UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EVALUACION BROMATOLOGICA DE LA FRACCION
PROTEINICA DE LA ALMENDRA DESTOXIFICADA DE
HIGUERILLA (Ricinus communis)

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA :

MONICA CASTILLO SILVA

MEXICO, D. F. 2011




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE:

VOCAL:

SECRETARIO:

ler. SUPLENTE

2do. SUPLENTE

Profesor: BERNARDO LUCAS FLORENTINO

Profesor: INOCENCIA MARIA DE LOURDES FLORES TELLEZ

Profesor: LUCIA CORNEJO BARRERA

Profesor: LILIANA ROCIO GONZALES OSNAYA

Profesor: JEANETTE ADRIANA AGUILAR NAVARRO

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Esté Tesis se Desarrollo en el Laboratorio 111, Departamento de Farmacia, conjunto E
de la Facultad de Quimica, UNAM.

ASESOR DEL TEMA:

SUPERVISOR TECNICO:

SUSTENTANTE:

M. en C. BERNARDO LUCAS FLORENTINO

Q.A JESUS ANTONIO BEAZ RIVERA

MONICA CASTILLO SILVA



Esta tesis fue elaborada con el apoyo brindado por el
Colegio de profesores de la Facultad de Quimica y la Seccion
024 del AAPAUNAM a través de la catedra
"Ninfa Guerrero de Callejas".

Semestre
2010-2



Agradecimientos

A Dios por permitirme vivir cada minuto de mi vida y darme mucha salud para
terminar unos de mis mas grandes logros.

A mi madre que es el ser mas maravilloso del mundo, gracias por darme la vida y
por el apoyo moral tu cariflo y comprension que desde siempre me has brindado vy estar
junto a mi en los momentos mas dificiles.

A mi padre, porque has sido para mi un hombre grande y maravilloso, gracias por
guiar mi camino con mucha energia positiva y por los buenos consejos, los cuales han
hecho que sea lo que soy.

A mi hermano por el buen ejemplo a seguir de culminar mi carrera con esfuerzo y
dedicacion.

A la Universidad Nacional Autdnoma de México, la maxima casa de estudios, a la
Facultad de Quimica y por su puesto a todos los profesores por brindarme todos los
conocimientos y habilidades que me han permitido desarrollarme como una gran
profesionista.

Al profesor Bernardo Lucas Florentino, por haberme apoyado en todo momento a
lo largo de mi proyecto de tesis por ser una excelente persona que sabe brindar todo su

apoyo y comprensiéon siempre depositando una gran confianza.

A Miguel Angel Escamilla Vazquez por haberme brindado siempre su apoyo,
confianza, comprensién, carino y amistad en todo momento.

A Tono por dedicarme tiempo y apoyo en este proyecto.




A mis padres por no dejar de creer en mi, por el
inmenso apoyo y confianza que en mi depositaron,
por haberme dado lo mejor de la vida: la existencia
misma, que me permitié el logro de una de mis
grandes metas... el término de mi carrera.




INDICE TEMATICO

1 INTRODUCCION

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

2.2 Objetivos Especificos

3 ANTECEDENTES

3.1 La higuerilla (Ricinus communis)
3.1.1 Origenes
3.1.2 Taxonomia
3.1.3 Morfologia
3.1.4 Composicién quimica de la semilla de higuerilla
3.1.5 Usos y aplicaciones
3.1.6 Andlisis Econdémico

3.2 Factores téxicos y antinutricionales

3.2.1 Factores toxicos y antinutricionales en la Almendra de
higuerilla
3.2.1.1 Lectinas

3.2.1.2 Alcaloides

3.2.1.3 Inhibidores de Tripsina
3.2.2 Factores toxicos de la fraccidn lipofilica en la Almendra de
higuerilla
3.2.2.1 Esteres de forbol

3.3 Digestibilidad “in vitro *
3.4 Estudio toxicologico “in vivo”
3.4.1 Variables Generales
3.4.1.1 Eleccién del modelo bioldgico
3.4.1.2 Eleccidn de la via de administracion
3.4.1.3 Eleccidn de la dosis
3.4.2 Toxicidad Aguda
3.5 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)
4 METODOLOGIA
Desarrollo experimental
4.1 Recoleccién de la semilla
4.2 Limpieza y seleccion de la semilla
4.3 Descascarado

4.4 Parametros fisicos

Pagina

00 N N O oo~ B~ D

=
N B PO

W W W W W WNNMNDNDMNMNDNDMNNNRER PR R R
W NDNDNPRPNDDEODNMNDNMPRE O 0 0NN MM



4.4.1 Dimensiones

4.4.2 Peso Hectolitrico

4.4.3 Peso unitario

4.4.4 Relacion cascara-almendra
4.5 Fraccionamiento de la almendra
4.6 Andlisis Préximal

4.6.1 Humedad por secado al vacio

4.6.2 Cenizas totales

4.6.3 Proteina cruda

4.6.4 Cuantificacion de Grasa

4.6.5 Fibra cruda

4.6.6 Hidratos de Carbono

4.7 Desengrasado

4.8 Determinacion de factores toxicos
4.8.1 Inhibidores de Tripsina
4.8.2 Determinacién Cuantitativa de Lectinas
4.8.3 Determinacion semi-cuantitatica de Alcaloides
4.8.4 Determinacion Cuantitativa de Alcaloides

4.8.5 Determinacion de esteres de forbol por HPLC

4.9 Digestibilidad proteica “ in vitro”
4.10 Tratamiento con calor himedo

4.11 Evaluacidn biolégica

5 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Parémetros fisicos
5.2 Andlisis proximal
5.3 Factores toxicos
5.4 Factores Toxicos residuales después del tratamiento térmico
5.5 Digestibilidad “in vitro”
5.6 Toxicidad aguda
6 CONCLUSIONES

7 BIBLIOGRAFIA

ANEXO |
ANEXO I

33
33
33
34
34
34
34
35
35
36
36
37
37

37
37
38
39
40
40

40
41
41

42
42
43
45
54
56
58
64

68

72
113



Tabla No

10

11

12

13

14

15-21

INDICE DE TABLAS

Taxonomia de la higuerilla

Clasificacién de productos toxico por via oral

Pardmetros fisicos de la semilla y la almendra de la higuerilla

Andlisis proximal de la semilla y almendra integra de
higuerilla

Andlisis proximal de la harina de la almendra desengrasada
cruda y desengrasada destoxificada de higuerilla

Comparacion del andlisis proximal de la almendra de
higuerilla en estudio con otras variedades

Factores toxicos termolabiles presentes en la harina de la
almendra integra desengrasada de higuerilla

Determinacion de alcaloides cualitativamente

Factores toxicos termolabiles presentes en la harina de la
almendra integra de higuerilla desengrasada y destoxificada

Digestibilidad “in vitro”

Sintomas clinicos observados de inmediato al suministro de
cada dosis para el estudio de toxicidad agudo.

Peso promedio de los ratones por lote durante los 14 dias de
estudio de toxicidad aguda
Prueba de comparacién multiple para el dia 5

Distribucion de animales conforme a su peso de acuerdo al
método de la culebra Japonesa

Analisis estadistico (ANOVAS)

Pagina

27

42

44

44

45

47

48

55

57

59

62

63

109

114



Figura No

1

2

10
11

12

INDICE DE FIGURAS

Hojas y fruto de higuerilla

Fruto y semillas de higuerilla

Estructura Quimica de la Ricinina

Diagrama general de desarrollo experimental
Cromatograma de la inyeccion del disolvente (THF)

Cromatograma de la inyeccidn del estandar (ester de forbol
12 miristato, 13 acetato)

Cromatograma de la extraccion de los esteres de forbol de la
almendra de higuerilla

Cromatograma de la inyeccion de la grasa de higuerilla

Cromatograma de la inyeccién de una muestra
desengrasada de higuerilla

Equipo soxhlet
Forma para marcar ratones para un estudio de toxicidad

Dosificacion de muestra para el estudio de toxicidad aguda

Pagina

31
52

52

53

53

54

84
109

111



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En México el hambre y la desnutricion continGa siendo un problema, debido a la
escasez de alimentos, el crecimiento demogréfico y la situacion econémica de la
poblacion, provocando un alto porcentaje de desnutricidbn proteinico-energético
afectando principalmente a la poblacion de bajos recursos economicos y la
poblacion infantil.

Actualmente esto ha llevado a investigadores a buscar nuevas alternativas de
alimentos con potencial proteico-energético, los cuales deben ser de buena
calidad nutricional. Estos estudios se han enfocado principalmente al
aprovechamiento de nuevas fuentes de semillas oleaginosas.

El mal planeado desarrollo agropecuario en muchas comunidades rurales, pone
en peligro la conservacion de plantas silvestres o de cultivo incipiente, no
importando que algunas de ellas tengan un alto potencial alimenticio y que sean
apreciadas y utilizadas de manera sustentable en dichas comunidades. En estos
entornos indigenas se destruye vegetacion silvestre en forma indiscriminada
(Flores, N., 1988), el riesgo de la implantacion de la modernidad mal planeada en
estas zonas, pone en peligro la pérdida de especies vegetales que hasta el
momento no han sido valoradas en su plenitud (Hernandez, J.E. et al ,1992)

En México existe una gran biodiversidad de plantas silvestres cuyas semillas
tienen una alta potencialidad productiva y que pueden ser una fuente de
nutrimentos para la alimentacion humana o animal, un ejemplo de estas son las
semillas de higuerilla (Ricinus communis) pertenecientes a la familia

Euphorbiaceae. Planta herbacea, resistente a sequias, heladas y plagas, que
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puede crecer en areas pedregosas, poco fértiles y con bajo contenido de
nutrientes. La almendra de la semilla presenta un alto contenido de proteina
(~18%) y grasa (46-55%); se ha reportado la presencia de factores altamente
toéxicos como la ricina y ricinina, la primera es una lectina de las mas potentes y
mortiferas toxinas vegetales conocidas, por lo que se considera a estas semillas
como venenosas, la segunda es un alcaloide que estimula el sistema nervioso
central. La torta que se obtiene de estas semillas después de la extraccién de
aceite, es actualmente utilizado como fertilizante, ya que no es comestible debido
a la presencia de dichos factores toxicos; pero tiene potencial para ser utilizado
como alimento para animales porgue es rica en proteina cruda (~36%)(Pablo F.
Politl, et al,1976).

En este trabajo se estudian las semillas de higuerilla que crecen de manera
silvestre en los alrededores de Zacualtipan, Hgo., principalmente de San Agustin
Metzquititlan. En un inicio se realiz6 el andlisis proximal para la semilla, almendra
integra y desengrasada, posteriormente en la almendra destoxificada. Ya que lo
gue se busca es el aprovechamiento de estas semillas como fuente potencial de
proteina, se evalud la digestibilidad “in vitro” de la harina desengrasada para
contar con datos quimicos que nos permitan predecir la calidad nutritiva de estas
semillas. Se determiné el contenido de lectinas, alcaloides e inhibidores de tripsina
en los diferentes preparados obtenidos de la almendra de higuerilla. Ademas se
realizé la deteccion de Esteres de Forbol (carcinogénicos epigenicos) ya que estos

compuestos toxicos parecen estar restringidos a la familia Euphorbiaceae y hay
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estudios recientes que reportan que existen miembros de esta familia que si los
presentan.

Para la destoxificacion de la almendra de higuerilla se realizé un tratamiento con
calor humedo para su posterior desengrasado, con el fin de inactivar la ricina, la
ricinina y de igual manera la inactivacion de factores antinutrimentales como lo son
los inhibidores de tripsina ya que se sabe que estos son termolabiles. Se realizo la
cuantificacion de factores toxicos residuales en la harina desengrasada
destoxificada para verificar que su contenido no represente un riesgo toxicolégico,
finalmente se realiz6 un estudio de toxicidad aguda, para observar los efectos
toxicos adversos que aparecen en un periodo corto después de la administracion
de una dosis Unica y saber si la cantidad de téxicos residuales no representan un
riesgo significativo, se utilizd6 como modelo bioldgico ratones macho de la cepa
ICR de 18-22 g de peso corporal de 1-2 semanas de edad, la administracion fue
por via oral a una dosis inicial de 15 000 mg/kg de p.c , el periodo de observacién
de los animales fue de 14 dias, se incluyo un lote control a los que solo se les
suministro el vehiculo, durante el experimento se realizd la observacion clinica y
un registro de peso corporal; ya que la pérdida de peso corporal es un indice

simple de efecto téxico.
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2. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluacion bromatoldgica y toxicoldgica de la fraccion proteinica destoxificada de
la almendra de higuerilla (Ricinus communis), recurso vegetal de amplia
distribucion en el municipio de Zacualtipan, Hgo., con la finalidad de visualizar su
posible aprovechamiento para alimentacién animal.

Objetivos especificos:

v' Evaluar los parametros fisicos de la semilla de higuerilla para la
caracterizacion de la variedad estudiada.

v' Realizar el analisis proximal de la semilla, almendra integra y en la harina
desengrasada cruda y destoxificada.

v' Determinar el contenido de lectinas, inhibidores de tripsina, alcaloides y
esteres de forbol en los diferentes preparados obtenidos en la almendra de
higuerilla.

v Destoxificacion de almendra de higuerilla por tratamiento con calor humedo
para inactivacion de la ricina.

v" Obtencion de la harina desengrasada de la almendra destoxificada.

v' Cuantificacién de factores téxicos residuales en la harina desengrasada
destoxificada.

v' Determinacion de toxicidad aguda en raton hasta una dosis de 15,000 mg/kg p.c.
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3. ANTECEDENTES
3.1 La higuerilla (Ricinus communis)

En México existe una gran biodiversidad de plantas silvestres cuyas semillas
tienen una alta potencialidad productiva y que pueden ser una fuente de
nutrimentos para la alimentacion humana o animal; sin embargo estos recursos
estan infrautlizados, en algunas ocasiones justificado por la presencia de
sustancias dafinas que se presentan en forma natural. Tal es el caso de las
semillas de higuerilla (Ricinus communis) pertenecientes a la familia
Euphorbiaceae originaria del norte de Africa, donde se conoce desde hace méas
de 6.000 afios. En la actualidad es cultivado con la finalidad de obtener el aceite
de ricino, que tiene al menos 700 aplicaciones y la torta que se obtiene de estas
semillas después de la extraccibn de aceite, es actualmente utilizado como
fertilizante; en el suroeste de Nigeria, las semillas se fermentan y destoxifican para
obtener un sazonador llamado “ogiri-isi” (una especie de pasta elaborada con
aceites) que se usa como condimento en sopas, ensaladas y guisos de arroz
(Eugene N. Onyeike, et., al.2002).

La higuerilla se da muy bien en tierras marginales, y por lo tanto no compite con
el cultivo de alimentos y ofrece una solucién viable para convertir tierras
marginales en tierras econémicamente productivas (CONABIO, 2008).

La produccién de la planta resulta econ6mica para el campesino, pues no se
necesitan fungicidas para el control de plagas debido a que el aceite sirve como

repelente, y tampoco necesita estimulantes para su crecimiento. Tiene la facultad
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de disminuir el nivel de dioxido de carbono (CO,), ya que la planta toma el CO, del
aire y mediante fotosintesis lo convierte en aceite, lo cual regula la contaminacion.
Se puede cosechar todo el afio, ya que el arbusto tiene racimos en distintos
grados de maduracién al mismo tiempo (CEIEGDRUS, 2006).

3.1.1 Origenes
La higuerilla corresponde a Ricinus communis, familia de las Euphorbiaceae;
Ricinus proviene del latin que significa garrapata y hace referencia a la forma de la
semilla y Communis que significa comin o corriente. Es originaria de Africa
tropical (Abisinia) donde se conoce desde hace mas de 6.000 afios; y se a
extendido en los climas calidos de todo el mundo. En el antiguo Egipto utilizaban
el aceite de la semilla antes de que se conociera el aceite de oliva, como aceite de
lampara. De alli, paso a ser cultivado en los deméas continentes (CEIEGDRUS,
2006).
Otros nombres comunes usados en espafiol son: ricino, palmacristi, higuerilla,
higuera del diablo, higuera infernal, tlapatl y palmacristi.
Nombres en otros paises e idiomas: castor bean, castor seed, castor-oil plant,
palma Christi (inglés); catapucia mayor, ricino, higuerilla (Colombia); degha,
higuereta, koch, palma Christi, ricino (Cuba); higuereta (Puerto Rico); mamona,
mamoneira, tartago, ricino, ricino mamona, carrapateiro, palma Christi (Brasil);
mbai-sivd, ambai-sivé, palma Christi, higuera infernal (Paraguay); rizinussamen
(aleman); semences de ricin (francés); tartago (Venezuela); tartago, higuerilla,

castor (Argentina) (Martinez M. , 1979).
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3.1.2 Taxonomia

Tabla 1.Taxonomia de la higuerilla

SUBREINO TRACHEOBIONTA
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Género Ricinus
Especies Ricinus communis

Fuente: Rzedowski, 2001

3.1.3 Morfologia

Se trata de una planta herbacea, a veces algo arbustiva, de color verde claro a
azul-grisaceo, sus hojas estan partidas de 5 a 8 segmentos tienen forma de
estrella, con nervaduras rojizas y bordes dentados de tamafio irregular (Figura 1),
sus flores se encuentran en racimos Yy los frutos son capsulas espinosas de 1 a 2
cm de diametro, en su interior hay 3 semillas de 10 a 7 mm de largo que pueden
ser negras o jaspeadas, con la superficie lisa y brillante (Figura 2).

Habita en climas calido, semicalido y templado, desde el nivel del mar hasta los
3000 metros sobre el nivel de mar. De amplia distribucion, resistente a sequias,
heladas y plagas, que puede crecer en areas pedregosas, poco fértiles y con bajo

contenido de nutrientes, como en terrenos de cultivo abandonados, a orillas de
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caminos, rios y riachuelos, esta asociada a bosques tropicales caducifolio,
subcaducifolio y perennifolio, bosque espinoso, matorral xerofilo y bosques

mesofilo de montafia, de encino y de pino (CEIEGDRUS, 2006; Medicina

Tradicional Mexicana, UNAM)
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o

Figural.Hojas y fruto de higuerilla Figura 2. Fruto y semillas de higuerilla
(Ricinus communis.) (Ricinus communis.)

3.1.4 Composicion Quimica de la semilla de higuerilla

Las semillas contienen en promedio alrededor 46-55% de aceite, el &cido
ricinoleico comprende mas del 89% de los &cidos grasos de este aceite. Los
demas acidos grasos presentes son linoléico (4.2%), oleico (3.0%), esteérico (1%),
palmitico (1%), di hidroxiestearico (0.7%), &cido linolénico (0.3%) y acido
eicosanoico (0.3%) (D.S.Ogunniyi, 2006).

