1.26% de acido tanico y el frijol

colorado 1.42% ).
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Generalidades

1.1.3.2 Inhibidores de Tripsina

Los inhibidores de proteasas son agentes antinutricionales conocidos como
antienzimas, los cuales se encuentran frecuentemente en la alimentacion humana,
inhibiendo los sistemas enzimaticos de sus depredadores (microorganismos o
insectos), o tienen una funcion reguladora, interviniendo en el proceso de
autorregulacion proteolitica o de almacenamiento en el organismo que los contiene.
La mayor proporcion se manifiesta en la semilla, y en menor en tubérculos, raices y
hojas. Los inhibidores de tripsina pueden coexistir en la misma planta con otros
inhibidores proteoliticos. Nutricionalmente causan un retraso en el crecimiento o un
indice bajo de la Eficiencia Proteica (REP) y producen hipertrofia pancreéatica en

ratas, como esfuerzo compensatorio. (9, 42

Los inhibidores de proteasas, son proteinas que tienen la propiedad de inhibir
las enzimas respectivas in vitro, generalmente en una relacion 1:1 molar, por lo cual
esta propiedad se aprovecha para poder identificarlos una vez que son extraidos del
material biolégico. La mayoria de los inhibidores de tripsina son inactivados por la
accion del calor, sin embargo, existen algunos termoestables, los cuales en
algunas especies del género Erythrina, se reporta hasta un 80% de actividad

antitripsica. (46, 49)

1.1.3.3 Lectinas

Son un grupo heterogéneo de proteinas que se caracterizan por aglutinar los
glébulos rojos, ademas tienen actividad toxica en pruebas de laboratorio. Debido a
su especificidad hacia ciertos hidratos de carbono, a las hemaglutininas también se
les conoce con el nombre de lectinas. En la semilla las lectinas se encuentran
presentes en cuerpos proteinicos en el endospermo, donde llegan a constituir hasta
el 10% de las proteinas totales; durante la germinacion las proteasas son

responsables de la inactivacion de las lectinas. (7, 21



Generalidades

Estos agentes antinutricionales termolabiles producen diferentes trastornos,
entre los cuales resalta la intensa inflamacion de la mucosa intestinal, con la
posterior destruccion del epitelio y edema, o sea que reaccionan con las criptas y
vellos intestinales, pero en diferente regiébn de acuerdo a la especificidad de la
hemaglutinina, lo que ocasiona una interferencia no-especifica con la absorcion de
los nutrimentos, por consiguiente hay un efecto drastico en la nutricién del
organismo que las ingiere. Todas las lectinas presentan una sintomatologia similar,

de mayor o menor gravedad. (7, 49, 43)

1.1.3.4 Alcaloides

Los alcaloides son un grupo importante de compuestos organicos complejos
gue tiene minimo un nitrégeno heterociclico que le da el caracter basico y son
biol6gicamente activos, sintetizados en su mayoria por las plantas para protegerse
de los insectos y otros animales. La mayoria de los alcaloides son sustancias
cristalinas bien definidas que por unién con &cidos, forman sales. En las plantas
pueden existir libres, en estado de sales, o como N-Oxidos. Ademéas de los

elementos carbono, hidrégeno y nitrdgeno, la mayoria contiene oxigeno.

A pesar de que algunos se utilizan en medicina (sedantes), la mayor parte de
los alcaloides son agentes toxicos y producen la muerte si se ingieren en grandes
dosis. Los alcaloides en pequefias dosis pueden producir efectos sobre el sistema
nerviosos central que producen sedacion, euforia o alucinaciones. La adiccién a los
alcaloides con frecuencia produce la muerte a corto, medio o largo plazo,

dependiendo del grado de intoxicacion. ()



Generalidades

1.2.- Erythrina americana

El género Erythrina pertenece a la familia leguminosae y comprende cerca
de 115 especies de amplia distribucion en las regiones tropicales del mundo. Se
utiliza como productor de forraje, madera para manualidades, arbol de soporte para
cultivos trepadores, de sombra para el café, cacao u otros cultivos y un é&rbol
ornamental.

1.2.1 Morfologia 'y Taxonomia

Los arboles de la especie de Erythrina americana miden hasta de 9-10 m
con ramas espinosas; hojas trifoliadas con las hojuelas deltoideo — ovaladas; flores
rojas, con el estandarte angosto y los otros pétalos pequefios; se producen en
racimos conicos y aparecen cuando la planta no tiene hojas (Figura 2); el fruto es
una vaina de 10-13 cm (Figura 4) con semillas rojas y brillantes, venenosas.
Permanecen por un tiempo en el arbol dentro de las vainas. Estas vainas son una
especie de estuches cerrados en donde las semillas se desarrollan (Figura 3).
Cuando las semillas estan maduras, la vaina que las encierra se seca y se abre por
los dos lados, para que las semillas salgan y se rieguen en el suelo durante el otofio.

Las flores son comestibles en algunos paises. (33

Figura 3: Semilla madura de colorin

Figura 4: Ejote inmaduro de colorin
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Generalidades

Los estadios de maduracion del fruto de Erythrina americana determinada

por Ramirez en el afio 1996 (41, tienen los siguientes parametros fisicos (tablas 1 y

2):
Tabla 1: Parametros fisicos en las semillas del colorin
Peso ) Humedad del ) )
Fases* . No. De semillas Caracteristicas fisicas
hectolitrico grano (%)
I 47.86 + 3.8 40.0 + 16.35 75.68 + 1.57 Grano color verde
Grano verde con pintas
Il 49.72 £ 3.3 38.5+7.36 65.76 + 6.40 )
naranjas
11 64.12 + 0.67 86.5 +5.63 6.33 +6.33 Grano color rojo-naranja
* Los estadios de maduracién estan determinados por la fase I, Il y 1lI, siendo ésta Ultima la de mayor
maduracion.
Tabla 2: Parametros fisicos en la vaina del colorin
; Longitud vaina Peso vaina Peso semilla | No de semillas por
ases )
(cm) (9) (9) vaina
| 23.72 +6.35 24.48 +18.34 1.28 6.0+2.17
Il 18.35 + 7.87 10.62 + 8.29 1.37 40+£234
1] 20.81 + 6.87 284+ 1.77 0.98 4.0+2.38

Para una mayor identificacion de las fases descritas en las anteriores tablas
(1 y 2), a continuacion en las siguientes figuras 5y 6 se muestran la fase | y Il del

ejote del colorin.

oo _cosid

Figura 6: Fruto maduro del colorin Fase lll

Figura 5: Ejote inmaduro del colorin fase |

1.2.2 Distribucion y Habitat

Se encuentra en el centro y sur de México, los cuales comprenden de México
Distrito Federal a Veracruz, Chiapas y Yucatan. Se cultiva en muchos lugares
templados pero generalmente no fructifica, esto con la finalidad de poder utilizar las
flores en el arte culinario como legumbres a las cuales se les deben quitar las
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antenas Yy el pistilo para evitar un sabor amargo y so6lo los pétalos cocidos son los

que se consumen. (11,17)

1.2.3 Valor Nutritivo de la Erythrina americana:

Un alimento es una asociacion compleja de innumerables compuestos, por lo
que la evaluacion del valor nutrimental de un alimento es fundamental en la ciencia

de la nutricion. (3

En la tabla 3 se muestra el analisis quimico proximal del ejote de colorin
determinada por Flores en el afio 2002 donde se observa su alto potencial
alimenticio: 1g)

Tabla 3: Analisis proximal de la muestra del ejote de Erythrina americana.
(9/100 g muestra)*

Muestra , . . . hidratos de
Humedad Proteina Lipidos cenizas fibra
carbono**
Base seca
ejote crudo ~ 85.09 +4.25 24.38 +1.01 6.11 + 0.27 6.64 + 0.09 26.14+1.04 36.73
semilla
inmadura 83.55+3.22 30.04+0.64 13.77+0.29 17.07+1.43 4.21+£0.10 34.91
cruda

* |los datos representan los promedios * desviacion estandar de un triplicado, C.V. < 5%
** |os Hidratos de carbono se calcularon por diferencia.

1.2.4 Calificaciéon Quimica

La calidad nutritiva de una proteina depende en gran medida de su contenido
de amino&cidos como de su digestibilidad. Por lo que si se comparan los
aminoacidos individuales de una proteina con los requerimientos proteinicos, se

puede obtener una prediccion de su calidad nutritiva.