La higuerilla contiene 1-5% ricina y 0.3-0.8% de ricinina. La ricina es una de las
mas potentes y letales toxinas vegetales conocidas. Todas las partes de la planta
contienen la ricina, pero las semillas son especialmente ricos con ella y son
altamente toxicos, otra sustancia toxica presente en la higuerilla es la ricinina, un

alcaloide de férmula CgHgN,O, su nombre quimico de acuerdo a la Unién
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Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) es 4-metoxi-1-metil-2-0xo-
piridine-3-carbonitrilo, su estructura quimica se observa en la Figura 3; este
alcaloide se encuentra en las hojas y el pericarpio del fruto y pequefias cantidades
de ricinina se puede extraer junto con la ricina (M.R. Aslani, et. al, 2007).Pero se
menciona que este contenido de ricinina varia mucho entre las partes de la planta:
hojas de 1.3% (peso seco), el 2.5% en plantulas ahiladas, 0.03% en el
endospermo de la semilla y 0.15% en la testa (cubierta de las semillas)
( BiodieselBR, 2011).

En la literatura también se menciona que estas presentan inhibidores de tripsina,
factores antinuticionales que actuan inhibiendo a la tripsina, enzima proteolitica de
suma importancia en la digestion de los humanos y animales monogastricos
(Eugene N. Onyeike, et., al.2002; Liener, 1975).

La almendra de la semilla de higuerilla presenta un alto contenido de proteina
(~18%), lo que hace que sea una potencial alternativa de este nutriente; la torta
que se obtiene de estas semillas después de la extraccion de aceite, es utilizado
como fertilizante, pero tiene potencial para ser utilizado como alimento para

animales ya que es rica en proteina cruda (~36%)( Pablo F. Politl, et al,1976).

Hscmo N
=
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Figura 3. Estructura quimica de la Ricinina de
formula CgHgN,O, (PM= 164.16)
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3.1.5 Usos y aplicaciones

La planta de higuerilla o ricino se usa con fines medicinales, la aplicacibn mas
conocida de su aceite es como purgante para combatir trastornos digestivos,
inflamacion de la matriz, dolores estomacales, heridas, inflamaciones, abscesos,
reumatismo, entre otras. Las hojas pueden ser empleadas como “"cataplasma”
para aliviar padecimientos fisicos. La raiz tiene propiedades que ayudan a
disminuir la fiebre. Sin embargo, puede ser toxico cuando se ingieren dosis de
aceite mas altas de las que producen el efecto purgante o a problemas de tipo
alergénico sobre la piel, causando una dermatitis por contacto con la semilla o el
aceite. (Medicina Tradicional Mexicana, UNAM; Tlahui-Medic, 2008).

El aceite de ricino, es considerado como el “petréleo verde", actualmente tiene al
menos 700 aplicaciones para elaborar plasticos, cosméticos, pinturas,
recubrimientos, fungicidas, aplicaciones en la industria de motores de alta
revolucion, en la industria aérea, entre otras, es la Unica oleaginosa natural cuyas
propiedades quimicas le brindan la facultad de poderse transformar en una gran
cantidad de productos que podrian reemplazar algunos derivados del petréleo
como el biodiesel, el cual se puede utilizar de forma directa sin hacer
modificaciones al motor con una eficiencia de 95 % en relacion con el diesel de
origen fésil ( CEIEGDRUS, 2006).

El aceite de ricino es sefalado el mejor biocarburante o "biodiesel por ser el tnico
soluble en alcohol, pues para ser utilizado debe de ser sometido a una reaccién

con alcohol etilico o metilico y sosa caustica. Es considerado una fuente

10


http://es.wikipedia.org/wiki/Purgante

ANTECEDENTES

importante de energia renovable puesto que el aceite de higuerilla puede
reemplazar los plasticos que utilizan clorofluorocarburos (CFC) y con esto se
protege también la desgastada capa de ozono y alivia el efecto invernadero
(CEIEGDRUS, 2006).
3.1.6 Analisis Economico

Hoy entre los mayores productores se citan India, China y Brasil; en Brasil se
alcanza un rendimiento de hasta 1,5 tons/ha de semillas de ricino, mientras que el
promedio mundial es de apenas 750 kg/ha (Sotologo, 2000).
Francia tiene un consumo por dia de 20 toneladas de aceite y Estados Unidos de
137. Meéxico, en cambio importa 5 toneladas diarias para satisfacer las
necesidades de la industria en sus diferentes empleos. Por cada 3 toneladas de
semilla se puede obtener una tonelada de aceite, esto significa que las otras 2
toneladas es bagazo el cual puede ser aprovechado para la alimentacion animal
con un previo tratamiento térmico para su destoxificacion; lo cual no se hace, ya
gue este actualmente lo utilizan como fertilizante. Su precio minimo comercial por
kilogramo de aceite es de 19.27 pesos con un costo de produccién incluido:
semillas, fletes, envases e impuestos es de 11.62 pesos por kilogramo. Con lo
cual se obtiene una utilidad de 7.65 pesos por kilogramo de aceite. Margen que
se considera de alta rentabilidad (CEIEGDRUS, 2006).

3.2 Factores Toxicos y antinutricionales
Por su modo de accion las sustancias nocivas en los alimentos pueden clasificarse

en dos grandes grupos (L6pez, 2000).
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a) Sustancias antinutritivas: Su efecto toxico se basa en disminuir la disponibilidad
o provocar una pérdida suplementaria de los nutrientes esenciales. Estas
sustancias provocan un desequilibrio que a largo plazo determinan la aparicion de
una patologia particular, pero se puede compensar con un aporte adicional de los
nutrientes implicados.
Pertenecen a este grupo, por ejemplo antivitaminas, antienzimas y secuestrantes
de minerales. Los efectos nocivos de estas sustancias pueden pasar
desapercibidos en el caso de una abundante alimentacion.
b) Sustancias toxicas: Son compuestos que tienen un efecto toxico directo sobre el
organismo. Su modo de accion puede explicarse por su particular reactividad, que
hace que sean sustancias con un alto grado de toxicidad y pueden actuar por un
mimetismo molecular de las hormonas, aminoacidos o en ciertos casos por la
existencia de una informacion genética que favorezca la aparicibn de una
determinada patologia y produce una intoxicacién aguda en ocasiones con una
sola dosis.

3.2.1 Factores Téxicos y antinutricionales en la almendra de higuerilla

3.2.1.1 Lectinas o Fitohemaglutininas

Las lectinas son un grupo importante de proteinas y glicoproteinas que tienen la
propiedad de ligar ciertos hidratos de carbono. Cuando estos hidratos de carbono
forman parte de las paredes celulares las lectinas causan la aglutinacién de las

células que las contienen. Cuando las lectinas se unen a los hidratos de carbono
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de las células epiteliales intestinales provocan una disminucién de la absorcion de
nutrientes del tracto digestivo (Takayuki Shibamoto, 1996).

La primera descripcion de una lectina fue presentada por Stiillmarken 1889, quien
estudio la semilla de ricino y atribuyo su toxicidad a una proteina que llamo ricina,
cuando observo que el extracto de las semillas aglutinaba las células sanguineas.
Hoy se sabe que la aglutinacion por el extracto de las semillas de ricino se debe a
otra toxina llamada RCA (Aglutinina del Ricinus communis).

Jaffé en 1960 encontrd que la causa del efecto toxico de las lectinas ingeridas se
relaciona con su accion sobre la absorcion intestinal, la lectina interacciona con
grupos receptores situados en las superficies de las células que conforman la
mucosa gastrica, interfiriendo en la absorcién de nutrientes. Se ha observado que
cuando los animales en experimentacidbn consumen una dieta preparada con
semillas de leguminosas con elevado contenido de lectinas toxicas presentan
diarrea, dafio hepatico, absorcion reducida de aminodacidos, hipoglucemia, pérdida
de peso y si la ingesta continua se presenta un dafio severo al tracto
gastrointestinal que puede producir la muerte del animal, por lo cual actualmente
se consideran autenticas enterotoxinas (Jaffé 1968, Linener, 1975).

Se han encontrado lectinas en muchas legumbres utilizadas como alimentos,
como en el frijol negro, semillas de soja, frijol de lima, guisantes y lentejas.

Las semillas de higuerilla contienen una lectina una de las sustancias naturales
mas toxica, la ricina que pertenece a la familia de proteinas conocidas como

proteinas inactivantes de los ribosomas que se unen de forma irreversible a los
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ribosomas de las células eucarioticas impidiendo la sintesis de proteinas. La ricina
es una glucoproteina compuesta de 2 cadenas, A y B, unidas por un puente
disulfuro. La cadena B es una lectina y se une a la galactosa que contienen
glucoproteinas y glucolipidos expresado en la superficie de las células, facilitando
la entrada de ricina en el citosol. La cadena A inhibe la sintesis de proteinas
mediante la inactivacion de los ribosomas de células eucariotas a través de la
eliminacion de un unico residuo de adenina en el bucle de RNA del ribosoma 28S
que figura en las subunidades 60. Este proceso evita la elongaciéon de la cadena
de polipéptidos y conduce a la muerte celular. La dosis letal media (DLso) por via
oral en ratones es de 30 mg / kg p.c.
3.2.1.2 Alcaloides

Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases vegetales
nitrogenadas con accion fisiolégica mas o menos intensa sobre los animales. Hay
algunos cuantos alcaloides de nitrégeno amidico que son neutros, como la
colchicina y ricinina. La mayoria de los alcaloides se hallan en los vegetales como
sales de &cidos organicos, en otras plantas puede haber un acido asociado a los
alcaloides, aunque con frecuencia se agrupan los alcaloides de acuerdo con su
procedencia botanica, se les a considerado como productos terminales del
metabolismo del nitrégeno.

Algunas funciones de los alcaloides en el mundo vegetal son las siguientes:
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- Valor defensivo: Proteccion del vegetal ante los actos predatorios de insectos y
animales herbivoros, aunque hay alcaloides que son téxicos tanto para el hombre
como para los animales superiores, pero no para los insectos.

-Valor alelopatico: Las plantas utilizan los alcaldides para influir positiva o
negativamente sobre otras espécies proximas, bien para comunicarse con
espécies similares o inhibir el crecimiento de otras que podrian resultarles
competitivas, como la cocaina, la cafeina o la estricinina que impide el crecimiento
de otras espécies junto a ellas.

Se han aportado datos que sugieren que algunos alcaloides intervienen en el
crecimiento vegetal ya sea por su capacidad de formar quelatos o intervenir en
fendbmenos de oxido- reduccion, en lo que concierne su distribucion en la planta,
en ocasiones, se hallan restringidos a cierto 6rgano 0 a ciertas partes de la planta,
a veces se les encuentra en toda la planta, hay casos en los que solo aparece en
una etapa de crecimiento o época del afilo o en determinadas condiciones
ecologicas (Xorge A. Dominguez, 1979).

Algunos alcaloides centran su radio de accion en alguna parte concreta del
cuerpo, aunque muchos de ellos pueden actuar en distintos frentes a la misma
vez, entre las partes mas afectadas estan las siguientes:

- Sistema nervioso: Algunos ejercen una funcién estimulante del sistema nervioso
central (SNC) como la cafeina, la teobromina o la estricinina. Hay tambien

algunos, como la aconitina que aunque inicialmente sean estimulantes,
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posteriormente son paralisantes, también pueden actuar sobre ciertos musculos
concretos, provocando su dilatacion.

-Sistema digestivo: algunos son muy téxicos para el aparato digestivo,
produciendo irritaciones violentas de todas las mucosas gastricas con
manifestaciones tan tipicas como diarrea, vomitos, etc. entre estos estan la ricinina
cuyas propiedades se han utilizado como purgante.

-Sistema circulatorio: Su efecto se realiza sobre los vasos circulatorios como la
reserpina de la Rauwolfia vomitéria que baja la presion sanguinea, por lo que se
utiliza para tratar la hipertension.

-Sistema respiratério: Se encuentran alcaloides que tiene la capacidad de dilatar
los bronquios posibilitando un aumento de la respiracion.

-Psicotropicos: Alcaloides que afectan a la mente, alterando la percepcion entre
los que se mencionan: alucinégenos (producen alucinaciones o alteraciones en el
pensamiento), narcdticos (inducen a un estado de somnolencia), estimulantes
(producen un estado de euforia ).

La ricinina, es un alcaloide presente en las plantas de higuerilla; se pueden
encontrar en todas partes de la planta principalmente en las hojas y pericaripio, se
puede detectar desde las primeras etapas de desarrollo. Fue aislado por primera
vez por Tuson en 1864, y su estructura se determiné por Henry en 1949 (Figura
3). La contribucion de la toxicidad ricinina es muy pequefio debido a su baja
actividad toxica ya que esta presente en bajas concentraciones, existen estudios

gue han demostrado que el pericarpio del fruto es cuatro veces mas toxico que
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las hojas y los signos de intoxicacion observados es que estos estimulan es
sistema nervioso central (SNC) (Anete C. Ferraz, 1999, BiodieselBR, 2011) .
3.2.1.3 Inhibidores de Tripsina

Son proteinas que tienen la capacidad de inhibir la actividad proteolitica de ciertas
enzimas, actlian inhibiendo a la tripsina la cual es una enzima proteolitica de suma
importancia en la digestion de los humanos y animales monogastricos. Son
proteinas termolabiles que se encuentran en granos y semillas cuyo consumo
reduce la digestibilidad y el aprovechamiento de proteinas que participan en el
proceso digestivo. Los inhibidores mas conocidos son los de Kunitz y Browman-
Birk de la soya. El primero es una proteina celular, no helicoidal, con 197
aminoéacidos, con un peso molecular de 21500 Daltons con dos enlaces disulfuro
de los cuales una de ellos es fundamental para su actividad, el segundo consta de
72 aminoacidos, con un peso molecular de 7975 Daltons, este contiene 8 enlaces
disulfuro, se asocia reversiblemente y forma una mezcla de mondémero-dimero
siendo mas estable al calor, a los acidos y a la pepsina que el primero. Ambos
inhiben el crecimiento, reducen la absorcion de lipidos, la digestibilidad de
proteinas, causan hipertrofia pancreatica, aumento de la secrecién de bilis y jugo
pancreatico (Liener, 1975).

Nutricionalmente los inhibidores de tripsina causan un retraso en el crecimiento o
un indice bajo de la eficiencia (PER). Estos inhibidores al ser inactivados por

tratamientos térmicos hacen que el PER aumente.
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La mayoria de los inhibidores de tripsina pueden ser destruidos mediante un
adecuado tratamiento térmico, con lo que se logra mejorar el valor nutritivo de las
proteinas.

3.2.2 Factores Toéxicos de la fraccion lipofilica en la almendra de higuerilla

3.2.2.1 Esteres de forbol

El término "Esteres de Forbol” (EF) se utiliza hoy para describir una familia de
compuestos de origen natural ampliamente distribuida en las especies de plantas
de las familias Euphorbiaceae y Thymelaeceae (Haas et al. ,2002).
Los EF son los metabolitos a los que se les atribuye la principal causa de
envenenamiento por el consumo de las semillas de Jatropha curcas (miembro de
la familia Euphorbiaceae) y con base a su concentracion son clasificadas como
téxicas o no toxicas (Haas y Mittelbach, 2000). La cuantificacion de los EF es un
punto clave para el aprovechamiento de la harina de Jatropha curcas en la
industria alimentaria; por lo que también seria un punto clave para la harina de las
semillas de higuerilla, es por ello que se evalué el contenido de EF en las semillas
de higuerilla (Ricinus communis) para asi clasificar a las semillas estudiadas
como toxicas o no téxicas en funcién de la presencia de dichos metabolitos (Haas
et al. ,2002).
Los EF son derivados de diterpenos tetraciclicos, estos compuestos son
frecuentemente estudiados debido a sus actividades promotoras de tumores e
inflamatorias. La actividad promotora de tumores parece estar asociada a la

habilidad que los EF presentan de sustituir al diacilglicerol (DAG) como activador
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de la proteina proteina quinasa C (PKC). Los EF actian como un analogo de DGA
y son fuertes activadores de la PKC. Estos activan la PKC y desencadenan la
proliferacion celular, lo que amplifica la eficacia de los agentes carcindgenos,
promoviendo el crecimiento del tumor tras la exposicién a dosis subcarcinogénicas
de carcindgeno. De este modo, puede considerarse como co-carcindégeno. La
concentracion de los EF varia de 2 a 3mg/g en el nacleo y 2 a 4mg /g en el aceite
en sus distintas variedades de Jatropha curcas. A pesar de que los esteres de
forbol son lipoliticos, pueden estar muy ligados a la matriz de la harina del nacleo.
En un estudio realizado aproximadamente el 30% de los EF total estuvieron
presentes en el nacleo de la semilla que contenia <1% de aceite (Cai-Yan et al.,
2010).
Los estudios realizados en la udltima década muestran que Jatropha curcas
exhibié toxicidad a wuna amplia variedad de organismos, desde los
microorganismos a los animales mayores (Cai-Yan et al., 2010).

3.3 Digestibilidad “in vitro” de la proteina
La digestibilidad es un indicador inicial de la calidad nutritiva de un alimento,
aunque no siempre se cumple, y es definida como “la disponibilidad de los
aminoacidos constituyentes de la proteina para ser absorbidos por el organismo
de prueba” (Robinson, D.S ,1991)
Durante la digestion de las proteinas por animales mondgatricos como el hombre
los enlaces peptidicos se deben hidrolizar en forma relativamente rapida mediante

las accidén de enzimas proteoliticas especificas, las cuales son secretadas por el
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estomago, la mucosa intestinal y el pancreas, de tal forma que se liberan
aminoacidos y péptidos pequefios, los cuales en la mucosa intestinal pasan a
aminoacidos libres y son absorbidos en el intestino delgado, donde pasan a la
vena porta para distribuirse a través del sistema cardiovascular a todo el
organismo (Moltg, J.C., 2006).

En general se conoce que los alimentos proteinicos de origen animal son mas
digeribles que los de origen vegetal (Swaisgood, H.E., 1991). Algunos factores que
pueden influir en la digestibilidad de la proteina dietética son:

- La fraccion proteinica dentro de los alimentos de origen vegetal, puede estar
protegida de la accion enzimatica por materiales celulares estructurales, como son
hemicelulosa, lignina,etc.

- El procesamiento térmico en ocasiones puede mejorar la digestibilidad, debido a
la desnaturalizacién de las proteinas nativas y hacerlas mas susceptibles a la
accion de las enzimas digestivas; sin embargo lo anterior se puede revertir para el
caso de un sobrecalentamiento, ya que se puede modificar la solubilidad de las
proteinas y hacerlas poco digeribles.