En la tabla 4 se muestra la calificacion quimica de la semilla inmadura como

del ejote del colorin determinada por Flores en el afio 2002 (1g).
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Tabla 4: Calificacion quimica de las muestras de Erythrina americana*

Aminoacido Patréon Semillainmadura Eiote crudo
FAO (1985) cruda ]

Triptofano 0.50 1.269 1.310
Lisina 1.60 9.306 8.728
Isoleucina 1.30 5.755 4.270
Leucina 1.90 9.910 6.780
Valina 1.30 7.429 6.472
Treonina 0.90 3.374 3.064
Metionina

o } 1.70 } 0.602 } 0.785
Cistina
fenilalanina

o } 1.90 } 4.033 } 1.524
Tirosina
Total a.a. esenciales 11.10 41.68 32.93
C.Q. 35.41 46.18
a.a limitante azufrados Azufrados

* El contenido de aminoé&cidos se expresan en g a.a./100 g de proteina, (100 g proteina = 16 g de nitr6geno)

1.2.5 Toxicidad

La semilla de Erythrina americana tiene una potente accion paralitica, y hay
referencias de que en el centro y sur de México se utiliza como veneno para ratas y
perros, donde E. americana es nativa y ademas se utiliza como ornamento. Aunque
las semillas tiene una mala reputacion sobre su toxicidad, fue hasta 1930 que
Lehman confirmo que los extractos (con alcohol) de E. americana tienen efectos
hipnoticos y paraliticos. A pesar de su alta toxicidad, hay muy pocos reportes
asociados con problemas debido a la ingestion. En México, a pesar de su reputacion
como un débil hipnético, las flores son hervidas y consumidas como vegetales. Las
acciones toxicas que ejerce esta planta se deben principalmente a los alcaloides

presentes en ella: a- y B-eritroidina, erisovina, eritravina. (1o

El esqueleto basico de los alcaloides de Erythrina americana es el erytrano.
Alrededor del 2% de alcaloides se encuentran en su semilla. Se ha estudiado que
cuando se detecta la presencia de a-eritroidina, también se encuentra B-eritroidina,
la cual es la mas abundante de los alcaloides en la semilla. Sin embargo
dependiendo del estado de maduracién de la leguminosa, el tipo y concentracion de

alcaloides se modifica. (s, 11, 17)
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La destoxificaciébn puede llevarse a cabo por varios métodos, ya sea por

extraccion con un disolvente en medio alcalino o acido. (o)

Estudios previos muestran que la dosis letal media para el ejote del colorin es
de 78 000 mg/kg de peso corporal, con un contenido de alcaloides de 0.67 g
alcaloides/100 g muestra. (g

Los alcaloides suelen encontrarse acumulados en tejidos activamente en
crecimiento (37, Sin embargo trabajos anteriores han demostrado que el ejote
contiene un alto contenido de fibra y ésta tiene un efecto diluyente en los factores

antinutricionales y toxicos como podemos observar en la tabla 5. (46

Tabla 5: Contenido de alcaloides de las muestras de E. americana (base seca) s

Muestras g alcaloides/100 g muestra
Semilla seca cruda 1.056 + 0.028
Semilla inmadura cruda 0.769 £ 0.054
Ejote crudo 0.669 + 0.038

Los datos representan los promedios * desv. est. De triplicados, C.V. < 10%

1.3.- Extraccion en medio acido:

La extraccion de alcaloides se basa, por regla general, en el hecho de que
se encuentran habitualmente en la planta al estado de sales y en el de su basicidad,
es decir, en la diferente solubilidad de las bases y de las sales en agua por una parte
y en disolventes organicos por otra. Las bases libres son muy poco solubles en
agua, pero solubles en los disolventes organicos; con la sales suele ocurrir lo
contrario. ElI material vegetal contiene a menudo cantidades apreciables de grasas
(especialmente las semillas) asi como ceras, terpenos, pigmentos y otras sustancias
lipofilas que pueden interferir en el proceso extractivo, sobre todo induciendo la
formacién de emulsiones.

La mayoria de los alcaloides precipitan en sus soluciones neutras o
ligeramente acidas, debido a la capacidad que poseen los alcaloides de combinarse
con metales y metaloides. En el caso de la extraccion en medio acido, deja una

disolucion acuosa acida de las sales de alcaloides la cual es necesario purificar. (o 47
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1.4.- Calidad proteinica

La funcion primaria de las proteinas de la dieta es la de suministrar los
aminoacidos que el animal necesita para mantenimiento y para fines productivos
tales como crecimiento, gestacion y lactacion. La valoracion de la calidad de las
proteinas serd mas exacta si se realiza con la especie a la que la proteina va dirigida
y en las condiciones bajo las que sera empleada. Independientemente de la especie,
todos los ensayos animales para valorar las proteinas del alimento miden, directa o
indirectamente, el grado en el cual las proteinas satisfacen las necesidades de

aminoacidos para la sintesis proteica y el mantenimiento. (»

La determinacion de la calidad de las proteinas se puede realizar por métodos
directos, principalmente técnicas in vivo, o bien por métodos indirectos, en donde se
correlacionan estadisticamente los resultados del andlisis de aminoacidos y de la

dlgestlbl'ldad (17, 24)

Entre los bioensayos més utilizados estan la relacion de eficiencia proteica
(REP) y la digestibilidad aparente (Da).

1.4.1 Relacién de la eficiencia proteica (REP)

Desarrollado por Osborne, Mendel y Ferry en 1919, es el método mas antiguo
y conocido para la evaluacion nutritiva de proteinas. En 1975, fue adoptado por la
AOAC como método oficial para determinar la calidad de las proteinas. (24

La REP es un indice confiable del valor nutricional de una dieta proteinica,
basandose en el incremento en peso de ratas alimentadas con una dieta, bajo
condiciones estandarizadas ya que existen factores que ejercen una influencia sobre
los resultados como son: edad, sexo, la cepa, la calidad y cantidad de proteina,

condiciones ambientales (temperatura, tamafio de la jaula, luz). (2, s

La principal ventaja del método es su simplicidad y amplio uso. La correlacion
entre la REP vy el peso corporal es generalmente muy alta, por lo que la ganancia en
peso es, en circunstancias bien estandarizadas, suficiente para definir el valor

nutricional, si el contenido de proteina en la dieta es fijo (10%). (16
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Probablemente la critica mas importante a la REP es que no toma en cuenta

el mantenimiento y asume que toda la proteina es empleada para el crecimiento. (s,

Las proteinas de las judias tienen un valor nutritivo deficiente, excepto si se someten

a tratamiento térmico. La REP oscila generalmente entre 0.9- 1.7. (3¢

1.4.2 Determinacion de Digestibilidad de una proteinain vivo

Cualquier método para evaluar la calidad nutritiva de una proteina alimenticia,
debe estimar directa o indirectamente la biodisponibilidad de los aminoéacidos para la
sintesis de las proteinas tisulares y de mantenimiento. La digestibilidad sirve como
un indicador inicial de la calidad nutritiva de un alimento y es definida como la
“disponibilidad de los amino&cidos constituyentes de la proteina para ser absorbidos
por el organismo de prueba”.

Durante la digestion de las proteinas por los animales monogastricos como el
hombre, los enlaces peptidicos se deben hidrolizar en forma relativamente rapida
mediante la accién de enzimas proteoliticas especificas, las cuales son secretadas
por el estdbmago, pancreas e intestino delgado, de tal forma que se liberan
aminoacidos y péptidos pequefios, los cuales son absorbidos en el intestino delgado.
En general se conoce que los alimentos proteinicos de origen animal son mas
digestibles que los de origen vegetal debido a que los de origen animal tiene menor
contenido de fibra y como consecuencia hay una menor velocidad del transito en el

tracto intestinal, provocando una mayor absorcion.

La digestibilidad in vivo es un método recomendable y confiable ya que dan
resultados reproducibles. Se basa en suministrar una dieta que contiene a la
muestra en estudio, siendo ésta la Unica que aporta proteinas a los animales
experimentales. Los experimentos por lo general se realizan con ratas, ya que la

digestibilidad de las proteinas es igual en ratas y humanos. ¢ 13)
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A continuacion se muestra en la figura 7 el diagrama general de trabajo para

esta investigacion y posteriormente se explica cada paso de manera detallada.

Recoleccion de la muestra

v

Preparacion de la muestra

Limpieza y seleccion de la
muestra

Secado y molienda
fina 0.5mm

____________ §m

Harina del ejote de Erythrina americana

!

Doble remojo de la harina del
ejote en una solucién de HCI
al 1%

I

Secado y molienda fina
1 mm

|

Muestra sin
tratamiento

! :

! !

Analisis proximal Determinacion de
(A.O.AC) 2 Factores antinutricionales
Taninos (26)
Lectinas (s

Inhibidores de tripsina (g,

Determinacion Evaluacion de la
de alcaloides calidad proteica ()
(Modificacion de la

Farmacopea) (ss

REP

Digestibilidad
(Da)

Figura 7.- Diagrama general de trabajo

]
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2.1 Recopilacion de la materia prima

Los ejotes de colorin (Figura 8), se recolectaron de un arbol clasificado
botanicamente como Erythrina americana, situado frente al edificio “B” y el
estacionamiento de la Facultad de Quimica, Cd. Universitaria, en Abril de afio 2008.

Figura 8: Ejotes inmaduros de Erythrina americana

2.2 Preparacion de la muestra

Los ejotes de E. americana fueron sometidos a una seleccion y limpieza,
donde se elimina la materia extrafia como tallos, hojas, basura, después fueron
limpiados con una franela impregnada con hipoclorito de sodio al 10%, seguida de
otra impregnada con agua destilada. Las caracteristicas que se observan en las
muestras son (Figura 9):

- Semillas inmaduras
Color: blanco
Forma: ovoide con un estrangulamiento en la parte central, teniendo
forma arrinonada
Fase: | 4
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Ejote completo
Vaina verde de 10 a 25 cm. de largo
Contiene entre 2-10 semillas.