- Algunos alimentos de origen vegetal pueden contener factores toxicos y
antinutricionales que disminuyen la funcién de absorcidon de la mucosa intestinal o
bien disminuyen la biodisponibilidad de los aminoéacidos.

La digestibilidad de una proteina alimenticia se puede determinar por
procedimientos “in vivo” e “in vitro”. Los métodos “in vitro” simulan condiciones

y reacciones fisiolégicas que se llevan a cabo dentro del organismo; no obstante
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de ser mas practicas en muchas ocasiones este tipo de métodos aunque son mas
precisos y reproducibles, pueden dar resultados inexactos. Por lo tanto, hasta la
fecha los ensayos “in vivo” para la digestibilidad, son mas confiables (Swaisgood,
H.E., 1991).
3.4 Estudio toxicolégico “in vivo”

De modo genérico se puede definir la toxicidad de una sustancia como la
capacidad de producir efectos nocivos aun organismo vivo. De este modo habra
sustancias que produciran efectos nocivos a bajas dosis y sustancias débilmente
toxicas que acarrearan efectos nocivos solo si se utilizan o administran en dosis
elevadas (Derache, 1990).
Uno de los conceptos fundamentales de toxicologia es que solo la dosis determina
la toxicidad, como observo Paracelso (1493-1541), “Todas las sustancias son
venenosas, no hay ninguna que no sea venenosa .La dosis es lo que diferencia el
veneno del remedio”. No obstante actualmente hay una propiedad intrinseca de
cualquier sustancia que es su grado de toxicidad; asi se tiene sustancias
altamente toxicas hasta aquellas relativamente inocuas.
A la hora de estudiar la toxicidad de un agente téxico es preciso definir una gran
cantidad de factores, dentro de los cuales los de mayor importancia son:

++ Seleccién del organismo apropiado para la prueba (especie, sexo, edad,

etc.)
+ Doaosificacion: cantidad de sustancia por peso corporal.

¢ Tipo de Dosis: Unica o repetida.
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% Via de administracion: oral, intraperitoneal, inyeccion, entre otras.
Las exigencias actuales de seguridad obligan, en todos los campos que se
evallen los niveles de riesgo que puede presentar un determinado xenobidtico
para el hombre y para el medio ambiente (Derache, 1990).
3.4.1 Variables generales
La primera variable que hay que considerar en un ensayo bioldgico toxicolégico es
el efecto biolégico a monitorear, ya que de acuerdo a la respuesta bioldgica a
evaluar se define el modelo biolégico, la via de administracion entre otros. Ademas
es necesario disponer del maximo de datos que den informacién sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia estudiada lo que permite definir las
condiciones de manipulacion y almacenamiento de dicha sustancia, asi como
definir ciertos modelos experimentales especialmente en relacion a la via o modo
de administracion.
3.4.1.1 Eleccion del modelo biolégico
Es una de las tareas mas dificiles con las que se encuentra el toxicélogo ya que,
a pesar de que existen especies que presentan similitudes con el hombre, ninguna
de ellas permite una extrapolacion directa de los efectos observados en el animal
al caso humano.
Dependiendo del tipo de efecto toxicoldgico estudiado se tendra que el ratén, la
rata, el conejo, el perro, el mono u otras especies seran, cada una en un caso
determinado las que mas se acerquen a la especie humana. La eleccion de la

especie ha dependido frecuentemente de los siguientes elementos: la
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disponibilidad de un determinado momento, la facilidad de manipulacion del
animal, un periodo de crecimiento corto, etc. De este modo para los estudios de
administracion por via oral, cutanea o por inhalacion, los animales preferidos son
los roedores especialmente la rata y el raton (Derache, 1990).
3.4.1.2 Eleccion de la via de administracion

Por lo general los téxicos deben administrarse por la misma via por la cual los
seres humanos quedarian expuestos. Por via oral el producto puede administrarse
con ayuda de una sonda esofagica o estomacal, mezclando el toxico en la comida
0 en el agua de bebida de los animales. El primero es el mas utilizado para los
estudios cortos, el segundo para los estudios de toxicidad crénica o subaguda. La
via oral es la que mas comunmente se utiliza, usualmente se requiere un medio
para disolver o suspender el toxico a fin de facilitar su administracion, aun cuando
el téxico sea liquido puede necesitar un diluyente, el medio per se debe tener
poco o0 ningun efecto de toxicidad y no debe reaccionar el téxico; algunos
vehiculos o disolventes son: el agua, solucion salina, gomas y derivados de
celulosa (Derache, 1990; Frank C. Lu, 1992).

Para la dosificacion se debe administrar un volumen el cual sea lo suficientemente
grande para medirlo con facilidad, pero a su vez debe ser lo bastante pequefio
para no producir traumatismo en el animal, cuando se ha de administrar una dosis
alta del téxico a un animal puede ser aconsejable utilizar dosis divididas. El
maximo volumen permitido en ratones, tanto por via oral como intraperitoneal es

de 1 mL (Frank C. Lu, 1992).
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3.4.1.3 Eleccion de ladosis

La eleccién de las dosis varia en funcion del estudio toxicolégico a realizar. El
estudio de la toxicidad aguda necesita utilizar fuertes dosis de sustancias,
obteniendo asi intoxicaciones en animales, esta ademas autorizada, con ciertas
reservas, la extrapolacion al hombre en caso de absorcion masiva voluntaria o
accidental. Se oscila siempre entre dos soluciones, dosis demasiado bajas que no
permiten conocer los efectos toxicos después de una administracion repetida del
producto y dosis excesivamente altas que conllevan una mortalidad elevada que
nos enmascara los otros efectos toxicos que desedbamos observar (Derache,
1990).

En el procedimiento descrito en la guia OECD 425, para estimar la toxicidad
aguda oral por el método Up—and—-Down (UDP) sugiere que se use el factor de
dosis progresivo de 3.2 entre las dosis que produce los mejores resultados, ya que
reduce al minimo el nimero de animales necesarios para estimar la toxicidad
aguda por via oral de una sustancia quimica. Ademas de que los intervalos de
confianza y la prueba permiten la observacién de signos de toxicidad, un uso
mas eficiente de los animales y aumenta la precision en la prediccion de la DL50.
(OECD Test Guideline 425, 2001).

3.4.2 Toxicidad aguda

La toxicidad aguda se defini6 como los efectos toxicos adversos que aparecen en
un corto periodo después de la administracion de una dosis Unica o de mdultiples

dosis repartidas en un intervalo de 24 horas.
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La evaluacion de la toxicidad aguda se efectia administrando la sustancia o las
sustancias problema una sola vez, con el fin de establecer la dosis que provoca la
muerte del 50% de los animales o causa un efecto no deseado. (Derache, 1990).
La toxicidad aguda de una sustancia se expresa como los mg/kg de peso corporal
(c.p) necesarios para provocar la muerte al 50% de la poblacién de animales de
estudio lo cual ha sido definido como la dosis letal media (DLsg)( Tabla 2).

El estudio de toxicidad aguda permite:

- Calcular una dosis o concentracion letal media (DLso), que es por definicion
la expresion estadistica de la dosis Unica de una sustancia que provocaria
supuestamente la muerte al 50 % de los animales.

- Definir la naturaleza de los efectos toxicos observados, estableciendo una
relacion directa entre su intensidad y la dosis o concentracion administrada.

- Ofrecer recomendaciones sobre cémo llevar a cabo los estudios
toxicolégicos de larga duracion.

Se debe realizar sobre grupos homogéneos de animales que reciben la sustancia
a estudiar en concentraciones crecientes, de modo que se pueda calcular por una
forma matematica la dosis que provoca la muerte del 50% de los animales. Este
valor, dosis o concentracion letal media (DLsp), calculada por un procedimiento
estadistico, debe reportarse siempre por los limites de confianza indicando la

estimacioén del error en el valor obtenido.
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La duracion del periodo de observacion de los animales es en general de 14 dias.
Las especies con las que se realizan los estudios de toxicidad aguda son el raton,
rata y ocasionalmente conejo.

Durante el ensayo de toxicidad se registran los sintomas de intoxicacion, la
mortalidad, lesiones de los érganos observados durante un examen macroscopico
realizado durante la autopsia de los animales muertos durante el periodo de
observacion y de los animales supervivientes sacrificados al final del periodo.
Algunos de los sintomas clinicos que se beben observar y que sefalan toxicidad
son:

o Lardosis: curvatura de la columna vertebral caracterizada por un
movimiento ondulante del lomo.

o Xifosis: Curvatura dorsal de la columna vertebral caracterizada por un
movimiento ondulante de la cadera.

o Disnea: frecuencia anormal de la respiracion.

o Cianosis: coloracion azulada en la piel debido a la falta de oxigenacion.

o Ataxia: Falta de coordinaciéon muscular manifestada por un trastorno de
equilibrio.

o Piloereccion: estimulacion del sistema nervioso simpatico provoca la
contraccion de los musculos erectores, ubicados en la base de los foliculos
pilosos, lo que ocasiona que se levanten. Esto cierra los poros y evita la
pérdida de calor.

o Aletargamiento: periodo de inactividad y reposo de algunos animales.
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Tabla 2. Clasificacion de productos toxicos (por via oral)

CATEGORIA DL50
Supertoxico 5mg/kg
Extremadamente toxico 5-50 mg /kg
Altamente téxico 50- 500 mg /kg
Moderadamente toxico 0.5-5 g/kg
Ligeramente téxico 5-15 g/kg
Practicamente no téxico >15 g/kg

3.5 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
La Cromatografia liquida de alta eficacia o High performance liquid
chromatography (HPLC), también se la denomina a veces Cromatografia liquida
de alta presién o High pressure liquid chromatography (HPLC). Es un método de
separacion fisica basado en la distribucién de los componentes de una mezcla
entre una fase estacionaria y una fase movil que en este caso es un liquido. La
cromatografia liquida “clasica” se lleva a cabo en una columna generalmente de
vidrio, la cual esta rellena con la fase estacionaria. Luego de sembrar la muestra
en la parte superior, se hace fluir la fase movil a través de la columna por efecto
de la gravedad. Con el objeto de aumentar la eficiencia en las separaciones el
tamafno de las particulas de fase fija se fue disminuyendo hasta el tamafo de los
micrones lo cual genero la necesidad de utilizar altas presiones para lograr que la
fase movil fluya a velocidades razonables. De esta manera, nacio la técnica de

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que requiere de instrumentacion
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especial que permita trabajar con las altas presiones requeridas. Dependiendo del
tipo de fase estacionaria y del tipo de fendmeno fisico que provoca la separacion,
la cromatografia liquida de alta resolucion puede clasificarse en:

1. Cromatografia de adsorcion: La fase estacionaria es un solido y se utiliza casi
exclusivamente silice (silica) y en casos discretos alumina.

2. Cromatografia de reparto o particion. Actualmente se utiliza como fase
estacionaria compuestos ligados quimicamente a un soporte solido de silice. Se
puede subdividir en cromatografia en fase normal y en fase inversa (usualmente
mal llamada reversa por traduccion de “reversed”). En la cromatografia en fase
normal la fase estacionaria es polar (como por ejemplo silice) y la fase movil es
poco polar (hexano, diclorometano, cloroformo). En esta modalidad los
compuestos mas polares quedan mas retenidos mientras que los menos polares
eluyen primero. En la cromatografia en fase inversa, el compuesto unido
guimicamente es no polar, frecuentemente hidrocarburo alifatico, y se emplean las
fases moviles con solventes polares (agua, metanol, acetonitrilo). En este caso,
las sustancias mas polares eluyen primero y las hidrofébicas quedan mas
retenidas.

3. Cromatografia de iones: Se utilizan columnas rellenas con fases estacionarias
con una determinada carga que retienen iones de carga opuesta. Las fases
estacionarias para la modalidad clasica de esta cromatografia son las resinas de

intercambio iénico.
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4. Cromatografia de exclusion por tamafo: La fase estacionaria esta formada por
particulas de porosidad definida y uniforme. Las moléculas de mayor tamafo
tienen menor capacidad para acceder a los poros y por mantenerse “excluidas”
eluyen mas rapido, mientras que las de menor tamafio que pueden penetrar en los
poros y permanecer alli mas tiempo eluyen en ultimo lugar.

La fase movil puede ser un solvente puro o una mezcla de solventes. Cuando se
trata de una mezcla, puede programarse la bomba para que tome solventes de
diferentes botellas en una proporcion determinada y realice la mezcla en una
camara de mezclado. Cuando durante toda la separacion se utiliza siempre el
mismo solvente, se denomina socrética, sin embargo es normal realizar gradientes
de composicion de solvente para aumentar el rango de polaridades de sustancias
a separar acortando el tiempo total de analisis. Estos gradientes de solvente
también son realizados en forma automatica por las bombas. La bomba envia al
solvente hacia la valvula inyectora a través de tuberias de didmetro pequefio, de
acero inoxidable o de plasticos especiales.

Luego de que se produce la separacién en la columna, los componentes de la
mezcla pasan por el detector que genera una sefial eléctrica ante el pasaje de los
analitos proporcional a la cantidad de sustancia. Esa sefial es enviada al
registrador o a la PC en donde queda registrado el cromatograma. En el caso ideal
los picos cromatograficos son gaussianos y cada pico corresponde a un

componente de la muestra original. El integrador puede calcular ademas el area
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correspondiente a cada pico, la cual es proporcional a la cantidad de sustancia.
Dado que los detectores de HPLC son no destructivos, es posible recuperar los
productos que salen de él. De esta manera, dependiendo del tamafo del loop de
inyeccion y de la columna, y del tipo de bomba, es posible realizar ademas de
separaciones analiticas, cromatografias preparativas. Por otra parte es necesario
tener en cuenta que dado que se utilizan altas presiones, es imprescindible evitar
la presencia de particulas que puedan obstruir las tuberias y la formacion de
burbujas que puedan deteriorar el relleno de las columnas y producir inestabilidad
en la sefial del detector. Para evitar las obstrucciones, los solventes y las muestras
a inyectar se filtran con membranas de 0,45 a 0,22 ym. Para evitar la formacién de
burbujas, los equipos de HPLC cuentan con desgasificadores de solvente por
vacio o por burbujeo con He, y, en el caso de no contar con los mismos, se deben

desgasificar los solventes por medio de ultrasonido o agitacion bajo vacio antes de

utilizarlos como fase mévil (Skoog, 2001).
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4. METODOLOGIA

A continuacion se representa en la Figura 4 el diagrama de trabajo general

posteriormente se describe con mas detalle algunos aspectos de este diagrama.
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Figura 4.Diagrama General de desarrollo experimental
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4.1 Recoleccion de la semilla
Las semillas de higuerilla fueron recolectadas de plantas silvestres que crecen en
los alrededores del Municipio de Zacualtipan Hidalgo, principalmente de San
Agustin Metzquititlan, en el estado de Hidalgo.

4.2 Limpiezay seleccién de la semilla
La semilla fue recolectada de las plantas silvestres y algunas de ellas aun venian
en el fruto, por lo que se sacaron con ayuda de unas pinzas de punta, de manera
cuidadosa sin dafiar la semilla y una vez que se tuvo suficiente semilla se procedio
a realizar un analisis selectivo, en el cual se separaron las semillas que estaban
guebradas e inmaduras.
También se realiz6 una limpieza y clasificacion, para separar impurezas, polvoy
cuerpos extrafos.
Una vez que se tuvo las semillas limpias y seleccionadas se tomo6 un lote
representativo para realizar las determinaciones.

4.3 Descascarado
Esta parte tiene como objetivo obtener la almendra integra de la semilla de
higuerilla, esto se realizé con la ayuda de unas pinzas de punta procedimiento
gue consisti6 en tomar una semilla de higuerilla y colocarla entre las pinzas
apretando ligeramente (con cuidado para evitar daflar a la almendra) hasta
guebrar la cédscara, después se saco la almendra manualmente de la cascara; la
almendra integra obtenida se colocd en un recipiente color &mbar y se guardd en

refrigeracion hasta su uso.
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4.4 Parametros fisicos

Con la finalidad de comparar los resultados obtenidos con otras variedades, se
determinaron algunos parametros fisicos, las técnicas utilizadas se detallan en el
(ANEXO 1).

4.4.1 Dimensiones
Se determinaron con el fin de caracterizar la semilla de higuerilla, las dimensiones
gue se midieron fueron ancho y largo tanto de la semilla como de la almendra esto
con ayuda de un Vernier.

4.4.2 Peso hectolitrico
Fundamento:
El peso hectolitrito es el criterio mas utilizado para determinar el grado y la calidad
de los cereales. Se relaciona con la densidad real del grano.
Se cuantifica midiendo el peso de una muestra representativa del lote que ocupa
un volumen estandarizado, es decir la densidad aparente del grano. Generalmente
el valor se expresa en kg/HL (Serna, 1996).

4.4.3 Peso unitario

Fundamento:

Es el peso de un volumen determinado de semillas; para una misma especie,
parametro de calidad que nos ayuda a caracterizar y comparar con otras especies
ya que no solo basta que una semilla sea genéticamente idonea, sino ademas que

se encuentre en un estado fisioloégico optimo.
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4.4.4 Relacion cascara-almendra

Esta parte tiene como objetivo conocer la relacion porcentual de cascara y
almendra de la semilla de higuerilla.

4.5 Fraccionamiento de la almendra
La almendra integra de la semilla de higuerilla tiene una alta concentracion de
grasa, por lo cual es necesario solo fraccionarla (no molerla) para su posterior
desengrasado ya gue si esta se pasa por un molino se perderia gran cantidad de
muestra al quedarse adherida al molino.

4.6 Analisis Proximal
El analisis proximal fue desarrollado por Weende hace mas de 100 afios, en este
tipo de estudio se determinan los componentes principales de los alimentos como
humedad, proteina, grasa, cenizas, fibra e hidratos de carbono por diferencia. Los
resultados de este analisis son de suma importancia ya que son una guia hacia
donde dirigir un estudio posterior. Este analisis se hard siguiendo las técnicas
descritas y aprobadas en el AOAC (Horwitz, W. and Latimer, Batemen, 2006) las
cuales se detallan en el (ANEXO 1).

4.6.1 Determinacion de Humedad por secado al vacio

Fundamento:
El agua en los alimentos se encuentra en dos formas como “agua libre” o “agua
ligada”, el agua libre es la forma predominante y es la que no esta fisicamente
unida a la matriz del alimento y se puede perder con facilidad por secado, mientras

gue el agua ligada se halla combinada o absorbida, se encuentra en los alimentos
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como agua de cristalizacion o ligada a las proteinas y las moléculas de sacaridos.
La Humedad se define como la perdida de agua debido a la evaporacion de la
muestra durante el secado; esta determinacion se realizé en estufa al vacio a 60-
65 °C.

4.6.2 Cenizas totales
Fundamento:
De la carbonizacion y posterior calcinacién de la muestra a 550 °C se obtiene lo
gue se denomina cenizas y que comprende el material inorganico (minerales).
(Kirk et al., 2006).

4.6.3 Proteina cruda
Fundamento:
El método de Kjeldahl se basa en la combustion en humedo de la muestra por
calentamiento con &cido sulfdrico concentrado en presencia de catalizadores
metalicos, para reducir el nitrégeno organico de la muestra hasta nitrégeno en
forma de amoniaco, el cual queda en solucién en forma de sulfato acido de
amonio. El resultado de la digestion, una vez alcalinizado se destila directamente o
por arrastre de vapor para desprender el amoniaco, el cual es atrapado en una

solucién de acido bérico formando borato de amonio, el cual se titula con HCI.

Digestion MATERIA ORGANICA+H,SO4-2— CO, T+H,0 + SO, T+ (NH4)HSO,
Destilacién (NH4)HSO,4 + 2 NaOH —Na,SO, + NH3T + 2 H,0
(recibiendo en &cido borico) 3NH5T + H3BO3— (NH.)3BO3

Titulacion (NH4)3BO3; + 3HCI — 3 NH.CI| +H3;BO3
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Para convertir el nitrogeno a proteina se emplea el factor de 6.25 el cual proviene
de la consideracion de que la mayoria de las proteinas tiene una cantidad
aproximada de 16% de Nitrogeno (Kirk et al., 2006).

4.6.4 Cuantificaciéon de grasa
Fundamento:
Las grasas se definen como un grupo heterogéneo de compuestos que son
insolubles en agua, pero solubles en compuestos organicos tales como
cloroformo, benceno, hexano, éter etilico y éter de petroleo. El contenido de grasa
se determina comunmente por métodos de extraccion con disolventes organicos
los cuales al ponerse en contacto con el alimento, solubilizan la grasa y la arrastra
consigo para su posterior cuantificacion (Nielsen, 1998).

4.6.5 Fibra cruda
Fundamento:
Para la determinacién de fibra de una muestra es necesario trabajar con una
muestra desengrasada y someterla a una hidrélisis acida seguida de una hidroélisis
alcalina con una posterior incineracion del material insoluble para que por
diferencia sacar el contenido de hidratos de carbono no degradables.
Por definicion de acuerdo al método Weende, la fibra cruda es la perdida por
ignicién, del residuo seco remanente después de la digestion de la muestra con
acido sulfurico al 1.25% y NaOH al 1.25% bajo las condiciones bien especificadas,

de una muestra previamente desengrasada.
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4.6.6 Hidratos de Carbono

Fundamento:
Se determinan por diferencia, es decir; la suma de los porcentajes de los
componentes principales (humedad, cenizas, fibra, proteinas y lipidos) menos
100%, proporciona los Hidratos de Carbono presentes en la muestra.

4.7 Desengrasado
Fundamento:
Las grasas son solubles en disolventes organicos y la grasa presente en la
muestra tiene una alta solubilidad en hexano por lo que al estar en contacto con
este disolvente es extraida dando como resultado una harina desengrasada.

4.8 Determinacion de Factores toxicos
Las técnicas se describen detalladamente en el (AXEXO ).

4.8.1 Inhibidores de Tripsina

Fundamento:
La técnica es la utilizada por Kakade y colaboradores, donde el extracto directo o
diluido se pone en contacto con una solucion estandarizada de tripsina (40 pg/10
mL), y después de cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente,
por medio de un substrato sintético (BAPNA), el cual producira una coloracién
leyendo su absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410nm,
la absorbancia es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de la

muestra.
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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 reaccidn
descritas por Kakade y colaboradores. La actividad de inhibidores de tripsina se
expresa en términos de unidades de tripsina inhibida (U.T.l.) (Kakade, M, et al.,
1974).

4.8.2 Determinacion cuantitativa de Lectinas (Hemaglutininas)
Fundamento:
La técnica se basa en la capacidad de aglutinar los eritrocitos por efecto de la
cantidad de lectinas presentes. Se realiza mediante el método de microtitulacion
gue es rapido y requiere una minima cantidad de muestra.
Consiste en diluciones seriadas de las cuales se determina el punto final de la
aglutinacion de los globulos rojos obtenidos de la sangre de hamster lavados y
sensibilizados con solucion de proteasa para mejorar la sensibilidad
(desdoblamiento de los glébulos para mejorar la exposicion de su superficie y
favorecer la union de las lectinas a la pared de estos); se determina la cantidad
minima del extracto acuoso de una muestra vegetal, que produce prueba positiva
de aglutinacién con los eritrocitos de hamster y este valor se relaciona con la
cantidad minima de ricina que produce prueba positiva de aglutinacion
definiéndose como una unidad hemaglutinante (U.HG.) el equivalente a 1 mg de

dicha lectina ( Lucas B. et al., 1993).
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4.8.3 Determinacién semi - cuantitativa de Alcaloides

Fundamento:

La técnica se basa en una primera extracciéon con metanol del material bioldgico
seco y desengrasado. Después la acidificacion con el fin de precipitar proteinas y
componentes que puedan intervenir en la determinacion. El filtrado se alcaliniza y
se hace una extraccién con cloroformo para extraer los alcaloides. Posteriormente
se lleva a sequedad y el residuo obtenido es entonces ensayado con los
siguientes 7 reactivos para alcaloides:

1) Reactivo de Mayer (Cloruro de mercurio y yoduro de potasio)

2) Reactivo de Wagner (Triyoduro de potasio)

3) Reactivo de Dragendorff(Nitrato de bismuto y yoduro de potasio)

4) Reactivo de Sonnenschein (acido fosfomalibdénico)

5) Reactivo de Hager (acido picrico)

6) Reactivo de Scheibler (acido fosfotingstico)

7) Reactivo de &cido silicotugstenico

El precipitado formado con los reactivos para alcaloides varia en cantidad con los

diferentes alcaloides, en consecuencia, una estimacion de la concentracion de
alcaloides a partir de la cantidad de precipitado con un reactivo, es solamente
aproximado. La exactitud puede ser mejorada usando varios reactivos y el método
esta basado en la comparacion de la cantidad de precipitado obtenido con los 7

diferentes reactivos para alcaloides.
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4.8.4 Determinacion cuantitativa de Alcaloides
Fundamento:
Debido a las propiedades acido-basicas que presentan los alcaloides, es posible
su cuantificacion. Consiste en la extraccion de los alcaloides de la muestra con
disolventes organicos y sus propiedades basicas (pka) para hacer una micro
titulacion analitica acido-base con una solucién de NaOH valorada (Sotelo, A., et

al. ,2003).

4.8.5 Determinacion de ésteres de forbol

Fundamento:

Se basa en la extraccion de los esteres de forbol con un disolvente organico como
el diclorometano, sujeto a ondas ultrasonicas evaporando posteriormente el
disolvente para finalmente ser redisuelto en Tetrahidrofurano (THF) y se inyecta
en el equipo de HPLC para su cuantificacion. Se utiliza la técnica propuesta por
Makkar la cual se detalla en el (ANEXO I).

4.9 Digestibilidad proteinica “in vitro”

Fundamento:

Los métodos “in vitro” pretenden simular la digestion de los alimentos en el
estomago, midiendo la digestibilidad de proteinas mediante el uso de enzimas
proteoliticas; al utilizar como proteina patron a la caseina. Se usa la técnica
propuesta por la AOAC con ligeras modificaciones, la cual se detalla en el

(ANEXO 1) (Herlich K., 1990).
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4.10 Tratamiento con calor hiumedo

Fundamento:

El tratamiento con calor himedo consiste en generar una atmosfera saturada de
vapor de agua, generalmente se utiliza una autoclave u olla de presion estos
equipos permiten calentar las muestras por calor hiumedo a temperaturas
superiores a las de ebullicion del agua (sin que ésta hierva), debido a que el
tratamiento se efectia en un compartimento saturado con vapor de agua y a
presiones superiores a la atmosférica (temperatura 121°C y 10-15 min). Esto con
el fin de inactivar los factores toxicos y antinutticionales presentes en la semilla de

higuerilla. La técnica se detalla en el (ANEXO I).

4.11 Evaluacion biolégica
El procedimiento se detalla en el (ANEXO 1).
4.11.1 Ensayo de toxicidad aguda
Fundamento:
La toxicidad aguda son los efectos toxicos adversos que aparecen en un corto
periodo después de la administracibn de una dosis Unica o de multiples dosis

repartidas en un intervalo de 24 hrs (Derache, 1990).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Parametros fisicos
En la Tabla 3 se muestra los resultados de los parametros fisicos de la semillay la
almendra integra de higuerilla (Ricinus communis); en la literatura se reporta que
las semillas van de 5mm a 15mm de largo (Rzedowski et. al., 2001) por lo que la
variedad estudiada esta dentro de este rango. Se observa que el % en peso de la
almendra integra en la semilla es de 74.38% lo que significa que el 25.62%

restante corresponde a la cascara.

Tabla 3. Parametros fisicos de la semilla y almendra integra de higuerilla ®

Parametro Semilla Almendra Integra
Largo (mm) 9.85+0.03 8.11+0.04
Ancho (mm) 6.15+0.04 5.22 +0.04
Peso (g) 0.15 +0.00 0.12 £ 0.04
Peso hectolitrico (kg//100L) 61.49 + 0.25 56.84 +0.51
% en peso de laalmendraenla  seeemeeemeeeeeee 74.38 £1.41
semilla

#Valor promedio * desviacion estandar
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5.2 Andlisis proximal

En la Tabla 4 se presenta el andlisis proximal de la semilla y la almendra integra,
de higuerilla.

Se observa que la semilla de higuerilla, presenta un alto contenido de fibra como
era de esperar, ya que como se dijo anteriormente el 25.62% de la semilla es
cascara.

Al observar el analisis proximal de la almendra integra (Tabla 4), se corrobora que
este material biolégico presenta un alto contenido de proteina y grasa, ademas,
cuando esta se desengrasa el contenido de este componente se reduce a menos
del 1%, concentrandose las proteinas hasta un nivel de 65.67% (Tabla 5), por lo
cual se puede considerar como un autentico concentrado proteinico con posible
uso en la alimentacion animal. Al comparar estos resultados con otras variedades
se observa que si hay diferencia en cuanto al % de grasa y proteina en la
almendra, pues para la variedad estudiada el % de proteina es de 23.81% y de
grasa 56.87 %, mientras que para otras variedades, como por ejemplo; variedades
del estado de Michoacan se reporta 28.48% de proteina y 51.60 % grasa (Maria
de Jesus, 2009) y para las variedades de Brasil se reporta 17.85% de proteina y
47.91% de grasa (Pablo F. Polit et al., 1976) esta comparacién se observa en la
Tabla 6; con respecto al concentrado proteinico que se obtiene una vez que se
fracciona la almendra y se desengrasa (Tabla 5), se observa que este es de
65.67% , mayor que para el concentrado proteico de las semillas estudiadas en

Brasil que reporta 35.20% de concentrado proteico (Pablo F. Polit et al., 1976).
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Tabla 4. Anélisis proximal de la semilla y almendra integra de higuerilla *°

Componente* Semilla Almendra integra
Base Base Base Base
Humeda Seca Hdmeda Seca
Humedad 566+0.059 e 3.89+0.077 -
Cenizas 3.54 +0.087 3.86 + 0.087 3.12 £ 0.066 3.37 £0.095
Proteina 18.92+0.120 19.97 £0.159 23.81+0.400 24.77+£0.415
Grasa 41.51+ 1.960 43.87 £2.011 56.87 £ 1.002 57.84 £ 0.012
Fibra 23.80 +.380 25.24 £ 0.396 4.98 £ 0.064 4.86+0.182
Hidratos de 6.57 7.06 7.45 9.16
Carbono®

2 Se reporta el promedio expresado en g del componente por 100 g de muestra (%).
® Valor promedio + desviacion estandar.

¢ La determinacion para cada componente se realizo por triplicado (n=3)

“ Dato obtenido por diferencia, de acuerdo al esquema Weede

Tabla 5. Anélisis proximal de la harina de la aimendra integra de higuerilla ®°

Harina de la almendra integra

c Desengrasada
Componente
Desengrasada cruda y
Destoxificada
Base Base Base Base
Humeda Seca Humeda Seca
Humedad 796+0.039 - 2.74+0.089 = -
Cenizas 8.28 £ 0.043 8.99 + 0.046 8.20+0.02 8.43 +£0.02
Proteina 65.67+ 3.04 71.34 £3.27 61.23 £ 0.61 63.25 £ 0.65
Grasa 0.54£0.01 0.58 £0.01 2.62+0.18 2.69+0.19
Fibra 8.39+0.320 8.73+0.421 13.59 +0.613 13.85+0.57
Hidratos de 9.16 10.36 10.59 11.78
Carbono®

@ Se reporta el promedio expresado en g del componente por 100 g de muestra (%).
® Valor promedio * desviacién estandar.

¢ La determinacion para cada componente se realizo por triplicado (n=3)

4 Dato obtenido por diferencia, de acuerdo al esquema Weede
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Tabla 6. Comparacion del analisis proximal de la almendra de higuerilla en estudio con
otras variedades *

Variedad
Componente
Estado de Hidalgo b Estado de Michoacan ° Brasil °

Humedad 3.89 5.64 6.36
Cenizas 3.12 3.80 2.41
Proteina 23.81 28.48 17.85
Grasa 56.87 51.60 47.91
Fibra 4.86 4.30 6.65
Hidratos de Carbono® 7.45 6.18 18.82

Se reporta el promedio en g del componente por 100g de muestra (%)
® variedad en estudio proveniente de Zacualtipan Hidalgo, principalmente de San Agustin .
Fuente: Maria de Jesus et, al. , Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas. Instituto Politécnico Nacional.

¢ Fuente: Pablo F. Polit et al., 1976

5.3 Factores Toxicos

En la Tabla 7 se reportan los resultados de los compuestos tdxicos presentes en la
almendra de la semilla de higuerilla.

Como ya se mencion6 en los antecedentes, las semillas de higuerilla contienen
una albumina muy toxica, la ricina, una de las mas potentes y mortiferas toxinas
vegetales conocidas, cuyos resultados de toxicidad es la inhibicion de la sintesis
de proteinas que llevan a la muerte celular, se observa que la variedad estudiada
presenta 82.21 UHG/g M lo que es igual a 82.21 mg de ricina por gramo de
muestra, que en % equivale a 8.22 %, este valor es muy alto ya que en la literatura
se reporta que la semilla contiene un porcentaje de ricina entre 1-5% (M. R. Aslani
et al.,2006). Este valor representa un riesgo significativo para la alimentacion

animal y humana, pero en la literatura se reporta que esta lectina puede ser
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inactivada facilmente con calor humedo (Pablo F. Polit et al., 1976); por lo tanto
este nivel tan alto de lectinas podria ser disminuido a niveles bajos aplicando un
adecuado tratamiento con calor.

La ricinina es otra sustancia toxica presente en las semillas de higuerilla, es un
alcaloide que estimula el sistema nervioso central y que también puede ser
inactivado por el calor (Pablo F. Polit et al., 1976). Para este toxico primero se
realizé la determinacion Semi-Cuantitativa como prueba presuntiva de la presencia
de alcaloides, los resultados para esta prueba se muestran en la Tabla 8, se
observa mayor sensibilidad con los reactivos Wagner y Dragendorff ya que fueron
las Unicas pruebas que resultaron positivas a pesar de que se sabe que el reactivo
mas sensible es el Reactivo de Mayer.

Posteriormente se realiz6 la determinacion cuantitativa y el valor obtenido fue de
0.34 mg/g M (Tabla 7) que en % equivale a 0.034%, en la literatura se reporta que
la semilla presenta entre 0.3-0.8% de ricinina presente en las hojas y el pericarpio
del fruto (M.R. Aslani, et. al, 2007). Pero también se menciona que este contenido
de ricinina varia mucho entre las partes de la planta: hojas de 1.3% (peso seco), el
2.5% en plantulas ahiladas, 0.03% en el endospermo de la semilla y 0.15% en la
testa (cubierta de las semillas) (BiodieselBR, 2011). Para la cuantificacion de
alcaloides se utilizé la harina de la almendra desengrasada, es decir, toda la parte
interior de las semillas (la almendra) que comprende el endospermo, por lo que el
valor obtenido de alcaloides (0.034%) es igual al que se reporta en la literatura

para esta parte de la planta. La contribucion de la toxicidad de ricinina es muy
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pequefia, debido a su baja actividad toxica, ya que esta presente en baja
concentracion.

Con respecto a los inhibidores de tripsina el valor encontrado en la muestra fue de
7.09 UTI/ mg M, valor abajo del limite maximo permitido (10 UTI/mg) para fines
alimenticios, ademas, que en la bibliografia se reporta que estos factores toxicos
son termolabiles (Makkar, et.al., 1997), por lo que también es posible disminuir
estos factores antinutricionales en la muestra, después de un adecuado

tratamiento con calor.

Tabla 7. Factores toxicos termolabiles presentes en la harina de la almendra integra
desengrasada de higuerilla.

Harina de la almendra integra desengrasada
Factor téxico

Clasificacién Concentracion
Lectinas Téxico 82.21 (UHG/g M) ™>°
Alcaloides Téxico 0.34+0.025(mg /g M) ®
Inhibidores de Tripsina Antinutricional 7.09 + 0.667(UTI/mg M) ©

& Unidades Hemaglutinantes por gramo de muestra

b mg de Alcaloide referidos a la Ricinina por g de muestra.
°. Unidades de Tripsina Inhibidas por mg de muestra

? Valor expresado como la media
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Tabla 8. Determinacién de alcaloides cualitativa.

Reactivo Precipitado Resultado
Fraccion A Fraccion B

Mayer Precipitado - -
Wagner Color-marrén + -
Dragendorff Anaranjado-marrén + -
Sonnenchein Amarillos - -
Hager Amarillos - -
Scheibler Blanco grisaceo - -
Ac. Silico Tugstenico Blanco grisaceo - -

+ Presencia de precipitado, Reaccién positiva
- Ausencia de precipitado, Reaccion negativa

Se sabe que la familia botanica Euphorbiaceae a la que pertenece Ricinus
communis hay especies que presentan Esteres de Forbol (EF), xenobioticos de
cierta relevancia toxicolégica, término que se utiliza hoy para describir una familia
de compuestos de origen natural ampliamente distribuida en las especies de las
plantas Euphorbiaceae y Thymelaeceae (EuroJournals Publishing, Inc.2009) que
son promotores de tumores e inflamaciones, por lo que su estudio en las semillas
de higuerilla resulta interesante, pues probablemente la alta toxicidad de esta
semilla se deba también a la presencia de EF y no solamente a la ricina, ademas
de que en la literatura no se encontraron estudios que reporten la presencia de
estos toxicos en las semillas de higuerilla, es por ello que en el presente trabajo se

realiz6 su detecciéon usando la técnica propuesta por Makkar (Makkar, et.al.,
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1997), técnica que utiliza la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para su
deteccidn y cuantificacion .