Fase: | (41)

Figura 9: Ejote y semilla de Erythrina americana

Una vez seleccionados los ejotes limpios se les realizé lo siguiente:

@ Secado: los ejotes se colocan abiertos en charolas en capas delgadas como
se muestra en las Figuras 10, 11y 12, y se someten a corrientes de aire a 50° C
hasta que la muestra muestre eliminacion de la mayor cantidad de humedad.
(Estufa de circulacion forzada, marca LAB-LINE mod. Impereal 111).
@ Molienda: los ejotes secos se muelen y pasan a través de una malla de 1
mm de abertura. (Molino Thomas-Wiley, Modelo 4).
@ Homogeneizaciéon manual.
@ Almacenaje en recipiente de plastico a temperatura ambiente.
El lote de harina de ejote de E. americana se divide en dos partes:
Lote 1. Harina de ejote de E. americana. Este producto se utiliza para
realizar el analisis quimico proximal, cuantificacion de alcaloides y
factores antinutricionales.
Lote 2: Harina de ejote de E. americana utilizada para la

destoxificacion.
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Figura 10 Figura 11

Figura 12

Figuras 10, 11 y 12: Ejotes abiertos de E. americana colocados en charolas para
someterlos a secado.

2.3 Destoxificacion con agua acidulada

Fundamento
La técnica usada se basa en la solubilidad de las sales de los alcaloides en

agua. (48 46)

Material y Reactivos

- Harina de Ejotes de Erythrina americana (lote 2).

- HCI concentrado

- Charolas de pléastico

- Coladera de plastico de abertura No. 25 Tyler equivalent 24 Mesh
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Procedimiento:

- Se prepara &cido clorhidrico al 1%.

- Se toma cierta cantidad de harina de ejote de E. americana, y se le agrega
HCI al 1%, con la finalidad de cubrir toda la harina de ejote (Figura 13).

- Se deja remojar la harina de ejote de E. americana durante 24 hrs. (durante
ese periodo se remueve la solucion para evitar la formacion de hongos y para
lograr una mejor extraccion de alcaloides) (Figura 14).

- Una vez que se cumplen las 24 hrs., la harina de E. americana en solucion
HCI al 1% se pasa por una coladera de plastico de abertura No. 25 (Tyler
equivalent 2 Mesh) para eliminar el agua acidulada.

- Al residuo (harina de E. americana huimeda) se le agrega HCI al 1% hasta
cubrirla.

- Se deja remojar la harina de ejote de E. americana durante 24 hrs. (durante
ese periodo se remueve la solucion).

- Una vez que se cumplen las 24 hrs., se pasa por una coladera de plastico de
abertura No. 25, quedando una pasta de harina de ejote de colorin mojada.

- La pasta de harina de ejote de colorin se seca en la estufa (Estufa de
circulacion forzada, marca LAB-LINE mod. Impereal IIl), durante 24 hrs. hasta

gue muestre la mayor eliminacién de humedad.

Figura 13: Harina de ejote de E. Figura 14: Harina de ejote de E. americana en
americana, cubierta con solucion de HCI solucién de HCI al 1%. Se remueve para evitar
al 1%. la formacion de hongos.
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2.4 Analisis Quimico Proximal

El andlisis quimico proximal se realiz6 de acuerdo a las técnicas descritas en
el A.O.A.C. (», las determinaciones fueron: humedad (925.09B), cenizas (923.03),
proteina cruda (955.04), grasa cruda (920.39C) y fibra cruda (962.09E), las cuales

se realizan por triplicado.
Por ultimo los hidratos de carbono digeribles se calculan por diferencia:

% Hidratos de carbono = 100 — (%ohumedad + % cenizas + %proteina + %grasa + %fibra)

2.5 Determinacion de factores antinutricionales y toxicos

*La preparacion de soluciones se encuentran en el anexo A.

2.5.1 Determinacion de lectinas (s
Fundamento

La deteccion de hemaglutininas o lectinas en extractos de plantas se lleva a
cabo con una técnica de diluciones seriadas en la cual se determina el punto final

por una estimacion visual de la aglutinacion de los glébulos rojos en estudio.

El método de microtitulacién es rapido y requiere una minima cantidad de
muestra. Se necesita trabajar con glébulos rojos lavados y activados con una
solucion de proteasa disponible (pronasa, tripsina o papaina), ya que la sensibilidad

de la aglutinacion se mejora considerablemente con este tratamiento.

Material y Reactivos

- Harina de ejote de E. americana. (lote 1y 2)

- Parrilla maltiple con agitacion marca THERMOLINE, Mod. 4

- Centrifuga marca Internacional Clinical Centrifuge, Mod. 5702

- Tubos de centrifuga de 15 mL con graduacion

- Incubadora marca BLUE-M

- Espectrofotometro marca SEQUOIA-TURNER, mod. 340

- Ad?ptador para celdas de 10 x 75 mm (acondicionado a una abertura de 1
cm®)

- Microtiter Kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA)

- Filtro de vidrio con fibra de vidrio

- Sangre de Hamster desfibrinada y lavada
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- Solucion anticoagulante (Anexo A.1)

- Solucion salina al 1% (Anexo A.2)

- Solucion salina al 0.9% (Anexo A.3)

- Solucion de pronasa de Streptomyces grisens (sigma P-5147) al 0.2% en
solucion salina 0.9%.

Procedimiento

a) Preparacion de la sangre:

Una vez que se sangra el animal, la sangre se coloca en un matraz pequefio
gue contiene solucién anticoagulante (heparina 1mL), se agita suavemente para la
completa homogeneizaciéon de la sangre con la solucion anticoagulante. (No
interrumpir hasta el momento de diluirla).

La sangre con anticoagulante se transvasa a tubos de centrifuga para lavarla
3 veces con solucion salina al 0.9%. La relacion sangre: solucion salina es
aproximadamente 1:5.

Se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos. Después del ultimo lavado, se
mide en el tubo de centrifuga, la cantidad del paquete de eritrocitos y se diluyen al
4% para lo cual se agregan por cada 1.0 mL de glébulos rojos 24 mL de solucion
salina al 0.9%.

b) Preparacion del extracto:

Una vez que se tiene la muestra finamente molida y con un contenido de
grasa < 5%, se suspende 1 g en 10 mL de solucién salina al 1%, se efectua una
extraccion con agitacion mecanica durante 2 horas a 300 r.p.m. a la temperatura

ambiente.

Después de este tiempo se centrifuga el extracto a 1400 r.p.m durante 15
minutos para eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtra a través del filtro
de vidrio y se lava el residuo con mas solucion salina al 1%, para llevar el extracto
filtrado al volumen inicial.
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c) Sensibilizacién de los glébulos rojos:

A cada 10 mL de suspension de glébulos rojos al 4% se les agrega 1 mL de
solucion de pronasa al 0.2% (en solucion salina 0.9%) y se coloca en incubadora por
espacio de 1 hora a 37° C.

Después del tiempo estipulado, se centrifuga para eliminar la enzima

sobrenadante, dando ademas 4 lavados con solucién salina 0.9%.
Después del ultimo lavado se resuspende el paquete de glébulos rojos al 4%,
por lo cual cada 1.0 mL de paquete de eritrocitos se le adiciona 24 mL de solucion

salina 0.9%.

d) Ajuste de la suspension de globulos rojos:

Se toma 1.0 mL de la suspension de glébulos rojos ya sensibilizados y se
agregan 4.9 mL de solucién salina al 0.9%. Se lee en el espectrofotbmetro a 620 nm,
se utiliza un adaptador de celdas que permite el paso de solo 1 cm? de luz y como

blanco solucion salina al 0.9%.
La lectura que se debe de obtener debe entrar entre 24-29% de transmitancia.

e) Microtitulacién:

En las placas tipo “V” del microtiter, se coloca en cada pozo de una hilera

50 pL de solucion salina al 0.9%.

En seguida, se llena por contacto con la superficie del extracto problema el
microdilutor de 50 pL y se realizan las diluciones seriadas en la hilera escogida,

introduciendo el microdilutor en el pozo y rotadndola sin excesiva presion.
Por ultimo, con un pipetero de gota se coloca en cada pozo 50 pL de la

suspension de glébulos rojos sensibilizados y ajustados. Después se rota la placa en
forma circular y se lleva a la incubadora a 37° C por espacio de 1 hora.

] 25



Metodologia

f) Lectura:

Una vez que transcurrié el tiempo estipulado se coloca la placa de plastico
sobre el dispositivo de lectura. Se observa a través del espejo el fondo de los pozos
de cada hilera de prueba.

- Aglutinacion negativa: se observa la formacion de un punto rojo definido con
un halo transparente.
- Aglutinacion positiva: Se observa una turbidez rojiza, sin sedimentacion de

eritrocitos.
Se reporta la maxima dilucion que presenta aglutinacion.

*nota: cuando se trabaja con una sangre de alta sensibilidad (como Hamster o raton)
0 un extracto de titulo alto, es conveniente realizar un mayor nimero de diluciones.

2.5.2 Determinacion de Taninos ()
Fundamento

Los taninos son compuestos pertenecientes a la familia de los polifenoles, y
forman complejos con los iones de metales divalentes. EI método se basa en la
extraccion de los taninos hidrolizables y condensados mediante dimetilformamida al
75% con la posterior reduccion del i6n férrico; debido a los polifenoles; con la
subsiguiente formacion de un complejo colorido en condiciones alcalinas,

cuantificado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 525 nm.