Para esta determinacion primero se lavé y acondiciono6 la columna y lo que se
inyecto primero en el equipo de HPLC fue el disolvente Tetrahidrofurano (THF) en
el que se re suspendid el extracto de EF, esto con el fin de observar el
comportamiento de la linea base, aunque el disolvente utilizado es grado HPLC es
posible que existiera algun compuesto que pudiera ser detectado a estas
condiciones y confundido con algin componente de la muestra; el cromatograma
obtenido se muestra en la Figura 5, en este se observa un pico con un Tiempo de
Retenciéon (TR) de 56.48 minutos, aungue el gradiente para la separacion de los
esteres de acuerdo a la técnica utilizada termina a los 55 minutos no importaria
mucho este pico, pero si es importante mencionar que este corresponde al
disolvente y no a la muestra.

Se utiliz6 como estandar el forbol 12-miristato 13-acetato (SIGMA P8139-5MG) el
cual puede ser utilizado como equivalente para expresar los resultados en el caso
de que se detecte un EF en las semillas de higuerilla, el cromatograma que se
obtuvo después de la inyeccion del estandar se muestra en la Figura 6, se observa
qgue el TR para el estandar es de 44.24 minutos.

En la Figura 7 se muestra el cromatograma que se obtiene de la extraccion de los
EF de la almendra de las semillas de higuerilla, se observa un pico en un TR de
49.18 minutos. Estudios resientes han evaluado el contenido de EF utilizando

también la técnica propuesta por Makkar en semillas de Jatropha curcas
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(semillas que pertencen a la misma familia que Ricinus communis) y
actualmente los EF son los metabolitos a los que se les atribuye la principal causa
de envenenamiento y con base a su concentracion las plantas de Jatropha
curcas son clasificadas como téxicas o no toxicas (Haas y Mittelbach, 2000) y los
analisis de EF por HPLC para Jatropha curcas muestran cuatro EF cuyos picos
aparecen entre 26 y 31 minutos con el método propuesto por Makar, los
resultados son expresados en equivalentes de forbol 12-mristaro 13- acetato cuyo
pico aparece entre 34 y 36 minutos (J. Martinez- Herrera, 2006). Por lo tanto
haciendo una comparacion de los resultados obtenidos de las semillas de Ricinus
communis con Jatropha curcas, se podria decir que el pico obtenido con un TR
49.18 minutos para Ricinus communis no es un EF ya que este sale después
que el estandar (forbol 12-myristaro 13 acetato, TR 44.24) y en Jatropha curcas
los esteres de forbol salen antes que el estandar, y como se trata del mismo
estdndar se esperaria que el comportamiento de estos fuera similar, no
importando el TR ya que este puede variar de acuerdo a la columna utilizada y
eficiencia de esta, entre otras cosas; pero si se esperaria que el orden en que
eluyen los compuestos sea similar, primero los EF presentes y luego el estandar.
Ademas se sabe que los EF son lipofilicos (se encuentran en la fraccion lipidica)
por lo tanto si el pico con un TR de 49.18 minutos pertenece a un EF; entonces en
la fraccidén grasa de higuerilla este compuesto se encontraria en mayor cantidad,
por lo que si se le da el mismo tratamiento para la extraccién de dichos esteres, se

esperaria que este pico se vea incrementado y al observar el cromatograma en la
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Figura 8, resulta que este pico no cambia en su area significativamente, lo que
indica que no se trata de un EF.

A pesar de que los EF son lipofilicos (como ya se menciono) estos se encuentran
fuertemente ligados a la matriz de la harina, un estudio realizado detecto que
aproximadamente el 30% del total de EF estuvieron presentes en la matriz que
contenia menos de 1% de lipidos (Cai-Yan Li et al., 2010; Makkar et al., 2008); por
lo que se decidid hacer la extraccion de los esteres a una muestra desengrasada
gue contenia 0.54% de grasa y se inyecto; el cromatograma obtenido se muestra
en la Figura 9, se observa el mismo pico con un TR de 49.20 minutos, pero éste
es mas pequefio, de acuerdo a esto se pensaria que si se trata de un EF, solo
gue esta presente en menor cantidad, puesto que se trata de una muestra
desengrasada.

Como la presencia de los esteres de forbol en la muestra de estudio no es
concluyente de acuerdo a estos resultados, se procedié a realizar un bioensayo de
toxicidad aguda con ratones, con ello se podra evaluar si la harina desengrasada
presenta este toxico (EF) o no, ya que estudios realizados en la dltima década
muestran que en Jatropha curcas exhibio toxicidad para una amplia variedad de
organismos desde microorganismos a animales superiores, los sintomas comunes
fueron eritema, edema, necrosis, diarrea, descamacién y engrosamiento de la piel.
La alimentacion de Jatropha curcas por semillas, y semillas desengrasadas
téxicas causo sintomas graves de toxicidad antes de la muerte. Por lo que si las

semillas de higuerilla presentan EF se observaran sintomas similares.
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Figura 5. Cromatograma del disolvente utilizado (THF) en el que se re suspende la muestra una
vez que se extraen los esteres de forbol, presenta un pico en el Tiempo de Retencion de
56.48 min.
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Figura 6. Cromatégrama de la inyeccion del estandar (ester de forbol 12- miristato 13-
Acetato), cuyo pico aparece a los 44.24 min.
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Figura 7. Cromatégrama de la inyeccion de la extraccion de los esteres de forbol de la muestra
(almendra de higuerilla), se observa un pico en el Tiempo de Retencion de 49.18 y otro en
56.72 que pertenece al disolvente.
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Figura 8 . Cromatégrama de la inyeccion de la grasa de higuerilla en el que se observa un pico
en el Tiempo de Retencién de 49.10.
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N 2

Tiempo de retencién (min)

Figura 9. Cromatégrama de la inyeccion de una muestra desengrasada de higuerilla en el que
se observa un pico en el Tiempo de Retencion de 49.28 que corresponde
probablemente a la presencia de un ester de forbol.

5.4 Factores Toxicos Residuales después del tratamiento térmico
En la Tabla 8 se muestran los resultados de la determinacion de los téxicos
después de aplicar un tratamiento con calor humedo a las semillas de higuerilla,
como se observa las lectinas se disminuyeron considerablemente hasta 0.004
UHG/g M ya que estas son termolabiles, los alcaloides hasta 0.02 mg /g M y los
inhibidores de tripsina 0.65 UTI/mg M, la comparacién de la disminucion drastica
de estos toxicos comparados con los determinados en la harina de la almendra
integra desengrasada antes de este tratamiento se pueden observar en el

Graficol.

54



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9. Factores Toxicos termolabiles presentes en la Harina de la almendra integra
desengrasada y destoxificada.

Harina de la almendra desengrasada y destoxificada
Factor toxico

Clasificacién Concentracion
Lectinas Toxico 0.004 (UHG/g M)**°
Alcaloides Téxico 0.02 +0.001(mg /g M)°
Inhibidoresde Tripsina Antinutricional 0.65 +0.32(UTI/mg M)*

# Unidades Hemaglutinantes por gramo de muestra

®mg de Alcaloide referidos a la Ricinina por g de muestra
¢ Unidades de Tripsina Inhibidas por mg de muestra

9Se obtuvo de la media

Grafico 1. Gréfica comparativa de los factores toxicos presentes en los diferentes
preparados de la harina de higuerilla.

Comparacion de los factores toxicos antes y después del tratamiento
térmicoen la harina de higuerilla
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5.5 Digestibilidad “in vitro”
En la Tabla 10 se reporta el valor de digestibilidad “in vitro”, para la harina de la
almendra desengrasada cruda y destoxificada; este método “in vitro” permite
predecir la disponibilidad de una fuente proteinica por medio de un sistema
multienzimatico bajo condiciones bien establecidas de tiempo y temperatura. Se
utilizé como proteina patron la caseina que presentd una alta digestibilidad
(90.12%), esta se determind antes de medir la digestibilidad de los diferentes
preparados de la muestra con el fin de corroborar que las condiciones del sistema
multienzimatico fueran adecuadas; el pH de la caseina patron debe ser de 6.42 +
0.05 por lo que el % de digestibilidad esta en el rango de 88.88 - 91.13 %
(Horwitz,W. and Latimer,E. 2006), el valor obtenido para la caseina patron esta
dentro de este rango, lo que indica que las condiciones del sistema
multienzimatico fueron adecuadas para medir la digestibilidad de la muestra de
estudio. Se considerd importante realizar la determinacién de digestibilidad “in
vitro” de la proteina, ya que esta es el indicador predictivo de la digestibilidad en
nuestro organismo, al obtener valores de digestibilidad “in vitro” superiores a 80%
también nos indica la ausencia de factores antinuticionales como los inhibidores
de tripsina. Se observa que la digestibilidad “in vitro” de la harina de la almendra
desengrasada cruda fue de 81.88%, se puede decir que se tiene una buena
disponibilidad de la proteina presente en la almendra de higuerilla, ya que casi se

aproxima a la de la caseina, ademas es aun mejor la disponibilidad de la proteina
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presente en la almendra de higuerilla comparada con la digestibilidad “in vitro” de
la harina de soya la cual esta en el rango de 64.4-75.3%.

El % de digestibilidad de la proteina se ve incrementada en un 3.05% para la
harina de la almendra desengrasada y destoxificada, como se observa en el
Grafico 2. Se sabe que un tratamiento térmico provoca la desnaturalizacion de la
proteina (Liu, 1995) y con ello la digestibilidad aumenta, por lo que es mas facil la
degradacion de la proteina para las enzimas utilizadas durante la prueba;
asociado a esto Njintang et al. (2001), mencionan que la digestibilidad “in vitro”
de la proteina también aumenta con el secado que se les da a las muestras antes

de su analisis.

Tabla 10. Digestibilidad “in vitro”

Harina de la Almendra
Proteina patrén Caseina®

Desengrasadab Desengrasada y Destoxificada®

% Digestibilidad 90.12 81.88+1.276 84.93 +0.48

@ Se reporta promedio y desviacion estandar.

- -p_ =m= " . "
Digestibilidad "in vitro
92 90.12
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=2 86 - 84.93
=
= _
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=x® 80
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Harina dela Almendra Harina de la Almendra Proteina patrén
Desengrasada desengrasada vy Caseina
destoxificada

Grafico 2. Digestibilidad de la harina de la almendra desengrasada y la harina de la almendra
desengrasada y destoxificada.
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5.6 Toxicidad aguda

Se evaluaron los efectos toxicos adversos que aparecen en un periodo corto
después de la administracion de una dosis Unica. Se realizé durante 14 dias, la via
de administracion fue por via oral a una dosis inicial de 15000 mg/kg de p.c (peso
corporal) realizando una disminucion de la dosis usando el factor de dosis
progresivo de 3.2 para las demas, se tuvo un lote control al cual solo se le
suministro el vehiculo.

Solo la primera dosis de 15000 mg/kg p.c se suministré en dos partes, cada una
de 7500 mg/kg p.c, para lograr preparar una suspension homogénea y cubriendo
asi la dosis inicial planteada. Cabe mencionar que esta segunda dosis se
suministré una hora después de la primera.

Una vez que se suministro la dosis correspondiente a cada lote, los ratones se
mantuvieron en observacion 24 hrs, los sintomas clinicos que se monitorearon
fueron: Lordosis, Xifosis, Ataxia, Piloereccion, Ereccion Caudal, Agresividad,
Aletargamiento, Excitacion, Disnea, Cianosis e Hipotermia. En la Tabla 11 se
muestra los sintomas clinicos observados una vez que se suministré la dosis
respectiva para cada lote, en el lote 2 que corresponde a la dosis més alta (15000
mg/kg p.c) para la primera administracion (dosis de 7500 mg/kg p.c) se observé
aletargamiento (periodo de inactividad o reposo) en los ratones 1, 2, 4, 5,6 y en la
segunda administraciéon (7500 mg/kg p.c) solo el Raton 1 y 5 presentaron

nuevamente aletargamiento. El ratén 1 del lote 3 también presento este sintoma,
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mientras que en los demas lotes no se observo ningun sintoma inmediato una vez

gue se suministré la dosis respectiva.

Tabla 11. Sintomas clinicos observados de inmediato al suministré de cada dosis para el estudio
de toxicidad aguda.

Sintoma clinico

LOTE Lardosis | Xifosis | Ataxia | Piloereccion | Ereccién caudal | Agresividad | Aletargamiento | Excitacion | Disnea | Cianosis | Hipotermia
Lote 1
Control
Ratén 1 X X X X X X X X X X X
Ratén 2 X X X X X X X X X X X
Ratén 3 X X X X X X X X X X X
Ratén 4 X X X X X X X X X X X
Ratén 5 X X X X X X X X X X X
Ratén 6 X X X X X X X X X X X
Lote 2
Dosis:15000mg/kg p.c
Ratdn 1* X X X X X X v X X X X
Ratén 2 X X X X X X v X X X X
Ratén 3 X X X X X X X X X X X
Ratén 4 X X X X X X v X X X X
Ratén 5* X X X X X X v X X X X
Raton 6 X X X X X X v X X X X
Lote 3
Dosis: 4687.5 mg/kg p.c
Ratdon 1 X X X X X X v X X X X
Ratén 2 X X X X X X X X X X X
Ratén 3 X X X X X X X X X X X
Ratén 4 X X X X X X X X X X X
Ratén 5 X X X X X X X X X X X
Ratén 6 X X X X X X X X X X X
Lote 4
Dosis: 1464.8 mg/kg p.c
Ratén 1 X X X X X X X X X X X
Ratdn 2 X X X X X X X X X X X
Ratén 3 X X X X X X X X X X X
Ratén 4 X X X X X X X X X X X
Ratén 5 X X X X X X X X X X X
Ratdén 6 X X X X X X X X X X X
Lote 5
Dosis: 457.8 mg/kg p.c
Ratén 1 X X X X X X X X X X X
Ratén 2 X X X X X X X X X X X
Ratén 3 X X X X X X X X X X X
Ratén 4 X X X X X X X X X X X
Ratén 5 X X X X X X X X X X X
Ratén 6 X X X X X X X X X X X

*Presentaron aletargamiento al suministrar la segunda parte de la dosis.
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Los ratones se mantuvieron en observacion durante las siguientes 24 horas, pero
estos no presentaron ningun sintoma.

Durante el estudio se monitoreo el peso de cada raton con el fin de observar si la
administracion de la muestra de estudio tuvo una influencia sobre los animales ya
que la pérdida de peso corporal es un indicador de efecto toxico. En la Tabla 12 se
muestra el peso promedio de los ratones por lote durante los 14 dias del ensayo
de toxicidad aguda, estos datos también se muestran representados en la Gréafica
3 donde se observa la curva de crecimiento de los ratones durante el estudio, al
comparar los lotes con el control no se observa una diferencia significativa a
excepcion del dia 5 donde se presenta una pequefia desviacion; pero para saber
si realmente hay o no hay diferencia significativa entre los lotes se realiz6 un
Andlisis de Varianza (ANOVA) para probar la hipétesis de que no existe diferencia
significativa entre los lotes incluyendo el lote control (para este Analisis ver
ANEXO 1I). Se realiz6 un Analisis de Varianza para cada dia; por ejemplo, para el
dia 0 la Hipoétesis nula (Ho) planteada fue: "no existe diferencia significativa entre
el lotel (Control), lote2 (15000 mg/kg p.c), lote 3 (4687.5 mg/kg p.c), lote 4 (1464.8
mg/kg p.c) y lote 5 (457.8 mg/kg p.c); es decir, todas las medias(u) de los lotes
son iguales: HO= ie1 = Moo= K ores= M 1oes = Hoes Para el dia 0, contra la hipotesis
alterna (Ha) de que si existe diferencia significativa entre algin o algunos lotes.

El resultado del Andlisis de Varianza demostrd que no existe diferencia
significativa entre los lotes para los dias 0, 3, 7, 10, 12 y 14; al no haber diferencia

significativa se acepta la hipotesis nula de que HO=H ioe1 = M iote2= M 1ote3= M 1otes = H otes
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para los dias ya mencionados. Pero para el dia 5 si existe diferencia significativa
por lo que la Ho se rechaza. Para saber entre que lote hay diferencia para este dia
se realizd un analisis de comparacion mdultiple, prueba de Tukey, que
generalmente se conoce como prueba de DVS (Diferencia Verdaderamente
Significativa) el cual demostré que existe diferencia entre la media del lote
1(Control) y la media del lote 3 (dosis de 4687.5 mg/kg p.c) y también existe
diferencia entre la media del lote 3 y la media del lote 5( 457.8 mg/kg p.c), estas
comparaciones multiples para el dia 5 se observan en la Tabla 13. Al haber
diferencia entre un lote y otro no implica problema, pero si al haber diferencia con
respecto al control, ya que esto indica que en el dia 5 hubo un problema con esta
dosis para este lote que causo un efecto en el sistema de los ratones que provoco
variacion en el peso, convendria hacer un estudio a mediano y largo plazo
(toxicidad subcroénica y cronica) para ver si este efecto continua después de una
administracion repetida o frecuente, para que proporcione informacion sobre los
efectos toxicos principales y los érganos diana implicados e indicaciones sobre la
reversibilidad o irreversibilidad de los efectos, precisando si estos son
acumulativos o retardados; ya que esta variacion pudo a ver sido un efecto
reversible o variacion intraespecie ya que en los demdas dias no se muestra
ninguna diferencia significativa con respecto al control e incluso para la dosis mas

alta (15000 mg/kg p.c) no se muestra ninguna diferencia significativa.
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Tabla 12. Peso promedio de los ratones por lote durante los 14 dias del estudio de
toxicidad aguda.

Tiempo( Dias) 0 3 5 7 10 12 14
Lote
Lotel
Control Peso(g)
Raton 1 15.6 22.8 24.7 26.2 27.6 28.1 28.1
Ratén 2 167 2.1 235 25.4 26.1 28.1 28.4
Raton 3 16.8 24.4 25.8 27.1 27.9 28.3 29.8
Raton 4 17.6 22.5 23.0 25.3 25.8 26.3 27.1
Raton 5 17.6 25.0 26.0 27.9 28.9 30.0 30.8
Raton 6 18.9 26.3 28.7 30.1 31.1 32.1 34.0
Peso Promedio (g) 17.2 23.9 25.3 27.0 27.9 28.2 29.7
D.E 1.11 1.65 2.06 1.82 1.95 1.31 2.48
C.V 6.45 6.92 8.13 6.73 6.98 4.65 8.35
Lote 2 Peso(g)
Dosis: 15000mg/Kg p.c
Raton 1 16.2 21.5 24 26.5 28.4 29.2 31.5
Raton 2 16.6 22.2 22.8 24.5 24.7 27.2 27.8
Ratén 3 16.9 24.8 27.3 29.9 31.4 32.4 33.1
Raton 4 17.5 18.7 19.1 20.5 20.9 22.3 24.3
Raton 5 17.6 25.2 27.6 30.1 30.8 32.6 32.8
Ratén 6 18.7 21.3 21.8 23.7 23.6 25.00 26.1
Peso Promedio (g) 17.25 22.28 23.77 25.87 26.63 28.12 29.27
D.E 0.88 2.42 3.28 3.74 4.22 4.10 3.72
[, 5.10 10.86 13.80 14.46 15.84 14.58 12.69
Lote3 Pesolg)
Dosis: 4687.5 mg/Kg p.c
Raton 1 16.4 23.2 21.3 26.5 27.1 28.5 30.5
Ratén 2 16.5 23.3 20.3 26.8 27.0 27.3 29.3
Raton 3 17.0 20.8 19.5 25.2 26.4 27.9 29.6
Raton 4 17.4 25.7 22.7 28.5 30.5 32.4 34.6
Ratén 5 17.7 23.8 21.8 27.2 28.1 29.0 314
Ratén 6 18.4 24.1 22.7 26.0 26.5 26.9 28.6
Peso Promedio (g) 17.23 23.48 21.4 26.7 27.6 28.7 30.7
D.E 0.76 1.59 1.29 1.12 1.54 1.98 2.16
[, 5.79 6.79 6.05 4.20 5.59 6.92 7.04
Lote 4
Dosis: 1464.8 mg/Kg p.c Peso(g)
Ratén 1 16.4 23.7 21.4 26.8 26.6 28.5 30.0
Ratén 2 16.5 23.0 21.1 25.4 25.9 27.8 29.9
Raton 3 17.1 25.0 22.3 28.0 28.8 30.2 32.6
Ratén 4 17.3 25.5 24.1 30.0 31.7 33.2 35.3
Ratén 5 17.9 26.4 24.0 30.5 315 32.7 35.0
Raton 6 18.4 26.1 23.9 29.8 30.7 31.7 33.7
Peso Promedio(g) 17.27 25.0 22.8 28.4 29.2 30.7 32.8
D.E 0.78 1.35 1.37 2.03 2.51 2.22 2.37
(Y 4.52 5.41 6.03 7.15 8.61 7.25 7.25
Lote 5 P
Dosis: 457.8 mg/Kg p.c eso(g)
Ratén 1 16.4 23.4 24.4 25.6 25.1 26.8 28.7
Raton 2 16.5 23.9 25.2 25.9 25.9 27.4 29.6
Raton 3 17.2 25.3 26.9 29.4 27.8 29.2 31.3
Ratén 4 17.2 24.6 25.0 26.9 26.5 28.6 30.7
Raton 5 18.0 24.7 25.4 27.3 26.4 27.4 29.6
Raton 6 18.3 26.1 29.0 30.6 30.6 32.0 32.0
Peso Promedio (g) 17.27 24.7 26.0 27.6 27.1 28.6 30.3
D.E 0.77 0.96 1.70 1.99 1.95 1.90 1.23
[RY 4.46 3.91 6.52 7.19 7.21 6.65 4.06

Tabla 12.Se observa el peso promedio de los ratones por lote durante los 14 dias del estudio de
Toxicidad aguda asi como desviacion estandar (D.E) y coeficiente de variacion (C.V).
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Grafica 3. Curva de crecimiento durante el estudio de toxicidad aguda.
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Gréfica 3. Se observa el peso promedio de los ratones por lote durante los 14 dias que duro el ensayo de
Toxicidad aguda.

Tabla 13. Prueba de comparacion multiple para el dia 5

Hipodtesis DVS Decision estadistica

Ho=p 1 contro=M20te2 3.47 No se rechaza Ho dado que 1.5 < 3.46
Ho=p 1 control =M 3jote3 3.47 Se rechaza Ho dado que 3.9 > 3.46
Ho=p1 contro=H4otes 3.47 No se rechaza Ho dado que 2.5 < 3.46
Ho=p1 control =MSiotes 3.47 No Se rechaza Ho dado que 0.7 < 3.46
HO=[2ote 2 =1 3j0te3 3.47 No se rechaza Ho dado que 2.4 < 3.46
HO=p2ote 2 =14 otes 3.47 No se rechaza Ho dado que 1.0 < 3.46
HO=[2ote 2 =HU5iotes5 3.47 No Se rechaza Ho dado que 2.2 < 3.46
Ho=p35te3 =H4ote 4 3.47 NoSe rechaza Ho dado que 1.4 < 3.46
HO=p3 ote 3=Biotes 3.47 Se rechaza Ho dado que 4.6 > 3.46
Ho=p4 otes =U5otes 3.47 No se rechaza Ho dado que 3.2<3.46

Tabla 13. Prueba de DVS (Diferencia Verdaderamente Significativa) la cual muestra que existe
diferencia significativa entre la media del lote control y la media del lote 3 y diferencia entre la
media del lote 3 y lote 5, para el dia 5.

63




CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

Se corrobora que la almendra integral de las semillas de higuerilla (Ricinus

communis) provenientes de Zacualtipan Hidalgo; principalmente de San

Agustin Metzquititlan, presentan alto nivel de proteina y grasa y que cuando

se desengrasa el contenido de proteina se concentra a un nivel mayor de

50%, por lo cual se puede considerar como un autentico concentrado

proteinico.

v' Respecto a la cuantificacion de factores tdxicos presentes en la Harina de la

almendra desengrasada se reporta que:

El contenido de Lectinas es de 82.21 UHG/g M referidos a la ricina,
valor que provoca un riesgo significativo para la alimentacion animal y
humana.

La presencia de Alcaloides en la almendra de higuerilla (endospermo)
es de 0.34 mg de ricinina /g M, valor que también esta reportado en la
literatura y debido a que esta presente en bajas concentraciones la
contribucion de la toxicidad de ricinina es muy baja.

La presencia de Inhibidores de Tripsina es de 7.09 UTI/mg M, valor
abajo del limite maximo permitido (10 UTIl/mg) para fines alimenticios,
por lo que no representan ningun riesgo a la salud.

La deteccion por HPLC de esteres de forbol indica que estos
compuestos téxicos no se encuentran presentes en la semillas de

higuerilla.

64



CONCLUSIONES

v Para los téxicos residuales presentes en la Harina de la almendra
desengrasada de higuerilla después del tratamiento térmico se reporta lo
siguiente:

*Las Lectinas se ven inactivadas hasta 0.004 UHG/g M, valor que se
considera como su ausencia y que no presento ningun riesgo a la salud.

* Los Alcaloides se ven disminuidos hasta 0.02 mg de ricinina /g M, se puede
considerar que esta cantidad no representa un riesgo significativo a la
salud ya que no se observd efecto toéxico en el estudio de toxicidad
aguda.

* Los Inhibidores de Tripsina también se ven disminuidos hasta 0.65 UTI/mg
M valor qgue no causa ningun riesgo a la salud ya que estos se
encuentran por debajo del limite permitido.

v' El % de digestibilidad para la harina de la almendra desengrasada cruda fue de
81.88 % y para la destoxificada de 84.93 %, el tratamiento térmico ademas de
inactivar los factores téxicos y antinutrionales, mejor6 la digestibilidad de las
proteinas ya que estos valores son muy cercanos al de la caseina (88.88 -
91.13 %) y superiores a la digestibilidad de la soya (64.4 - 75.3 %).

v' La prueba de toxicidad aguda realizada con una dosis inicial de 15 000 mg/kg
p.c de la harina de la almendra desengrasada y destoxificada de higuerilla
(Ricinus communis) administrado por via oral en ratones, permite concluir

que el material biologico evaluado, es relativamente “no toxico “debido a que:
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« La dosis mas alta (15 000 mg/ kg p.c), no influye en el crecimiento de los
animales, ya que su peso se ve incrementado durante los 14 dias sin
mostrar diferencia significativa con respecto al control.

+ Este estudio permitié corroborar que el nivel de lectinas residuales asi
como el de alcaloides no representan ningun riesgo significativo, no
obstante que se considera de alta toxicidad aguda.

+ Este estudio también permiti demostrar que los esteres de forbol no
estan presentes en la semillas de higuerilla ya que los animales de
estudio no mostraron sintomas que indiquen la presencia de estos.

v' Los resultados preliminares de este estudio pueden ofrecer una base
cientifica para el uso de las semillas de este municipio, en un principio para
la alimentacién animal, ya que la harina de la almendra integra desengrasada
de higuerilla (Ricinus communis) después del tratamiento térmico, presenta
un alto contenido de proteina (>60 %) y buena digestibilidad ( > 80%);
ademas de que el estudio de toxicidad aguda demostré que los factores
toxicos residuales presentes no causan un efecto toxicolégico inmediato en
los animales de estudio y que no hay presencia de esteres de forbol que la
hagan altamente toxica. Lo que si es necesario hacer es un estudio de
toxicidad a largo plazo (toxicidad crénica) para poder visualizar los efectos
toxicos, si es que existen, después de la administracién repetida por un largo
periodo para poder evidenciar determinadas afecciones en algun 6rgano o

alguna funcion dafiada; para asi poder tener la certeza de que esta harina de
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la almendra integra desengrasada y destoxificada de higuerilla (Ricinus

communis ) si puede ser utilizada para fines alimenticios.
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ANEXO |

Parametros fisicos

« Dimensiones

Material
» Vernier Stainless Hardened

Procedimiento
1. Se tomaron de manera aleatoria 50 semillas de higuerilla del lote representativo.
2. Se midi6é con el vernier ancho y largo de cada semilla, se sac6 el promedio y
este mismo procedimiento se hizo con la almendra integra.

% Peso hectolitrico
Material

* Probeta de 100 mL marca KIMAX
« Balanza analitica marca Sartorius analytic

Procedimiento

1. Se coloco la probeta en la balanza, se tard, se llen6 con las semillas hasta la
marca de 100 mL, se trat6 de acomodar las semillas en la probeta con ligeros
golpes en la mesa, se registro el peso.

2. Se realizé por triplicado tanto para la semilla como para la almendra.

3. El peso6 volumétrico corresponde al peso en gramos de las semillas contenidas
en la probeta con el resultado obtenido se saca la relacion de kg por HL de la
siguiente forma:

Peso Hectoll'trico:qdesémillas x 1kg x 1000yr{L = ka = ka
100J7n/L 100% 1L 100L HL
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« Peso unitario
Material

» Balanza analitica Sartotius analytic
Procedimiento
1. Se tom¢ aleatoriamente 50 semillas.
2. Se peso cada semilla y se saco6 el promedio para obtener el peso unitario de la
semilla esta operacion, lo mismo se hace con la almendra integra.
% Relacion cascara-almendra
Material

« Balanza analitica Sartotius analytic

* Pinzas de punta

» 2 Vasos de precipitados de 50 mL
Procedimiento

1. Se tom¢ aleatoriamente 10 semillas.

2. Se pesaron en el vaso de precipitados previamente tarado.

3. Se descascararon las semillas con ayuda de las pinzas cuidadosamente para
no dafiar la almendra, se colocaron las cascaras en el vaso de precipitados
previamente tarado y se pesa la cascara y posteriormente las almendras integras.
A partir de estos datos se calculd el porcentaje que representa el peso de la
almendra en la semilla. Esta determinacion se realizo por triplicado.

Fraccionamiento de la almendra

Material

 Picatodo MOD. ADO-1 Osterizer

« Balanza granataria Sartotius analytic
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Procedimiento

1. La almendra se colocé en el picatodo marca Osterizer y se procedié a
fraccionar, cuidando de no fraccionar demasiado ya que se forma una pasta que
se adhiere en el recipiente por lo que se perderia muestra.

2. Una vez fraccionada se colocO en un recipiente con etiqueta y se guardo en el
refrigerador hasta su uso.

Nota: es importante no fraccionar demasiado ya que se formaria una pasta que se
pegaria en el recipiente por lo que se perderia grasa y muestra.

Determinacién de humedad por secado al vacio

Material

« Estufa de vacio LAB-LINE Mod. 3620

« Balanza analitica Sartotius analytic

« Desecador

» Pesafiltros o charolas de aluminio

« Estufa con corriente forzada LAB-Line, Mod. IMPERIAL Ili

Procedimiento

1. Se coloco las charolas de aluminio de 2 a 4 horas en la estufa hasta peso
constante.

2. En las charolas se pes6 3 g de muestra y se extendié por toda la superficie de
la charola para tener mayor superficie de evaporacion

3. Las charolas con la muestra se metieron en la estufa de secado al vacio, a una

temperatura de 60-65° C hasta peso constante de la muestra.
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Nota: Se considero a peso constante la muestra cuando al pesarla en la balanza
analitica solo se presento variacion en la cuarta cifra decimal.
Célculos:
%Humedad = (Pi —Pf /m)*100
Donde:
Pi = peso charola con muestra humeda (g)

Pf = peso charola con muestra seca (Q)
m = peso de muestra (g)

Determinacién de cenizas totales

Material

* Mufla Thermolyne, Mod. 1500

« Balanza analitica Sartotius analytic
* Mechero Bunsen

» Crisoles de porcelana

» Desecador

« Tripie

« Triangulo de porcelana

* Pinzas para crisol

Procedimiento

1. Se puso a peso constante los crisoles en la mufla a una temperatura de 550 °C.
2. Se colocaron 2 g de muestra en el crisol.

3. Se carbonizo primero a la flama de un mechero y bajo la campana de
extraccion. Se retird cuando ya no se produjo humo.

4. Se introdujo el crisol a la mufla a una temperatura de 500-550 °C
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5. Los crisoles se retiraron de la mufla hasta que las cenizas presentaron peso

constante.

Célculos: %cenizas = (Pf—Po /m) * 100

Donde:

Pf eso de crisol con la muestra después de incinerada (g)

=p
= peso del crisol a peso constante (g)

P
m = peso de muestra (g)

Determinacién de proteina cruda

Material
» Digestor TECATOR, mod. Ab-20/40
« Dispositivo de destilacion TECATOR, Kjeltec Auto 1030 Analyzer .
« Tubos de digestion Tecator de 100 mL
« Balanza analitica Sartotius analytic
« Equipo de microdestilacion (Kjeltec Auto Analizar Tecator, Modelo
1030.
Reactivos

» Peroxido de hidrégeno al 30%
+ Sulfato de potasio (R.A.)

* Solucién de NaOH al 40%( 40 g de NaOH en 100 ml de agua
destilada).

* Mezcla digestiva (3 g Cu SO4 ¢ 5 H,0, 50 mL de H3PO,4 430 mL
H,SO. concentrado

« Solucion de acido bérico con indicadores (10 g de acido béricoen 1 L
de H,O, 10 mL de verde de bromocresol al 0.001%, 7 mL rojo de
metilo al 0.001%).
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« Solucion de HCL 0.01N valorada
* Glucosa anhidra
» Caseina libre de vitaminas

Procedimiento
1. Se peso por triplicado 0.05 mg de muestra en el papel de celulosa y cada uno
se coloco en el tubo de digestion.
2. A cada tubo se agregdé 0.5g de sulfato de sodio y 3 mL de mezcla digestiva.
3. Los tubos se colocaron en el digestor por espacio de 15 minutos (340°C).
4. Se sacaron, se enfriaron y se les agregd 1.5 mL de H,O, y nuevamente se
colocaron en el digestor a una temperatura de 370°C.
5. La digestion concluyd cuando el tubo no mostr6 manchas ni puntos negros (la
mezcla de digestion es transparente con un ligero tono verde-azuloso).
6. Una vez efectuada la digestion los tubos se colocaron en una gradilla y se
dejaron enfriar y se procedio a realizar la microdestilacién.
a) Se agrego a cada tubo digerido 25 mL de agua destilada y se introdujeron
uno a uno en el quipo Kjeltec para su destilacion vy titulacion.
b) Se registro la cantidad de acido para titular.
c) Se calcul6 el contenido de proteina utilizando el factor de 6.25.
d) Se realiz6 un blanco negativo con dextrosa y un control positivo con
caseina.
Célculos:
%N, = (P-B) x N x meqg x100

m
%Proteina = %N, x F
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Donde:

P = mL de la titulacion de la muestra

B = mL de la titulacion del blanco

N = normalidad de la solucién de HCI

Meq = miliequivalente de nitrégeno (0.014)
m = peso de la muestra (Q)

F = factor de conversién (6.25)

Cuantificacion de grasa por el método de Goldfish

Material
« Aparato de extraccion Goldfish, LABCONCO, Modelo 35001-00CV)
« Dispositivo de extraccién Soxhlet
« Cartuchos de celulosa de 22x80 mm (Whatman)
» Portadedales de vidrio
« Estufa de vacio LAB-LINE, Mod. 3620
» Vasos de borde esmerilado LABCONCO
« Balanza analitica Sartotius analytic
« Bomba de recirculacion (Little Grant puma. Modelo 1)
Reactivos

- Eter de petrdleo p. eb. 30-60 °C

Procedimiento
1. Se puso los vasos esmerilados (LABCONCO) en la estufa a peso constante.

2. Se pasoO directamente la muestra seca que se obtuvo de la determinacién de
humedad a un cartucho de celulosa este se tapo con un pedazo de algodén y se

colocé en portadedal.
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3. Para la extraccion se utilizé como disolvente éter de petroleo para ello se
adicioné aproximadamente 50 mL de éter de petréleo en el vaso LABCONCO y

este con ayuda del anillo metalico con rosca se aseguro al equipo de Goldfish.
4. Se abrio la llave del agua para que circulara en el refrigerante.

5. Se subié la parrilla hasta que estuviera en contacto con el vaso.

6. Se prendio el equipo manteniendo temperatura baja.

7. Se hizo la prueba de papel filtro, que consistié en tomar un pedazo de papel
filtro limpio y se puso en contacto con un poco de disolvente que pasa por la
muestra, si sobre el papel no se observa una mancha de grasa, se considera que
la muestra est4 desengrasada en caso contrario se continuo con el proceso de

desengrasado hasta que la prueba del papel filtro fue negativa.

8. Una vez que la prueba de papel fitro fue negativa se cambiaron los

portadedales por tubos colectores para recuperar el éter de petrdleo.