Material y reactivos

- Harina de ejote de E. americana. (lote 1y 2)

- Espectrofotometro marca SEQUOIA-TURNER, Mod. 340
- Parrilla maltiple con agitacién marca THERMOLINE, Mod. SP-13025
- Centrifuga para tubos marca DYNAC

- Tubos de centrifuga con graduacién de 50 mL

- Solucion de dimetilformamida (DMF) al 75% (Anexo A.2)
- Solucion estandar de &cido tanico (Anexo A.3)

- Solucion citrato férrico de amonio (Anexo A.4)

- Hidroxido de amonio (Anexo A.5)

- Tubos de ensaye 16 x 150 mm

- Pipetasde 1,5y 10 mL

- Vasos de precipitados
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Procedimiento

La metodologia utilizada corresponde al método de determinacién del

contenido de taninos en sorgo ISO 9648-1988, con algunas modificaciones.

a) Preparacion del extracto

Se pesa 1 g de la harina y se trasvasa cuantitativamente a un matraz
Erlenmeyer de 125 mL. Se adicionan 25 mL de dimetilformamida al 75% y se agita
en una parrilla durante una hora a 500 r.p.m. Transcurrido dicho tiempo, se deja en
reposo 20 minutos. Se transfiere cuantitativamente el sobrenadante a un tubo de
centrifuga. Se centrifuga a 3000 r.p.m durante 10 min. Se decanta cuidadosamente

el sobrenadante, el cual se emplea para la determinacion.

b) Preparacién de la curva patréon

Se rotulan 7 matraces aforados de 25 mL y se agrega 1, 2, 3,4, 5,6y 7 mL
del acido tanico, respectivamente a cada matraz. Se afora con la solucion de
dimetilformamida al 75%.

Se rotulan 8 tubos de ensaye (del cero al 7), afladiendo al tubo cero 1 mL de
la solucion de dimetilformamida al 75%, al resto de los tubos se agrega 1 mL del
matraz correspondiente. Se adicionan 5 mL de agua destilada a cada uno de los
tubos y se agita. Se afiade 1 mL de la solucion de citrato férrico amoniacal a todos
los tubos y se agita. Por ultimo se agrega 1 mL de amoniaco a todos los tubos y se

agita. Se lee en el espectrofotometro a una longitud de onda de 525 nm.

c¢) Cuantificacion
Se rotulan tres tubos (uno fue el blanco y dos la muestra problema), se

agregan los reactivos de acuerdo a la siguiente tabla:

Tubo Blanco Problema 1 Problema 2
Muestra (mL) 0 1 1
Dimetilformamida al 75% (mL) 1 0 0
Agua destilada (mL) 6 5 5
Solucion de citrato férrico amoniacal (mL) - 1 1
Solucién de amoniaco (mL) 1 1 1

* nota: se agité después de cada adicion
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En cada adicion se agita con vortex. Se lee la absorbancia a 525 nm. Se

ajusta el espectrofotometro con el blanco.

Se traza una gréfica de absorbancia vs ug de acido tanico, se interpola el
valor obtenido. El intervalo de concentracion de acido tanico de la curva patrén fue
de 80 a 560 ug. Se reporta en % de taninos presentes en la muestra.

Célculos
Se promedia el valor de los problemas. Se reporta como gramos de &cido tanico
(A.T.) por 100 gramos de muestra (%).

%AT.=(ug AT.™M * (25mLdeext.) * (1 g de AT) *100
(lmLdeext) (gdemuestra) (10°ugdeA.T.)

Donde:

91 = corresponde a la interpolacion del promedio de concentracion de la muestra.

2.5.3 Inhibidores de Tripsina (7

La técnica se basa en observar la inhibicién producida por un extracto acuoso
(solucion de NaOH 0.01N) de la muestra sobre una solucién estandar de tripsina, y
después de cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente, por medio
de un sustrato sintético N-a-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA), el cual
producira una coloracion amarilla que se lee en el espectrofotbmetro a 410nm. Esta

coloracion es inversamente proporcional al contenido de inhibidores en la muestra.

Material y reactivos

- Harina de ejote de E. americana. (lote 1y 2)

- Potenciémetro marca CORNING, mod. 10

- Parrilla multiple con agitacion marca THERMOLINE, mod. SP-13025
- Espectrofotémetro marca SEQUOIA-TURNER, Mod. 340

- Bafo maria GRANT, mod. SE10

- Mezclador de tubos LAB-Line, mod. Super-mixer

- NaOHO0.01 N

- Solucion amortiguadora de TRIS, pH 8.2 y 0.05 M (Anexo A.6)
- Solucion BAPNA a 37° C (Anexo A.7)

- Acido acético al 30%

- Solucion estandar de tripsina a 37° C (Anexo A.8)
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- HCI0.001 N

- Tubos de ensaye de 16 x 150 mm

- Vasos de precipitado

- Buretas de 50 mL

- Centrifuga marca Internacional Clinical Centrifuge, Mod. 5702
- Tubos de centrifuga de 50 mL

Procedimiento

a) Preparacion del extracto:

Se pesa 1 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitado y se le
adicionan 45 mL de NaOH 0.01 N, se ajusta el pH de esta suspension a 9.6+£0.2 y se
afora a 50 mL con NaOH 0.01 N. A continuacion se transvasa a un vaso de
precipitado que contenia un agitador magnético, se agita la suspension
mecanicamente en la parrilla de agitacion por espacio de 2 % horas a 300 r.p.m.
Después de dicho tiempo se quita el magneto y se transfiriere a un tubo de
centrifuga. Se centrifuga a 3000 r.p.m durante 10 min. Se decanta el sobrenadante,
el cual se emplea para la determinacion. Un mL de este sobrenadante se diluye en 3
mL de NaOH 0.01N para la muestra destoxificada (lote 2), para el caso de la
muestra sin destoxificar (lote 1) un mL del sobrenadante se diluye en 10 mL de
NaOH 0.01N, dando una inhibicién de 40-60%.

b) Determinacion de la actividad:

En la tabla 6 se muestra en forma esquematica la serie de tubos que se
preparan para poder medir la actividad inhibitoria de la muestra. Las proporciones
del extracto diluido se adicionan a los tubos de ensaye por duplicado y se ajusta el
volumen a 2 mL con agua destilada. Se les adiciona 2 mL de solucion estandar de
tripsina (atemperada a 37° C), se agita cada tubo en vortex y se introducen en bafo
maria (37° C) durante 10 min. (Exactos medidos con cronometro). Pasado el tiempo
se les adiciona 5 mL de solucion BAPNA (atemperada a 37° C) a cada tubo, se agita
cada tubo en vortex y se introducen en bafio maria (37° C) durante 10 min. (con
cronémetro). Después de los 10 min. se les adiciona 1 mL de &cido acético a cada
tubo, se agitan en vortex logrando una homogeneizacién inmediata para detener la
reaccion enzimatica. Algunos tubos presentan turbiedad por lo que se filtran con

papel Whatman No 1.
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Tabla 6: Adicion de reactivos (mL)

L Acido acético
Tubo Extracto Agua Tripsina BAPNA al 30%
1 1.8 0.2 2.0 5.0 1.0
2 1.4 0.6 2.0 5.0 1.0
B3 1.0 1.0 2.0+ 1 mL Ac. 50 | -
3 1.0 1.0 2.0 5.0 1.0
4 0.6 1.4 2.0 5.0 1.0
BR 0.0 2.0 2.0+ 1 mL Ac. 50 | = -
R 0.0 2.0 2.0 5.0 1.0

*nota: solo se realizaron 2 blancos (BR y B3) debido a que se diluy6 la muestra, por lo que BR es
el blanco de R y del tubo 4. El tubo B3 es el blanco de los tubos 3, 2y 1.

B= blanco
Ac= Acido acético al 30%
R= Referencia
La lectura en el espectrofotometro se realiza a 410 nm y es necesario ajustar

el equipo a 100% de transmitancia con su respectivo blanco.

Calculos:

La lectura de absorbancia (A), se pasa directamente a unidades de tripsina
(UT), de la siguiente manera:

UT.= Ax 100

Ya que se tuvo una serie de alicuotas del extracto, se calcula los valores de
UT., los cuales al restarle este valor al dato de referencia, se obtienen los valores de
tripsina inhibida (UTL.) y por consiguiente se calcula el valor de UTI/mL de cada una
de las alicuotas.

Al realizarse la grafica de la actividad enzimética inhibitoria (UTI/mL) como
funcion de la alicuota del extracto se obtiene el valor extrapolado correspondiente al
cero de la solucién inhibitoria. Este dato es el mas cercano a la actividad inhibitoria

verdadera o real.

Los resultados se expresan como unidades de inhibicion con respecto a 1 mg
de muestra, de la siguiente forma:

UTI =(B) (_aforo ) (__50mL )
mg muestra alicuota mg muestra

B= valor extrapolado o promedio (UTI)
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2.6 Cuantificacidon de alcaloides por titulacion

Para la cuantificacion de alcaloides se siguio la técnica de la Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos del 2000, modificada por Moreno, 2001s). Se
cuantifican los alcaloides por triplicado en la harina de ejote de colorin sin
destoxificar y destoxificado (lote 1y 2).

Fundamento

Se basa en la extraccion de los alcaloides, aprovechando sus propiedades de
solubilidad en un sistema de disolventes y su posterior valoracion, por volumetria,
empleando un &cido valorado. Esto puede realizarse debido a las propiedades
béasicas de los alcaloides.

Reactivos

- Harina de ejote de E. americana. (lote 1y 2)

- H,SO,4 0.02 N valorado (hasta la cuarta cifra decimal)
- Solucién indicadora, Rojo de metilo

- H,SO4 1 N (p=1.84g/mL)

- NH4OH (hidroxido de am6nio) concentrado

- Sulfato de sodio Anhidro

- Metanol Q.P (para extraccion)

- Metanol R.A. (para titulacién)

- Eter etilico R.A

- Cloroformo R.A

Procedimento

1. Se pesan 5 g de muestra harina de ejote de E. americana.

2. Se adicionan 50 mL de metanol previamente alcalinizado a pH 8-9, con NH,OH

3. Se agita (300-500 r.p.m) durante 8 horas, y después se filtra con ayuda de vacio
usando papel Whatman No. 541

4. Al residuo se le adicionan nuevamente 50 mL de metanol alcalinizado y se agita
16 horas mas. El filtrado se guarda en refrigeracion.