9. Se retiraron los vasos de equipo cuando estuvieron casi libres de disolvente y

fueron colocados en la campana de extraccion para eliminar el disolvente residual.
10. Se colocaron en la estufa de vacio hasta peso constante.
11. Se enfriaron en un desecador y se pesaron.

Célculos
%Grasa = (Pf-Po/m)*100

Donde:
Pf = peso del recipiente después de la extraccion (g)
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Po = peso del recipiente antes de la extraccion (g)
m = peso de la muestra (Q)

Nota: Para esta determinacion se uso la muestra previamente seca; por lo que
para el calculo el peso de la muestra, sera el referido al peso inicial previo a la

determinacion de humedad.

Determinacién de Fibra cruda

Material
« Aparato de digestion marca LABCONCO
« Embudo buchner con malla metélica tipo California (California
buchner funnel LABCONCO No. 26617-032)
» Vasos de Berzelius de 600 mL KIMAX
» Estufa de vacio LAB-LINE, Mod. 3620
« Mufla THERMOLYNE, Mod. 1500
Reactivos

« Solucion de H,SO,4 al 1.25% (m/v)
« Solucion de NaOH al 1.25% (m/v)
« Antiespumante (emulsion SIGMA-B)
+ Alcohol etilico
Procedimiento

1. La muestra que se obtuvo después se la determinacién de humedad y grasa se
paso directamente sobre un vaso de Berzelius.

3. Se agrego 0.5 g de Silicato de aluminio y unas perlas de vidrio.
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4. Se adicion6 200 mL de H,SO, al 1.25 % hirviendo y unas gotas de
antiespumente e inmediatamente se coloco en el aparato de digestion Labconco el
cual ya estaba previamente caliente.

5. Se dejo digerir por espacio de 30 minutos exactos.

6. Se vacio el contenido sobre un buchner California con malla metalica de 200
mesh y se realiz6 la filtracion con ayuda de vacio.

7. Se lavo el residuo con agua destilada caliente, hasta eliminar el 4cido (aprox.
500 mL).

8. Nuevamente se transfirié el residuo ya lavado al vaso Berzelius.

9. Se adicion6 unas gotas de antiespumante y 200 mL de NaOH 1.25% hirviendo
10. Se mantuvo en el aparato de digestién exactamente 30 minutos.

11. Transcurrido el tiempo se vacio el contenido sobre un buchner California con
malla metalica de 200 mesh y se realizo la filtracion con ayuda de vacio.

12. Se lavo el residuo con agua caliente (aprox. 500 mL), hasta eliminar el alcali y
también quitar las perlas de vidrio lavandolas con agua para recuperar el material
adherido.

13. Se adicion6 al residuo 25 mL de alcohol etilico.

14. El residuo se paso a un crisol de porcelana (a peso constante).

15. Se coloco en la estufa de vacio para su secado (aprox. 4 — 8 horas) hasta
peso constante.

16.- Se peso el crisol con residuo después de secado.
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17. Se introdujo en la mufla para su incineracion a una temperatura de 500-550
°C, hasta que las cenizas obtenidas estuvieran a peso constante.
18. Se sacaron y se enfriaron los crisoles en un desecador.
19. Se peso el crisol con residuo después del calcinado.
Célculos:
%Fibra = (Ps — Pc/ m) * 100
Donde:
Ps = peso crisol con residuo después de secado (g)
Pc = peso crisol con residuo después de calcinado (g)
*m = peso de muestra (g)
* Ya que para esta determinacion se uso la muestra previamente desengrasada y

seca; el peso de la muestra, serd el referido al peso inicial previo de las anteriores

determinaciones.

Desengrasado del material biolégico para el Analisis proximal vy

determinacion de factores toxicos.

Material
« Equipo de extraccion Soxhlet
 Matraz bolade 3L
» Canastilla de calentamiento
* Rotavapor Bichi modelo RE-111
« Bafio de agua Buchi modelo 461
+ Bomba de agua
« Charola de plastico
* 2 mangueras de latex
« Papelfiltro
«  Termémetro de -20° 400°C
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Reactivos

+ Hexano (R.A)

Procedimiento

1. Se pesaron 70 g de la almendra fraccionada en el cartucho de celulosa este se
coloco en el equipo de extraccion Soxhlet.

2. Se agreg6 hexano al matraz bola hasta la mitad de su capacidad, se agregaron
perlas de ebullicion y este se colocé en la canastilla de calentamiento,
adicionalmente se conectaron las mangueras de entrada y salida de agua del
refrigerante.

4. Una vez montado el equipo (Figura 10) se abrio la llave del agua para que
circulara en el refrigerante y el equipo se mantuvo a una temperatura de 60-70°C
por 12 hrs.

Nota: Se hizo la prueba de papel filtro, que consistié en tomar un pedazo de papel
filtro limpio y ponerlo en contacto con un poco de disolvente que pasa por la
muestra, si sobre el papel no se observa una mancha de grasa, se considera que
la muestra esta desengrasada en caso contrario se continua con el proceso de
desengrasado hasta que la prueba del papel filtro sea negativa.

5. La muestra desengrasada obtenida se colocd en una charola de aluminio la cual
colocoO en la campana de extraccion para eliminar el disolvente residual,
posteriormente se almacenod en un recipiente etiquetado.

6. Con ayuda de un rotovapor a una temperatura de 50 °C y a presién reducida se

elimind el disolvente para recuperar la grasa cruda.
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7. La grasa cruda obtenida se almacené en un frasco color ambar, en

refrigeracion.

Salida de agua
— Tpe

Refrigerante —-—

Enfrada de agua

—H
Solve nte puro
condensado
Tapon cle
algodon
Encanchamiento Cartucho
Sifén poros o

Ascenso de
va pores

Regreso del
seolvente ¥ e xtraido

Figura 10. Equipo Soxhlet

Determinacién de Factores toxicos

% Inhibidores de Tripsina
Material

« Potencidémetro Corning pH Meter 430

« Parrilla con agitacion magnética CORNING STIRRER multiple
position 5 x 400 mL

» Bafio de temperatura controlada 37°C GRANT INTRUMENTS

+ Espectrofotometro Thermo-scientific Genesys 10-S
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« Mezclador de tubos Vortex Lab-line
Reactivos

+ NaOH 0.01N

« Solucion amortiguadora de TRIS, pH 8.2, 0.05 M (a)

« Solucion BAPNA (b) (SIGMA B4875-10G)

« Acido acético al 30%

» Solucion estandar de tripsina 20 ug/mL (c) (Type Il No. T-8128)
« HCI0.001N

(@) Se peso 6.05 g de TRIS (hidroximetil-amino-metano P.M. 121.14) y 2.94 g de
CaCl,.2H,0 vy se disolvié en 900 ml de agua destilada. Se ajusto el pH a 8.2 y se
afor6 a un volumen de 1L.
(b) Se pes6 100 mg de a-N Benzoil- DL-arginina -p-nitroanilida-HCI (BAPNA) se
disolvié en 2.5 mL de dimetilsulfoxido y se diluyé en 250 ml con amortiguador
TRIS previamente calentado a 37 ° C. Esta solucion se prepard el mismo dia y
cuando se uso se mantuvo a 37 °C.
(c) Se pesd con mucha exactitud 4 mg de tripsina bovina (SIGMA T-8253) y se
disolvié en 200 mL de HCI 0.001N. Se almacend en refrigeracion, esta solucién
puede durar de 2-3 semanas sin pérdida apreciable de actividad.
Procedimiento
1. Preparacién del extracto:

a) Se pes6 1 g de muestra finamente molida y desengrasada (<5% de grasa)

en un vaso de precipitado.

b) Se adicioné 45 mL de NaOH 0.01N.
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d)

f)
9)

h)

Se ajusto el pH a 9.6 + 0.2 y se colocé en un matraz aforado de 50 mL
aforando con agua destilada.

Se transvaso6 a un vaso y se coloco una barra magnética.

Se agitdé 2 % hora a 300 r.p.m (revoluciones por minuto).

Se dejo %2 hora en reposo.

Por decantacion se separ6 el sobrenadante y se elimind el residuo
insoluble.

El sobrenadante se diluyd 1:10 para producir que 1 mL produjera una
inhibicion de 40-60% esto con el fin de reducir la desviacion estandar

relativa.

2. Determinacion de la actividad:

a)

b)

d)

f)

g)
h)

Se pipeted en tubos de ensaye por duplicado porciones de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4,
1.8 mL de extracto diluido (1:10)

Se ajusto el volumen a 2.0 mL con agua destilada.

Se introdujo en un barfio de 37 °C.

Se adicion6 2.0 mL de solucibn estandar de tripsina (previamente
mantenida a 37 ° C).

Se incubo por espacio de 10 minutos exactos.

Se adicioné 5 mL de solucion de BAPNA (a 37 ° C) a cada tubo.

Se mantuvo dicha mezcla de reaccion por 10 minutos exactos.

La reaccion enzimatica se detuvo por la adicion de 1 mL de acido acético al

30%.
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i) Se homogeneizé inmediatamente.

3. Lectura de la absorbancia de las muestras

a) Se realizé en el espectrofotdmetro a 410 nm (antes de la lectura de cada
una de las alicuotas del extracto, primero se ajusto el aparato a 0.00 de
absorbancia (100 % T) con su respectivo blanco)

b) El tubo con 0.00 mL de extracto es la referencia (40 pg de tripsina/10mL),
sobre el cual se basare los calculos.

4. Célculos:

a) La lectura de absorbancia (A), directamente se pasa a unidades de tripsina:
U.T.=Ax100

b) Como se tiene una serie de alicuotas del extracto, se tiene a su vez una
serie de valores de U.T., cada valor de UT obtenido se resta al dato de
referencia, obteniendo asi los respectivos valores de unidades de tripsina
inhibida (U.T. 1.)

c) Se puede calcular el valor de U.T.l./ mL de cada una de las alicuotas y
cuando se grafica la actividad enzimatica inhibitoria (U.T.I./ mL) como una
funcion de la alicuota del extracto de prueba, se observa una correlacion
lineal negativa, de donde se puede obtener el valor extrapolado,

correspondiente al valor cero de la solucion inhibitoria.
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B (valor extrapolado)

TRIPSINA
INHIBIDA
(U.T.I/mL)

»

VOLUMEN EXTRACTO (mL)

Este dato extrapolado, es el valor mas cercano a la actividad inhibitoria verdadera
o real (si se refiere al inhibidor de soya tipo Kunitz).
Cuando se obtiene una correlacion lineal no satisfactoria (<- 0.9), se puede
trabajar el valor promedio de la serie de alicuotas, reportado en términos de
U.T.l./mL.

U.T.I./mg muestra = B x F x 50

1000 mg

Donde:
B = valor extrapolado o promedio en U.T.l./mL

F = Factor de dilucion, el cual depende de la (s) dilucion (es) realizada (s).
Cuando se trabaja el extracto directo F=1

F=A1 X Az
ai ao
A = aforo (s) a; =alicuota (s)
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« Determinacién cuantitativa de Lectinas (Hemaglutininas)

Material

Reactivos

Parrilla de multiple agitacion Corning stirrer
Centrifuga eppendorf 5702

Tubos de centrifuga de 15 mL con graduacion.
Incubadora Blue M

Espectrofotdmetro Sequoia-turner

Adaptador para celdas de 12 x 80 mm (acondicionado a una abertura
de 1 cm?)

Microtiter Kit. Microdilutor 50 pL

Embudos pequefios

Balanza analitica sartorius

Pipeta automatica multicanales

Dispositivo de lectura de placas

Fibra limpia de vidrio

Placas de microtitulacion tipo “V”

Solucién anticoagulante (Heparina 1000 Ul)

Solucién salina (NaCl) al 1%.

Solucién salina (NaCl) al 0.9%.

Solucion del estandar de lectina Ricinus communis (SIGMA L-
7886-5 MG ) (a)

Proteasa al 0.2% (SIGMA P-5147).

(a) La concentracion inicial reportada en el estandar de Lectina Ricinus

communis fue de 11.89 mg de ricina/mL en un volumen de 0.48 mL por lo

que a partir de este dato se realizo el calculo para tomar un volumen que

tuviera una concentracion de 0.1 mg de ricina/mL , al realizar el calculo para
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5 mL el volumen que presenta esta concentracion fue de 43 L, por lo que
se midio este volumen con la mayor exactitud y cuidado, se coloco en un
matraz aforado de 5 mL y a continuacion se aforo con solucion isotonica
(0.9%). De esta solucion se realizé una dilucion 1:10 que fue el estandar
gue se ocupo en la determinacion, con la finalidad de definir la cantidad
minima de Ricinus communis que produce prueba positiva de aglutinacion
(L).
Procedimiento
1. Preparacion del extracto:
a) La muestra con un contenido < 5% de grasa se molié finamente con un
mortero.
b) Se suspendi6 0.10 g de muestra en 10 mL de solucion salina al 1%.
c) Se efectud la extraccion con agitacion mecénica durante 2 horas a 300
r.p.m a temperatura ambiente.
d) Se centrifug6 el extracto a 3000 rpm., durante 10 minutos para eliminar
el residuo insoluble.
e) Se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro de vidrio de porosidad
gruesa.
f) Se lavo el residuo con solucion salina al 1%.
g) El extracto filtrado se llevo al volumen inicial (10 mL).
2. Preparacion de la sangre:

a) Se sangr6 al hamster por via ocular.
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b) Se colocé la sangre en un matraz pequefio con solucién anticoagulante.

c) Se agitd suavemente para la completa homogeneizacion de la sangre con
la solucidn anticoagulante.

d) Para evitar al maximo la coagulaciéon, se diluyd esta con solucién salina
isotonica.

e) Se transvaso la sangre con anticoagulante a tubos de centrifuga.

f) Se lavo 3 veces con solucidén salina al 0.9%, la relacion “sangre: solucion
salina” fue de aproximadamente 1:13.

g) Se centrifugo a 3000 rpm. durante 10 minutos.

h) Después del ultimo lavado, se medio en el tubo de centrifuga la cantidad de
paquete de eritrocitos.

i) Se diluyd al 4% para lo cual se agrego por cada 1 mL de glébulos rojos
24 mL de solucion salina al 0.9%.

2. Sensibilizacion de los globulos rojos:

a) A cada 10 mL de suspensiéon de globulos rojos al 4 % se agrego 1 mL de
solucion de pronasa al 0.2 %.

b) Se colocaron en incubadora por espacio de 1 hora a 36.5+0.5°C.

c) Se centrifugo para eliminar la enzima sobrenadante y se dio 3 lavados con
solucién salina al 0.9%.

d) Después del ultimo lavado se re suspendi6 el paquete de glébulos rojos al 4
%, para lo cual, por cada mililitro del paquete de eritrocitos se adiciono 24

mL de solucién salina al 0.9%.
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3. Ajuste de la suspension de globulos rojos:

a) Se tomo6 0.1 mL de la suspension de globulos rojos ya sensibilizados y se
agrego 4.9 mL de solucion salina al 0.9 %.

b) Se leyd en el espectrofotometro a 620 nm, usando un adaptador de celdas
que permiti6 el paso de solo 1 cm?de luz y como blanco solucién salina al
0.9%.

c) La lectura que se debe obtener debe estar en un rango de 24 a 29% de
transmitancia.

Nota: En caso contrario se tiene que realizar la dilucion necesaria para que la

suspension de glébulos quede dentro de dicho rango.

4. Microtitulacion:

a) En las placas tipo “V” del microtiter se coloc6é en cada pozo de las hileras
que se van a usar 100 pL de solucion salina al 0.9% con la pipeta
automatica multicanales evitando tocar las paredes del pozo

b) Se llené el microdilutor con 50 pL, esto se hizo introduciéndolo en el
extracto problema y al sacarlo se absorbié con mucho cuidado la solucién
adherida en el vastago del microdilutor.

c) Se introdujo en el primer pozo de la hilera, girdndolo sin excesiva presion y
se pasO con mucho cuidado al siguiente pozo y asi sucesivamente hasta
completar una hilera para obtener las diluciones seriadas.

d) Se realizé lo anterior para el estandar, solucion diluida (1:10) de Ricinus

communis que sirvio como referencia para la determinacion cuantitativa.
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Nota: Para cada placa se preparé una hilera para el estandar de Ricinus
communis y una hilera para la prueba negativa de lectinas a la cual solo se le
coloco solucion salina isotonica.

e) Con un pipetero de gota se coloco en cada pozo 50 pL de la suspension de
glébulos rojos sensibilizados y ajustados.

f) Se giro la placa en forma circular y se coloco en la incubadora a 36.5 £ 0.5
°C durante 1 hora.

5. Lectura:

a) Se colocé la placa sobre el dispositivo de lectura.

b) Se observé a través del espejo el fondo de los pozos de cada hilera de
prueba.

c) Se reportd la maxima dilucién que presenta prueba positiva de aglutinacion,
tanto del extracto de la muestra a ensayar como de la dilucién del estandar
de Ricinus communis.

Recomendaciones:

-Realizar la dilucion necesaria para que el extracto produzca un titulo dentro de los
primeros 10 pozos de una hilera.

-Cuidar el rango de temperatura establecida y todo el material que se utilice debe

estar perfectamente limpio.

Célculos:

® | a maxima dilucion que presenta aglutinacion se denomina como titulo (t)

de la muestra.
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® |a prueba debe efectuarse varias veces para mayor representacion y
confiabilidad de la determinaciéon (minimo por triplicado). Se saca el
promedio de los titulos de las diferentes lecturas y se redondea al nimero
entero mas cercano.

® Se calcula el limite de deteccion del método usando como referencia la
Lectina Ricinus communis.; para lo cual, primero fue necesario conocer la
cantidad de lectina que se utiliza realmente en la determinacion y se calcula
de la siguiente forma:

E=M-D
Donde:
E: Cantidad de lectina para el primer pozo de la hilera respectiva (expresada en
Hg)
M: [lectina] en la solucion diluida (expresada en pg/mL)
D: Cantidad de muestra tomada por el microdilutor (L)
®  Conociendo este dato se puedo efectuar el calculo para obtener el limite de
deteccion del método:
L =2 (E/3)
Donde:
L: Limite de deteccion, cantidad minima de lectina que produce prueba positiva de
aglutinacion (expresada en ug)

t : Titulo o el promedio de los titulos redondeando al entero inmediato.
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® Con el resultado del limite de deteccion, se calculo las unidades
hemaglutinantes (UHG) de la muestra problema, para lo cual fue necesario
calcular la cantidad utilizada realmente de la muestra problema en el primer
pozo de la hilera respectiva como se hizo anteriormente, pero expresada en

mg.