5. Se filtra con ayuda de vacio (en el mismo embudo y con el mismo papel del dia
anterior), recibiendo el filtrado en el matraz que se guarda en refrigeracion. Se
lava el vaso y el residuo con 20 mL de metanol alcalinizado.

6. Se evapora el disolvente por medio de rotavapor (T=50° C).

7. Se disolve el extracto en 15 mL de éter y 5 mL de H,SO4 1 N.
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8. Se filtra a través de papel Whatman No 541, recibiendo en un embudo de
separacion. Se extrae, recuperando la fase acuosa (inferior)

9. Se extraen tres veces la fase organica (superior) con 5 mL de H,SO, 1 N cada
vez. Se juntan las fases acuosas con la anterior y se vierten en un embudo de
separacion.

10. Se adicionan 25 mL de cloroformo y se extrae, recuperando la fase acuosa
(superior)

11. Se extraen tres veces la fase organica (inferior) con 5 mL de agua y 5 mL de
acido cada vez. Se juntan las fases acuosas con la anterior y se extraen dos
veces con 10 mL de cloroformo.

12.  Se recupera la fase acuosa (superior) y se filtra a través de papel Whatman
No. 2, enjuagando el papel y el embudo con 2 mL de agua.

13.  Se alcaliniza con NH,OH concentrado hasta un pH de 9 6 mayor.

14.  Se extraen tres veces con 35 mL de cloroformo cada vez, recuperando la fase
organica (inferior)

15. Se secan con sulfato de sodio anhidro y se evapora en rotavapor (T=40 °C).

16. Se redisolve el residuo con 3 mL de metanol (agregando un mL a la vez),
trasvasando cuantitativamente a un matraz Erlenmeyer que contenia 7 mL de
agua destilada.

17. Se adiciona una gota de indicador rojo de metilo y se titula con H,SO,

valorado, con ayuda de una bureta de microtitulacion.

*Nota: esta es una determinacién cuantitativa, asi que se enjuaga el material empleado con

disolventes adecuados en cada paso.

Célculos
Se reporta como B-eritroidina

g de B-eritroidina = (mL H,SO, muestra — mL H,SO, blanco *)(N H,SO,) (0.273**)(100)

100 g de muestra (g de muestra)

* El blanco se prepara con 7 mL de agua destilada y 3 mL de metanol

** meq de B-eritroidina = peso molecular de la B-eritroidina/ 1000
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2.7 Evaluacion de la calidad proteinica
Se valora la calidad de la proteina de las muestras por métodos biolégicos:
@ Relacion de Eficiencia de la proteina (REP)
@ Digestibilidad (Da)

En la realizacion de las pruebas biologicas se consideran los siguientes criterios.
Animales:
Se emplean ratas machos recién destetadas de la raza Sprague Dawley de
21 dias de edad con un peso de 35 + 5 g (6 por cada lote) colocadas en jaulas

individuales, distribuidas mediante la técnica de la culebra japonesa (Anexo B).

Condiciones experimentales:

- Temperatura: 20-25° C

- lluminacion: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

- Alimentacion: dieta respectiva de cada lote y agua ad libitum
- Tiempo de experimentacion: 21 dias para el REP

Material y Reactivos

- Rack para jaulas individuales

- Balanza analitica

- Balanza granataria para animales de laboratorio

- Comederos para ratas

- Bebederos

- Charolas de papel

- Caseina 901293 MP Biomedicals (94.3% proteina)

- Glucosa Anhidra USP (Comercial Quimica BARSA)
- Mezcla de sales (minerales) 902842 MP Biomedicals
- Mezcla de vitaminas 904654 MP Biomedicals

- Fuente de proteina (harina de colorin destoxificada y avena)
- Dextrina comercial (Maizena) ®

- Sacarosa Comercial SALML ®

- Aceite vegetal (Mazola) ®

- Manteca vegetal (INCA) ®
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2.7.1 Relacion de la eficiencia de la proteina (REP) (o)
Fundamento

El método se basa en que el incremento en peso de ratas alimentadas con
una dieta, bajo condiciones estandarizadas es una medida confiable del valor
nutricional de una dieta proteinica. En esta prueba se relaciona la ganancia en peso
del animal de prueba con la proteina consumida, asumiendo que el incremento en

peso es exclusivo del nitrégeno ingerido.

Procedimiento

a) Preparacion de las dietas:

Se preparan 3 dietas: Control (elaborada a base de caseina), Colorin
(elaborado a base de harina de ejote de colorin destoxificado lote 2) y Colorin/Avena
en una proporcion de 50:50 en relacion al nivel de proteina (elaborado a base de
harina de ejote de colorin destoxificado lote 2 y harina de avena comercial). Debido
a la alta proporcion de fibra que contiene la harina del ejote de colorin se intenta que
las dietas sean isoproteinicas e isocaldricas a la dieta control (caseina) con 10%
proteina y 432 Kcal/100g dieta, sin embargo solo se logra que sean isoproteinicas ya
gue el aporte energético se encontraba por debajo del valor. La composicion de las

dietas se muestra a continuacion:

Tabla 7: Composicién de las dietas experimentales (g/100g)

Control Colorin Colorin/Avena
Componente
(9/100 g dieta) (9/100 g de dieta)  (g/100 g de dieta)
Caseina (94.3% prot.) 10.5 - --
Harina de ejote destoxificado (15.4% Prot.) -- 67.5 33.8
Avena (11.4 % prot.) -- -- 44.0
Sacarosa Comercial SALML ® 22.0 5.9 2.8
Glucosa Anhidra 19.0 5.1 25
Dextrina (Maizena) ® 25.0 6.7 3.2
Manteca Vegetal (INCA) ® 8.0 9.5 8.3
Aceite Vegetal (Mazola) ® 6.0 7.1 6.2
Mezcla de sales 4.0 1.3 2.0
Mezcla de vitaminas 2.0 2.0 2.0
Celulosa comercial 35
Aporte energético (Kcal/100g dieta) 432 410 422

>°) %
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b) Desarrollo de la prueba:

Una vez que se tienen los diferentes lotes, se le coloca a cada animal su
respectivo alimento (previamente pesado) y agua ad libitum. Ya que las ratas al
comer tienden a desperdiciar alimento, se coloca debajo de la jaula una charola de
papel para recuperar el alimento desperdiciado. Cada tercer dia se registra el peso
de cada rata y el alimento ingerido, restando a éste el alimento desperdiciado. El

experimento dura 21 dias. (Anexo C).

c) Célculos:
Se calcula el REP para cada una de las ratas utilizando la siguiente ecuacion:

REPi = DPi
Al *F

REP:: relacion de la eficiencia de la proteina individual
DPi= incremento de peso individual

2 Ali = alimento ingerido total individual

F = % de proteina en la dieta/100

Con los valores individuales, se procede a calcular el REP promedio y el

coeficiente de variacion (CV en %) del lote en estudio.

X= _ >REPi
n
X = REP promedio
2REPi: suma de los REP individuales
n: nimero de datos

CV =[o/X] * 100
o = desviacion estandar
X = REP promedio
Para que los datos puedan ser comparados, se expresan en valores de REP
ajustado, es decir, se toma como referencia el valor de 2.5 para la dieta de caseina.

REP ajustado = REP exp * REP caseina (ref)
REP caseina (exp)

Se traza una grafica de curva de crecimiento (tiempo vs. Incremento de peso
acumulado) para observar el crecimiento de los lotes de los animales en estudio con

respecto al lote control.
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2.7.2 Digestibilidad aparente (Da) (o)

Fundamento

La evaluacion de la digestibilidad de proteinas in vivo se basa en suministrar
una dieta que contenga la muestra en estudio como Unica fuente de proteina a los
animales experimentales, de los cuales se determina la cantidad de nitrdgeno
absorbido mediante la diferencia del ingerido y el eliminado por heces, sin considerar
el nitrégeno endogeno.

Material y Reactivos

- Disefio experimental del bioensayo de REP

- Equipo y reactivos necesarios para MicroKjeldahl

- Envases de plastico de boca ancha

- Mortero con pistilo

- Estufa de circulacion forzada marca LAB-LINE mod. Impereal llI
- Balanza analitica

Procedimiento

Del bioensayo de la evaluacion de la calidad de una fuente de proteina
(REP), se recolectan las heces y se registra el alimento ingerido en forma individual
de los animales, durante los ultimos ocho dias del bioensayo. El total de heces de
cada animal en el periodo indicado, se secan, pesan y muelen para obtener el
material lo mas homogéneo posible; se toma una muestra representativa del total de
heces para determinar la concentracion de nitrégeno por MicroKjeldahl.

Calculos

Se calcula el contenido de nitrogeno ingerido individual (NIi) y el nitrégeno

fecal individual (NFi) de cada animal de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

NIi = (%N dieta * Dieta ingerida expresada en g)/ 100
Nfi = (% N heces * Total heces expresada en g)/ 100
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La ecuacion para calcular la Digestibilidad aparente individual (Dai) es:

Dai = NIli_ — Nfi * 100
Nli

Se reporta el valor promedio de digestibilidad aparente de cada lote con su
desviacion estandar y CV (Anexo D).
Da prom.= _ 2Dai
n
Da prom. = Da promedio

2 Dai: suma de los Da individuales
n: nimero de datos

CV = [0/X] * 100

o = desviacion estandar
X = Da promedio
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Resultados y Discusion

3.1.- Andlisis Proximal

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del analisis quimico
proximal del ejote y ejote remojado en agua acidulada en base humeda, donde se
observa un alto contenido de agua en el ejote como es el caso de la mayoria de las
legumbres o frutos inmaduros (*80% de agua) y por lo tanto un bajo aporte de
nutrimentos. Con el remojo en HCl al 1% se puede observar que hay una

disminucion de todos los nutrimentos.

Tabla 8: Andlisis quimico proximal del ejote de Erythrina americana sin tratamiento
y destoxificado. (g/100 g muestra en base hiimeda)®

Muestra Humedad Proteina Lipidos Cenizas Fibra Hidratos ge
gruesa carbono
ejote sin 85.09+4.25 2.60+0.84 051+0.10 0.93+0.05 4.16+0.08 6.71
tratamiento
ejote 87.68+0.45 1.90+0.10 028015 051+0.03 3.13+0.31 6.50

destoxificado*

‘el dato representa el promedio + desviacién estandar de un triplicado, C.V. < 5%

%los hidratos de carbono se calcularon por diferencia.

* Después del remojo de la harina del ejote de E. americana, ésta se sec y se moli6 para realizar el
andlisis quimico proximal.

Para una mejor comparacion, en la tabla 9 se muestran los resultados de la
harina de ejote con tratamiento y destoxificado en base seca, en donde se observa
un contenido bajo en la concentracion de proteina en las dos harinas, con respecto

a lo informado en otros trabajos para el ejote del colorin donde se reporta un
valor de 24.38% 5), siendo la harina de ejote sin tratamiento el que presenta la
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mayor concentracion de proteina, grasa, cenizas y fibra. Sin embargo el contenido
total proteinico de las leguminosas oscila entre el 18-25 % (3 por lo que el valor

obtenido se encuentra dentro de lo esperado.

Tabla 9: Andlisis quimico proximal de las muestras del ejote de Erythrina
americana sin tratamiento y destoxificado. (g/100 g muestra en base seca)*

Fibra Hidratos de

Muestra Proteina Lipidos Cenizas ]
carbono

Harina del
ejote sin 17.41+0.84 3.42+0.10 6.22+0.05 27.90 +0.08 45.05

tratamiento

Harina del
ejote 15.37+0.10 2.25+0.15 4.14+0.03 25.42+0.31 52.82

destoxificado*

% de

disminucion 11.72 34.21 33.44 8.89
con el

tratamiento

‘los datos representan los promedios + desviacién estandar de un triplicado, C.V. < 5%

%los hidratos de carbono se calcularon por diferencia.

* Después del remojo de la harina del ejote del E. americana, ésta se secé y se molié para realizar
en andlisis quimico proximal.

El remojo con agua acidulada probablemente arrastro algunas fracciones de
éstos nutrimentos en donde vemos que para el caso de la proteina solo disminuye
un 11.72% ya que la pérdida de lipidos y cenizas se encuentra alrededor del 30%.
Para el caso de la fibra la perdida es de 8.89%, a lo que se le atribuye como una
pérdida de fibra soluble, sin embargo la concentracion de fibra y cenizas se
encuentra dentro de lo informado en el ejote para otros trabajos utilizando un método
similarss). Los hidratos de carbono aumentaron con el tratamiento debido a que
cambia la proporcion de los demas nutrimentos. A pesar de que la vaina del ejote
aporta un alto contenido de fibra teniendo un efecto diluyente en el contenido de
proteina s), éste se considera alto en comparacion con el de algunos cereales

(12% proteina). ().

Los métodos de destoxificacion como ya hemos visto pueden afectar el
contenido de nutrimentos en las muestras, es por eso que en la tabla 1.3 se muestra
el andlisis quimico proximal; en base seca; de la harina del ejote sin tratamiento y
destoxificado por diferentes métodos propuesto en trabajos anteriores, con el fin de

comparar la disminucién de los nutrimentos y eficiencia de los métodos.
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Tabla 10: Analisis quimico proximal de las muestras del ejote de Erythrina
americana sin tratamiento y destoxificado por dos métodos diferentes. (g/100 g
muestra en base seca)’

Muestra Método de Proteina Lipidos Cenizas Fibra Hidratos cie
destoxificacion carbono
Crudoy, (SN 2438+1.01 6.11+0.27 6.64+0.09 26.14+1.04 36.73
coccion)
Tratamiento
Térmico
(coccion con 23.12+1.01 6.64+0.38 4.27+0.37 31.80+2.15 34.17
2 agua hirviendo
o
[im) 2 hrs.)lg
Sin tratamiento* 17.41+0.84 3.42+0.10 6.22+0.05 27.90+0.08 45.05
Doble remojo
en HCl al 1% 1537+0.10 2.25+0.15 4.14+0.03 25.42+0.31 52.82

(48 hrs)*

“los datos representan los promedios *+ desviacién estandar de un triplicado, C.V. < 5%
%los hidratos de carbono se calcularon por diferencia.
*resultados de éste trabajo

En ésta se observa que las dos determinaciones del analisis quimico proximal
para los ejotes sin destoxificar son diferentes, teniendo una mayor concentracion de
proteina y lipidos el ejote informado en trabajos anteriores (15, que en éste. Esto
pudo ser debido a la diferencia en la maduracion del ejote, tanto de vainas como de
las semillas, sin embargo en los dos trabajos se reporta que los ejotes se encuentran
en la fase | de maduracion fisiologica pero entre mas maduro se encuentre el ejote la

concentracion de nutrimentos aumenta. (a1).

Para una mejor visualizacion de la comparacion del analisis proximal de las
muestras, en la figura 15 se presenta una representacion de barras en donde se
puede observar que el ejote que recibié el tratamiento térmico tuvo una disminucién
del 5.16 % en proteina con un aumento de lipidos, fibra y hidratos de carbono. Las
cenizas fueron lo que mas se afecté ya que la disminuciébn si es bastante
significativa, sin embargo el tratamiento térmico mantiene el nivel de nutrimentos
iniciales por lo que es un buen método. El ejote que recibié doble remojo en HCI tuvo
una disminucion muy grande de todos los nutrimentos a excepcion de hidratos de
carbono; que como ya se menciond anteriormente estos aumentan porque cambia la
concentracion de los demas nutrimentos. Con el tratamiento térmico la disminucion

en proteina fue de 5.16% Yy con el doble remojo en agua acidulada fue de 11.72%,
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por lo que el doble remojo en agua acidulada remueve un mayor nivel de la fraccion

proteinica en comparacién con el tratamiento térmico.

100%
75% -
o O Carbohidratos
g B Fibra
0 T .
S 50% I Cenizas
g W Lipidos
250 O Proteina
0% - T - T - — -
Ejote crudo Tratamiento Ejote sin  Doble remojo
Térmico tratamiento en HCl al 1%
Método de destoxificacion de la harina del
ejote del colorin

Figura 15: Caracterizacion Bromatoldgica de las muestras de Erythrina americana
por diferentes métodos de destoxificacion (base seca).

2.- Cuantificacion de Factores toxicos y antinutricionales

En la tabla 11 se muestran los resultados de los factores toxicos y

antinutricionales presentes en el ejote, asi como el ejote remojado.

Tabla 11: Factores toxicos y antinutricionales contenidos en el ejote sin tratamiento y
destoxificado.*

Lectinas ~ Taninos Inhibidores de
Muestra Titulo ** (Ac. Tanico g/ tripsina
100 g muestra) (UTI/mg de muestra)
Harina del ejote
sin tratamiento 3 0.18£0.01 23.53£0.52
Harina del ejote
Destoxificada 4 0.35 +0.01 8.39+0.81

* Los datos representan los promedios + desviacién estandar de un triplicado, C.V. < 5%
** Titulo: la maxima dilucién a la cual se encontré aglutinacion
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No hay un valor reportado en la concentracion de taninos el cual tenga un
efecto nocivo para la salud, sin embargo se ha observado que una concentracion
mayor al 2% de acido tanico disminuye la ingestion del alimento, asi como la
digestibilidad de los compuestos nitrogenados (»s). La concentracion de taninos en el
ejote aumentd con el tratamiento acido, sin embargo ésta concentracibn no se
considera dafiina para la salud ya que se encuentra por debajo de lo reportado en el
frijol comun de color negro (Phaseolus vulgaris) el cual contiene 1.26% de acido
tanico y el frijol colorado 1.42% g, siendo este un alimento de consumo principal en
la dieta de nuestro pais.

La concentracién de lectinas aumenta en un titulo con el doble remojo en
agua acidulada, esto pudo ser debido a que con el &cido las lectinas quedan mas
expuestas y actlan mas sobre los glébulos rojos, sin embargo se determiné con una
prueba semicuantitativa y los titulos obtenidos se consideran semejantes en la
harina del ejote sin tratamiento y destoxificada. El contenido de lectinas en el ejote
es relativamente bajo, ya que con un titulo > 10 se considera un alimento riesgoso
para la salud, sin embargo no todas las lectinas son toxicas; por lo que estos titulos
obtenidos en el ejote se consideran de bajo riesgo para la salud.

Con respecto a los inhibidores de tripsina en la tabla 11 se observa que la
harina del ejote sin tratamiento contiene un contenido significativo de inhibidores
(23.53 UTI/mg muestra), ya que un contenido mayor de 10 UTI/mg de muestra, se
considera un alimento dafiino, sin embargo el valor obtenido es bajo con respecto a
lo reportado para la semilla inmadura cruda (88.43 UTI/mg de muestra), por lo que
la vaina inmadura del ejote sirve como diluyente del contenido de inhibidores (is). El
remojo en agua acidulada arrastra a los inhibidores de tripsina, disminuyéndolos un
64.36%, dejandolo en un valor < 10 UTI/mg muestra, por lo que se considera no
dafiino. Esta reduccion la se puede relacionar con la disminucion de proteina
obtenida en el andlisis quimico proximal (tabla 9) debido a que los inhibidores de
tripsina son proteinas, por lo que se puede decir que lo que se pierde de proteina

son inhibidores de tripsina.
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3.- Cuantificacion de Alcaloides

La técnica de la Farmacopea modificada por Moreno en el afio 2001 (6

permitié cuantificar los alcaloides totales en las 2 harinas: ejote y ejote remojado en

agua acidulada. Se reporta como g B eritroidina/100 g muestra, debido a que se

sabe que la mayor concentracion de alcaloides es de  eritroidina.

Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 12, en la cual se

observa que la cantidad de alcaloides es menor que la reportada en otros trabajos

donde se obtienen concentraciones de hasta 1% (g, esto se debe a que fueron

determinados por métodos cromatograficos.

Tabla 12: Cuantificacién de alcaloides en muestras de ejotes de E. americana sin
tratamiento y destoxificados. (B eritroidina g/100 g harina)*

(B eritroidina g/100 g (B eritroidina g/100 g
Muestra muestra B.H)* muestra B.S)*
Harina del ejote 0.39 + 0.012 0.41 + 0.012
sin tratamiento
Harina del ejote
Destoxificada 0.26 £ 0.02 0.27 £0.02
% de alcaloides eliminado 32.00% 33.66%

* Los datos representan los promedios + desviacién estandar de un triplicado, C.V. < 10%

Considerando los valores en base seca se observa que la concentracion de
alcaloides disminuye un 33.66% con el tratamiento &cido, debido a que al estar en
forma de sales, dichos compuestos se pueden solubilizar en la solucién acida.
Algunas especies de lupinos pueden contener 2% o mas de alcaloides totales en la
semilla seca, el consumo de éstas como principal componente en la dieta podria ser
fatal; sin embargo, el rango maximo permitido del contenido de alcaloides en estas
especies es de 0.02% ), por lo que la harina de ejote sin tratamiento y destoxificada
sobrepasan el limite permitido para lupinos. Por otro lado la dosis letal media por via
oral para el ejote del colorin es de 78 000 mg/kg de peso corporal, con un contenido
de alcaloides de 0.67 g B eritroidina/100 g muestra, lo que nos dice que el ejote con
esa concentracion de alcaloides puede considerarse inocuo a corto plazo, dada su
alta dosisgsy y por lo tanto al darnos una concentracion de 0.27 g B
eritroidina/100 g muestra, utilizando el doble remojo en agua acidulada, la harina de
ejote destoxificada puede considerarse no dafiina en estudios de toxicidad

subaguda.

>*] 3
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Con respecto a la eficiencia del método de destoxificacion, en la tabla 13 se
observan los valores de alcaloides obtenidos antes y después de destoxificar al ejote
del colorin por métodos diferentes, utilizando la misma técnica de la farmacopea
modificada por Moreno 2001.

Tabla 13: Cuantificacion de alcaloides en ejote de E. americana antes y
después de la destoxificacion por diferentes métodos.
(Alcaloides g/100 g muestra B.S.)

Tratamiento Térmico

Muestra / Método de
destoxificacion

(coccién con agua
hirviendo 1 hrs.) a2

Doble remojo en HCI al
1% (48 hrs.)

Harina de ejote sin

) 0.669 + 0.038 0.41 +0.012
tratamiento
Harina de ejote 0.301 + 0.023 0.27 +0.02
destoxificado
% alcaloides eliminados 55.01% 33.66%

El tratamiento térmico elimind un 55.01% de los alcaloides en la harina del
ejote y el doble remojo en agua acidulada solo eliminé un 33.66% por lo que el

método propuesto en este trabajo es menos eficiente que el tratamiento térmico.

4.- Evaluacién de la calidad proteinica

Los resultados de la calidad proteinica se presentan por cada método

empleado.

4.1. Relacién de la eficiencia proteinica (REP)

Para la realizacion de esta técnica se utilizaron 3 dietas: Control (elaborada a
base de caseina), Colorin (elaborado a base de harina de ejote de colorin
destoxificado lote 2) y Colorin/Avena en una proporcién de 50:50 (elaborado a base
de harina de ejote de colorin destoxificado lote 2 y harina de avena comercial).

En este bioensayo, las ratas alimentadas con la dieta de Colorin a base de
harina de colorin destoxificado, ingirieron muy poca cantidad de alimento < 5 g por
dia comparado con caseina, con lo anterior fueron bajando de peso y presentaron

sintomas clinicos anormales como: hiperactividad (movimientos rapidos y bruscos),
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agresividad, euforia, piloereccion (ereccién del pelo) y ataxia (la inseguridad de

movimiento como consecuencia de la falta de movimientos coordinados) (s,

provocando asi la muerte entre el 4 — 7 dia del ensayo, lo cual se atribuye a los

alcaloides (0.27 g B eritroidina/100 g muestra B.S) ya que tienen efectos sobre el

sistema nervioso central, por lo que el REP no fue posible calcularlo para esta dieta.

La hiperactividad, euforia y agresividad no se consideran sintomas de los alcaloides

en la dieta de Colorin ya que estos tienen efecto sedante, sino a la falta de alimento.

A continuacién se muestra el incremento en peso acumulado por las ratas

alimentadas con las dietas experimentales y control (tabla 14), en ésta se observa

gue hay una mayor ganancia en peso en la dieta control (caseina), que en la dieta
de Colorin — Avena (50:50).

Tabla 14: Incremento en peso de las ratas alimentadas con las diferentes dietas

(Gramos)
Dieta/Dia 2 4 7 9 11 14 16 18 21
Referencia 310+ 745+ [ 1578+ | 21.35+ | 29.10+ | 3867+ | 41.65+ | 45.85+ | 50.65 =
Caseina* 1.20 1.63 3.95 3.98 4.93 5.90 5.10 4.44 5.64
Colorin —Avena | -0.67 + 225+ | 882+ | 10.67% | 1427+ | 17.75+ | 20.38+ | 23.13+ | 26.57
(50:50)* 0.74 1.47 1.28 0.68 1.30 1.79 2.24 2.51 3.14

* Los resultados son el promedio + D.E.

Las ratas alimentadas con caseina son las que presentan un mayor

incremento en peso en comparacién con las de colorin-avena, sin embargo

presentaron piloereccion (figura 16) y su aspecto era mas anormal que las de

colorin-avena las cuales tenian un pelo mas suave vy brillante (figuras 17 y figura 18).
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Figura 16: Rata alimentada con caseina. Figura 17: Rata alimentada con colorin-Avena.

Figura 18: Arriba: Rata alimentada con Colorin-Avena.
Abajo: rata alimentada con Caseina (piloereccion).

No obstante un aspecto anormal en el pelo de los animales alimentados con
la dieta de referencia (caseina), éstos mostraron un mayor incremento de peso que
los alimentados con la dieta de Colorin-Avena (50:50), como se puede observar en

las curvas de crecimiento, figura 19.
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Figura 19: Comparacion del crecimiento de ratas alimentadas con
Erythrina americana
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De la figura 19 se puede observar que la dieta de colorin — avena en un
principio hay un ligera disminucion del peso pero después la ganancia de peso
muestra una curva ascendente de crecimiento con tendencia al control pero de
menor pendiente lo cual se le puede atribuir a la avena, ya que ademas de que
aporta un alto contenido de nutrimentos disminuye en un =50% la cantidad de
alcaloides y de inhibidores de tripsina en comparaciéon con la harina del ejote de
colorin destoxificado. Los animales alimentados con colorin-avena no mostraron la
sintomatologia de los animales alimentados con la dieta de colorin, sin embargo el
pelo era mas blanco y suave y presentaban un comportamiento mas tranquilo que el
de la dieta de caseina debido a los efectos de los alcaloides, ya que también
produce sedacion en cantidades alrededor del 0.1%.

Los valores del REP se muestran en la tabla 15 donde se observa el valor de
REP,ustado d€ la muestra la cual se encuentra dentro del rango estimado para una

leguminosa que es 0.9 — 2.1 ().

Tabla 15: Resultados de la Relaciéon de Eficiencia Proteica en la dieta
Colorin-Avena

Fuente de proteina de
las dﬁ)etas REPpromedio* REPajustado
Caseina 3.41+0.10 2.5
Ejote de colorin . -
destoxificado
Ejote de Colorin
destoxificado-Avena 2.32£0.13 1.70+0.09

* Los datos que se presentan son los promedios + desv. est. de sextuplicados, C.V.< 10%.
** No se determino debido a que los animales murieron antes de finalizar el periodo de
experimentacion.

Nota: datos se encuentran en el anexo C

La destoxificacién con doble remojo en agua acidulada afecta la composicion
de aminoécidos en el ejote estimando una calificacion quimica ~ 46 (1g), lo cual es
normal ya que cumple con el rango estimado para las leguminosas (30 -55) (5. Es
por eso que la dieta de colorin-avena presenta un REPgusiado dentro del valor
promedio de las leguminosas (0.9 — 2.1), sin embargo se esperaba un REP arriba
de lo obtenido debido a que la avena aporta una proteina de buena calidad y en

ningln momento es afectada por el tratamiento.
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4.2. Digestibilidad aparente (Da)

Los valores de digestibilidad aparente se muestran en la tabla 16, en donde
solo se determino para la dieta control y la dieta colorin-avena ya que para la dieta

de colorin solo los animales no sobrevivieron.

Tabla 16: Digestibilidad aparente (%)

Dietas % Da *
Caseina 94.91 + 1.67
Ejote de colorin destoxificado *
Ejote de Colorin destoxificado-Avena 85.41 +1.66

* Los datos que se presentan son los promedios + desv. est. n= 12, C.V.< 5%.
** No se determino debido a que los animales murieron antes de finalizar el periodo de
experimentacion.

Nota: los datos se encuentran en el anexo D

La digestibilidad de la judia Phaseolus vulgaris oscila entre 77-92% (3g),
por lo que el valor de digestibilidad obtenido en la dieta a base de ejote de
colorin destoxificado-avena se encuentra dentro del rango, indicandonos una
buena disponibilidad de los aminoacidos a pesar del alto contenido de fibra
aportado por la vaina del ejote de Erythrina americana, el cual interfiere en la
absorcién de nutrientes debido a que acelera el transito del alimento a través del
intestino, pero que a la vez nos aporta beneficios disminuyendo la absorcion de

algunos toxicos como los alcaloides (is, 42).

Por otro lado la digestibilidad de la avena en el ser humano es de 86 % (a4,
30) €l cual es muy cercano al valor obtenido en nuestra dieta indicandonos que la
harina de ejote de colorin destoxificada no afecta en la digestibilidad de los
nutrimentos aportados por la avena pero tampoco se ve aumentada, por lo que
mantiene la calidad de éste cereal. Es por eso que utilizando harina de ejote de
colorin destoxificada se puede complementar algin alimento animal a base de

cereal para reducir costos manteniendo un alto nivel de calidad nutrimental.



Conclusiones

La destoxificacion en agua acidulada con HCl 1% del ejote de Erythrina
americana no mostr0 modificaciones considerables en el contenido de
proteina, transfiriendo algunos componentes a la solucién &cida, la cual se
reflejo en la disminucion del porcentaje de proteina en las muestras.

El contenido residual de los taninos, lectinas e inhibidores de tripsina en el ejote
destoxificado no se considera riesgoso para la salud.

El lavado acidulado es un buen método econdmico de destoxificacion, ya que
se logré disminuir un 33.66% de los alcaloides contenidos en el ejote.

La concentraciéon de alcaloides no se redujeron lo suficiente ya que la dieta a
base de ejote de colorin destoxificado es dafiina para la salud.

La proteina vegetal aportada en la dieta colorin-avena es de regular calidad, ya
gue se obtuvo un REP dentro de lo esperado.

La fibra aportada por la vaina disminuye la absorcién de algunos téxicos como
los alcaloides, sin afectar la digestibilidad (Da) la cual es bastante alta.

El ejote de Erythrina americana destoxificado se puede catalogar como
complemento alimenticio siempre y cuando se encuentre < al 30% en

proporcién a la dieta.
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Anexo A
Preparacion de reactivos

1. Solucién anticoagulante (heparina): se utilizé en la siguiente relacién

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

2. Solucién salina 1%:

Se disolvieron 10 g de cloruro de sodio en 1000mL de agua destilada.

3. Solucién Salina 0.9%:

Se disolvieron 8.5 g de cloruro de sodio en 1000 mL de agua destilada.

4. Soluciéon de dimetilformamida al 75% (DMF):

Se midi6é en una probeta 75 mL de dimetilformamida y se transfirid a un matraz

aforado de 100 mL. Se llevo al aforo con agua destilada.

5. Solucién estandar de acido tanico 0.2 g/100mL:

Se pesaron 0.2 g de &cido tanico y se aforaré a 100 mL con agua destilada.

6. Solucién de citrato férrico amoniacal:

El contenido de hierro estaba entre el 17-20%. Se prepar6 una solucion de 0.35

0/100 mL, 24 horas antes de su uso.

7. Solucién de amoniaco:

Se prepara una solucion que contenga 0.8 g de NH3/100 mL de hidroxido de
amonio. Es necesario realizar los célculos para medir el amoniaco que se encuentra
en el hidroxido de amonio. Considerar la densidad 0.8928 g/mL. Medir 3.1 mL de
hidréxido de amonio concentrado (29% de amoniaco) y aforar a 100 mL con agua

desionizada.
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8. Solucién amortiguadora de TRIS:

Se pesan 6.05 g de tris (hidroximetil-amino-metano) y 2.94 g de CaCl, * H,O
se disuelven en 900 mL de agua destilada. Se ajusta el pH a 8.2 y se afora a un
volumen de 1 L.

9. Solucion BAPNA:
Se pesan 100 mg de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCI (BAPNA) se

disuelven en 2.5 mL de dimetil-sulfoxido y se diluye a 250 mL con amortiguador
TRIS previamente calentado a 37° C. Esta solucion debe ser preparada el mismo dia
y cuando este en uso debe mantenerse a 37° C.

10. Solucién estandar de tripsina:

Se pesan con mucha exactitud 4 mg de tripsina bovina (SIGMA T-8253) y se
disuelven en 200 mL de HCI 0.001N. Esta soluciéon debe ser almacenada en

refrigeracion donde puede durar de 2-3 semanas sin pérdida apreciable de actividad.
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Técnica de distribucion (Culebra japonesa)

Esta técnica se aplica con el objeto de distribuir un conjunto de elementos, en

este caso animales, en un determinado numero de grupos para obtener una

uniformidad en los mismos.

Procedimiento:

1.
2.
3.

Marcado al azar de los animales para su posterior identificacion.

Pesado de los animales.

Con base en el peso corporal obtenido anteriormente, se ordenan en forma
ascendente (animal 1, animal 2, animal 3,....... , animal n). Se recomienda contar
con animales extra, pues de ser necesario, se eliminan los animales con mayor y
menor peso para disminuir la variabilidad entre los grupos, la diferencia en el
peso promedio entre los lotes debe ser menoral g.

Distribucién de los animales, ya sea de derecha a izquierda o de arriba hacia

abajo, con el siguiente patron:

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 -y Grupo j

Arnimal 1 == Animal 2 =W Animal 3 . « « Animal j :
= | %= Animal j+1

c I=————— = ==} Animal n




Anexo C

Formato de registro de datos para la prueba biolégica REP

Rata: sexo: peso inicial (Pi): dieta:
Tiempo (dias) Peso final (Pf):
Peso animal (g) AP = Pf-Pi =

Alimento inicial (g)

Alimento final (Af)

Alimento ingerido (Al) 2Al =

Alimento acumulado

Observaciones:

Resultados de la Relacion de Eficiencia Proteica

Caseina Colorin-Avena
# rata AP ZAl REP AP ZAl REP REPajustado
1 47.8 145.6 3.52 27.1 | 126.3 2.33 1.71
2 47.8 150.9 3.40 25.1 | 1194 2.28 1.67
3 52.0 160.7 3.47 249 | 118.7 2.28 1.67
4 42.7 141.9 3.23 28.0 | 130.6 2.33 1.71
5 57.8 183.8 3.37 22.6 | 1154 2.13 1.56
6 55.8 172.5 3.47 31.7 | 1351 2.55 1.87
Prom. 341 2.32 1.70
D.E. 0.1042 0.1360 0.0998
C.v. 3.059 5.88 5.88

% proteina en la dieta de caseina= 9.33
% proteina en la dieta de colorin-avena= 9.21




Anexo D

Digestibilidad Da

Dieta de referencia - Caseina:
Proteina: 9.33%
Nitrégeno dieta: 1.4623%

# rata (hoéoc':s) total heces NF (g9) Ni (9) % Da
11 2.65 6.60 0.17 0.87 79.93
1.2 2.80 0.18 78.77
2.1 1.88 5.28 0.10 0.86 88.40
2.2 1.83 0.09 88.76
3.1 1.79 5.15 0.09 0.88 89.57
3.2 1.70 0.09 90.09
4.1 1.99 5.42 0.11 0.71 84.82
4.2 1.82 0.10 86.18
51 2.11 6.49 0.14 1.04 86.91
5.2 2.09 0.14 87.01
6.1 1.76 5.43 0.10 0.85 88.76
6.2 1.72 0.09 89.01
X 86.52
D.E, 3.68
C.v. 4.25

Dieta Colorin-Avena:
Proteina: 9.2077%
Nitrogeno dieta: 1.4732%
# rata %N total heces NF (g) Ni (9) % Da
(heces)
11 2.39 14.32 0.34 1.86 81.61
1.2 2.08 0.30 84.01
2.1 2.25 10.49 0.24 1.76 86.58
2.2 2.10 0.22 87.45
3.1 2.35 11.44 0.27 1.75 84.60
3.2 2.29 0.26 84.99
4.1 2.45 11.92 0.29 1.92 84.80
4.2 2.08 0.25 87.12
5.1 231 10.33 0.24 1.70 85.98
5.2 2.12 0.22 87.10
6.1 2.22 13.74 0.31 1.99 84.66
6.2 2.02 0.28 86.08
X 85.41
D.E, 1.66
C.v. 1.94
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