Donde:
e: Cantidad de la muestra en el primer pozo de la hilera respectiva (expresada en
mgde lectina).
M: [muestra] en la solucion diluida (expresada en pug/mL)
D: Cantidad de muestra tomada por el microdilutor (uL)
® Se calculé la cantidad minima de muestra que produce prueba positiva de
aglutinacion (titulo de la muestra problema).
MA = 2 (e/3)
Donde:
MA: Cantidad minima de muestra que produce aglutinacion (expresada en mg)
e: Cantidad de muestra en el primer pozo (expresado en mg)
t: Titulo o promedio de los titulos redondeado al entero inmediato.
® Con los datos anteriores se pudo determinar la concentracion equivalente
de lectina que tiene la muestra problema de acuerdo a la siguiente
expresion:

LE = L/IMA
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Donde:

LE: Cantidad de lectina de referencia expresada en pg/mg de muestra que
también equivale a 1 mg de lectina/g de muestra.

Si por definicidbn establecemos que 1 unidad de hemoaglutinacion (UHG) es
equivalente a 1 mg de lectina bajo las condiciones establecidas, podemos
expresar nuestros resultados en UHG/g de muestra.

Determinacidén semi - cuantitativa de Alcaloides

Material
 Parrilla de agitacion CORDING Mod. PC-351
» Rotavapor marca BUCHI Mod. R.
« Papel filtro Whatman #1
+ Matraz de bola 100mL
Reactivos

* Metanol R.A

« Acido clorhidrico 1%

» Reactivo de Mayer (1)

+ Reactivo de Wagner (2)

+ Reactivo de Draendorff (3)

» Reactivo de Sonnenschein(4)
+ Reactivo de Hager(5)

+ Reactivo de Scheibler (6)

» Reactivo de acido Silicotugstenico(7)

(1) Se disolvié 1.36 g de HgCl,en 60 mL de agua y 5.0 g Kl en 10 mL de agua.
Se junto las dos soluciones y se aforo a 100 mL con agua destilada

(2) Se disolvio 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20mL
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de agua; la solucion se aforé a 100 mL con agua destilada.

(3) Se disolvio 8 g de nitrato de bismuto penta hidratado en 20 mL de &cido nitrico
y 27.2 g de Kl en 50 mL de agua.
Se mezclé las dos soluciones y se dejé reposar durante 24 horas.
Se decanto la solucién y se aforé con agua a 100 mL.

(4) A 100 mL de una solucion caliente de molibdato de amonio (43 g/100 mL), se
adiciono 100 mL de una solucion caliente de fosfato de sodio dibasico anhidro
(10 g/100 mL), a esta soluciéon clara se le adicion6 10 mL de acido nitrico
concentrado; al precipitado amarillo que se formo se dejé reposar durante 1
hora. Se decantd el liquido sobrenadante y se desecho, se suspendid el
precipitado amarillo en 50 mL de agua destilada y se calentd. A la suspension
caliente se le adiciono 100 mL de la solucion de carbonato de sodio anhidro
caliente (28 g/100 mL). Una solucion clara debe formarse, y esta solucién se
evaporo en la capsula a sequedad, se flameo la superficie del polvo con un
mechero bunsen hasta encenderse, para evaporar las sales de amonio. Se
peso el polvo y el cual fue de aproximadamente 30 g el cual se disolvio en 200
mL de agua destilada caliente se calentd y adiciono a esta solucién 50 mL de
acido nitrico concentrado, a esta solucién de adicioné agua destilada hasta
llevar a un aforo de 300 mL; resultado una solucion clara amarilla de acido
fosfomolibdico.

(5) Se prepar6 una solucion acuosa saturada de acido picrico (2 g/100 mL).

(6) Se disolvié en 50 mL de agua 10 g de tungstato de sodio y 7 g de fosfato
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disédico. La solucién se acidulo con acido nitrico.

(7) Se disolvio 5 g de acido silicotugstenico en el acido sulfarico (6N) necesario

para formar 100 mL de solucién.

Procedimiento

a)
b)

c)
d)

e)

f)

g)

h)

)

k)

Se peso 4 g de muestra seca y molida finamente.

Se mantuvo toda la noche con 40 mL de metanol.

Se calent6 durante 4 horas a 50 °C, agitando interrumpidamente.

La mezcla se filtro.

El residuo se lavdo con 20 mL de metanol los extractos obtenidos se
combinaron.

Se evaporo el disolvente en el rotovapor.

El residuo se resuspendié con 2 mL de metanol y 12 mL de HCI al 1% para
retirar el resto del residuo se uso 8 mL de HCI al 1%.

La mezcla se agitd y filtré

El filtrado se hizo basico con amoniaco concentrado.

La solucion anterior se extrajo con tres porciones de 20 mL de cloroformo
cada una, dando la fraccion “A”.

La solucién acuosa residual de la anterior extraccion, se extrajo con una
mezcla de cloroformo—etanol (3:2 v/v) con tres porciones de 20 mL cada
una, esta fue la fracciéon “B”.

Las fases organicas (A y B) se lavaron con 5 mL de solucion media

saturada de sodio y secada con sulfato anhidro.
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m) Las dos fracciones A y B se evaporaron en un rotovapor por separado.

n) El residuo se re suspendido con 1.5 mL de HCI al 1% y 1.5 mL de

cloroformo.

0) Se agito vigorosamente y la fase acuosa de cada fraccion se y filtro a través

de algodon y se dividio en 7 porciones.

p) Estas alicuotas se ensayaron con los 7 reactivos de alcaloides

q) La presencia de precipitado indicé una prueba positiva.

Determinacion cuantitativa de Alcaloides

Material

Reactivos

Embudo de separacién de 125 mL
Parrilla de agitacion

Papel filtro Whatman 1

Matraces bola de 100 mL

Metanol

Amoniaco concentrado 30%
Cloroformo R.A

Etanol R.A

Sulfato de sodio anhidro

Solucién de sulfato de sodio saturada
Rojo de metilo (1%)

NaOH 0.1N (Valorada)

Acido sulfarico 0.01N

Mezcla de cloroformo—etanol (3:2 v/v)

Procedimiento

a) Se pesoé 5 g de muestra previamente desengrasada.
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b)

d)

f)

g)

h)

)

k)

)

ANEXO I

Se coloco en un matraz con 40 mL de metanol.

Se dejo en agitacion toda la noche a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo se colocd en un bafio a 46+2 °C con agitacion
constante durante 4h.

La mezcla se filtro con papel Watman # 52 y el residuo se lavd con 20 mL
de metanol.

Se evaporo el disolvente en un rotovapor a 60°C a sequedad.

Se re suspendio el residuo con 2 mL de metanol y se le adiciono 12 mL de
HCI 1% se coloco en un vaso de precipitados y el matraz bola se lavo con 8
mL de HCI 1%

Se filtré con papel Watman # 52.

Este filtrado se alcalinizo llevando a un pH de 9.5+0.2 con NH4OH
concentrado.

Se pas6 a un embudo de separacion y se extrajo con tres porciones de
cloroformo de 20 mL cada una.

Se recupero la fase organica (inferior) (A).

A la fase acuosa se le midi6 el volumen, y se le agrego el mismo volumen
medido de una solucién saturada de sulfato de sodio, se extrajo con tres

porciones de la mezcla cloroformo-etanol de 20 mL cada una.

m) Se recupero la fase organica y se junto con la de la anterior (A)

n)

Esta fase organica se pas6 a un embudo de separacién y se le adiciono 10

mL de una solucién saturada de sulfato de sodio.
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0) La fase organica se recibié en un vaso que contenia 5 g de sulfato de sodio
anhidro.

p) Por decantacion se paso la fase organica a un matraz bola.

gq) Se evaporo a sequedad el disolvente.

r) Al residuo se le adiciono exactamente 10 mL de acido sulfarico 0.01N con
pipeta volumétrica, se homogenizo y el matraz bola se lavo con 10 mL de
agua desionizada.

s) Se adicion6 5 gotas de rojo de metilo al 0.1% y se realiz6 una micro
titilacion con NaOH 0.1N.

Célculos:

mg. de alcaloide / g de muestra = (A-B) *N* meg*1000
g muestra

Donde:

A= mL de NaOH 0.1N gastados por el blanco

B= mL de NaOH 0.1N gastados por la muestra

N= Normalidad 0.1N

Meqg= 0.1642 (Dos moléculas de alcaloide referidas a la ricinina (PM: 164.16)
reaccionan con una molécula de H,SO, en medio acuoso, formandose la sal
correspondiente de alcaloide).

Determinacién de ésteres de forbol

Materiales
* Rotovapor
« Bafio de agua.

« Bomba de agua
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Reactivos

Charola de pléastico

2 Mangueras de latex

Termdmetro de —20 a 400°C

Mortero con pistilo

Columna: Nucleosil 100-5 C18, 150 mm 4.6 mm, tamafio de particula
5 um

Sistema de ultrafiltracion Millipore
Membranas de filtracion de 0.45 um
Integrador Millipore Waters 745

Detector UV -VIS Waters 2487

Bomba

Sonicador ultrasonico:Branson modelo 3210
Matraz Kitasato de 250 mL

Buchner con alargadera.

Tretrahidrofurano(THF) grado HPLC

Acetonitrilo grado HPLC (solvente B)

Acido fosférico (R.A)

Diclorometano(R.A)

Estandar de forbol 12-miristato 13-acetato (SIGMA P8139-5 MG)
Arena (Grado Analitico)

Procedimiento

1. Extraccion de los esteres de forbol:

a) Se eligieron 5 almendras representativas del lote de las semillas de

higuerilla.

b) Se pesaron y se molieron con un poco de arena de mar grado analitico,

usando un mortero con pistilo y 200 mL de diclorometanopor 5 min, el
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material se dejo asentar y el diclorometano se filtr6 en fri6 utilizando el
vacio y papel filtro del No 50.

c) El residuo en el papel filtro y en el pistilo es recuperado usando otros 20mi
de diclorometano y homogenizado por otros 5 min. La fase liquida fue de
nuevo colectada, este procedimiento se repitio 3 veces y el filtrado de las 5
extracciones fue recolectado.

d) El residuo (de la arena y las semillas) fue sujeto a ondas ultrasonicas
(105W) por 3 min con 50 mL de diclorometano, posteriormente se filtro y
este filtrado se junto con el resto de las extracciones previas.

e) El filtrado se llevé a sequedad con un rotovapor a una temperatura de 40°C
con vacio.

2. Preparacion de la muestra:

a) El residuo seco de la muestra se afor6 a 5 mL con THF.

b) Se filtr6 en frio a través de una membrana de millipore de 0.45 um
recibiendo este filtrado en un vial.

3. Preparacion del estandar:
a) Se pes6 1mg del estandar de forbol 12-miristato 13-acetato (SIGMA
P8139-5 MG) y se aforo con 1mL de Tetrahidrofurano (THF).

b)Se filtré en frio a través de una membrana de millipore de 0.45 um

recibiendo este filtrado en un vial, se mantuvo en frio debido a que el THF

es muy volatil.
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4. Preparacion de buffer de acido fosforico (disolvente A):
a) Se tomo con la pipeta 1.75 mL de acido fosférico al 65% y se llevo este
volumen a 1L con agua destilada
b) Se ajusto el pH a 1.80 £ 0.02 con HCI 0.01N.
c) Se filtré por un sistema millipore de 0.45 um y se almaceno en refrigeracion

dentro de un frasco ambar.

5. Acondicionamiento del equipo:
a) Se realiz6 un lavado de columna con agua previamente filtrada por un
sistema millipore de 0.45 ym, la cantidad de agua para lavarla fue de 15 a
20 volumenes, durante 1 hora,

b) Se dejé 1 hora con las condiciones de inicio del gradiente.

6. Condiciones de cuantificacion:

a) Detector de UV- Vis

b) Fase movil:
Fase movil A: buffer de 4cido fosférico
Fase movil B: acetronitrilo

Los cuales se desgasifican por 1h en el sonicador antes de usarse.
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c) Gradiente:

Tiempo (minutos) Fase A % Fase B %
0 60 40
10 50 50
40 25 75
55 0 100

a) La cuantificacion se llevdo a cabo a temperatura ambiente, los picos se
integraron a 280nm.
b) Después de cada corrida la columna se lavo por 15 min con THF al 100% y
posteriormente se volvio a ajustar el equipo con las condiciones iniciales.
6. Inyeccion de la muestra y el estandar:
De la muestra asi como del estandar se inyectan 20 yL, cada uno se inyecta por
triplicado.

Digestibilidad proteinica “in vitro”

Material
+ Barfio de agua Grant modelo 5E-10 a 37 °C
+ Bafio de agua Polystat a 55°C
« Balanza analitica sartorius modelo A-210-P
« Potencibmetro Corning pHmeter modelo 10, con electrodo de
calomel
« 2 vasos de precipitados de 1L para cambio de bafios
Reactivos

« HCI diluido
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» NaOH diluido
» Solucion enzimatica A(a)
« Solucion enzimatica B (b)
(a) Se aforé con10 mL de agua destilada las siguientes enzimas:

o Tripsina pancreética porcina (Tipo IX)
227040 unidades BAEE de tripsina (SIGMA T-0134)

o Pepsina porcina de mucosa gastrica
0.520 unidades BAEE de pepsina (SIGMA P7000-25G)

o a—quimotripsina pancreatica bovina (Tipo Il)
1860 unidades BAEE de alfa quimitripsina (SIGMA C-1421)

Nota: En la preparacion de esta solucion enzimatica se realiz6 una modificacion ya
que en lugar de usar la Peptidasa intestinal porcina (Grado I) enzima propuesta en
la metodologia original publicada en la AOAC; se utilizé la Pepsina porcina de
mucosa gastrica (SIGMA P7000-25G).
(b) Se aforé con 10 mL con agua destilada la siguiente enzima:
o Proteasa bacteriana 65 unidades de caseina de proteasa (SIGMA
P5147-1G)

Procedimiento
a) Se peso la muestra que contenia 10 mg de N,
b) Se utiliz6 como control cuantitativo la caseina liofilizada.
c) Se adicion6 10 mL de agua destilada.
d) Se equilibré el pH a 8.00 + 0.03 utilizando HCIl y NaOH diluido.
e) Se dejé una hora remojando y en agitacion en un bafio de 37°C.
f) Se equilibr6é las soluciones enzimaticas a pH de 8.00 + 0.03y 37°C.

g) Transcurrida la hora se afiadié 1mL de solucion A mientras se agita.
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h) Exactamente 10 minutos después de afiadida la solucion A, se adiciono 1
mL de la solucion B y al mismo tiempo se transfirio el vial a un bafio de 55
°C.

i) Exactamente 19 minutos después de afiadida la solucién A, se transfirio el
vial a un bafio de 37°C.

j) Alos 20 minutos después de afadida la solucion A medir el pH

k) EI pH del control de caseina debe ser de 6.42 £ 0.05.

Célculos:
Calcular el % de proteina digerida o % de digestibilidad de la siguiente forma:

% digestibilidad = 234.84-22.56 (lectura de pH)

Tratamiento con calor hiimedo

Materiales
» Vaso de precipitados 1L

« Balanza granataria
« Termdmetro

« Autoclave

» Estufa

« Charola de aluminio

Procedimiento
a) Se pesO 500 g de semillas en un vaso de precipitados en la balanza
granataria.

b) Por cada gramo de semillas se agrego 1mL de agua.
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c) Elvaso se tapo con papel aluminio (con unos pequefios orificios )

d) Se metié a la autoclave a una presion de 15 psi por 15 minutos, el tiempo
se conto a partir de que el mandémetro de la Autoclave registro 15 psi,

e) Transcurrido el tiempo se apago el equipo y hasta que descendio la presion
se abrio la autoclave para sacar las semillas.

f) Las semillas se extendieron en charolas de aluminio para posteriormente
meterlas en la estufa para su secado, el tiempo de secado fue de 16 hrs a
35°C +0.5.

Ensayo de toxicidad aguda

Materiales

» Balanza Granataria (OHAUS) para animales de laboratorio
» Rack de jaulas de acero inoxidable

« Jaulas de acrilico con comedero y bebedero

« Marcador de orejas metalico

« Jeringa hipodérmica de 1mL (tipo insulina)

« 30 ratones macho de la cepa ICR de 18-22g.

Procedimiento
1. Seleccidn de la especie:

a) Se ocuparon ratones macho de la cepa ICR de 18-22 g de peso corporal, se
eligieron ratones de 1-2 semanas de edad con el fin de observar su
crecimiento durante el bioensayo.

2. Distribucion de los animales:

a) Primero se les suprimi6 el alimento y solamente se les dejo agua.
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b) Se pes6 y marcé cada ratdbn con un oradador especial de acuerdo a la

siguiente anotacion:

Figura 11.Forma para marcar ratones.

c) Se pesaron los animales y la distribucion se hizo de acuerdo al método de

la “culebra japonesa” colocando como minimo 6 ratones por lote.

®

G

®

G

Lote 1 Lote 2 Lote3 Lote 4 Lote 5
156> 16.2 [ *164 —[”164 164
16.7¢ 1 16.6 «—16.5 «+—16.5 «—16.5
16.8—» 16.9 ——>» 17.0 —|/>17.1 —*> 17.2
17.6«¢— 17.5¢«+— 1741 17.3 «<+—17.2
176 —> 176 — > 17.7 —|*> 179 —> 18.0
18.9 7187 184“ | 184 *[ 183

B

Tabla 14. Distribucion de animales conforme a su peso de acuerdo al método de la “Culebra

3. Preparacion de la muestra:

Japonesa”

a) Como el maximo volumen permitido en ratones, tanto por via oral como

intraperitoneal es de 1 mL y considerando que en promedio un raton pesa

30 g, se calcul6 esta relacion la cual fue de 0.03333 mL/g p.c. (p.c= peso

corporal) equivalente a 33.33 mL/kg p.c con este factor se logro realizar los

calculos necesarios para preparar las dosis.
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b) Se parti6 de una dosis inicial de 15000 mg/kg de p.c realizando una

disminucién de la dosis usando el factor de dosis progresivo de 3.2 para las
demas, por lo que las dosis quedaron de la siguiente forma: 15000 mg/kg
p.c, 4687.5 mg/kg p.c, 1464.8 mg/kg p.c, 457.8 mg/kg p.c.

Las dosis se prepararon a partir de la muestra desengrasada y
destoxificada, para la primera dosis resulté dificil preparar la suspension
homogénea, ya que se necesitaba mucha muestra debido a que la harina
de la semilla de higuerilla desengrasada y destoxificada resulta ser una
harina muy fina y de poca densidad, por lo que la primera dosis se
suministré6 en dos partes; cada una de 7500 mg/kg p.c, suministrando la

segunda dosificacion una hora después de la primera.

Ejemplo de célculo para la preparacion de la primera dosis:

7500mqg | kap.c = 225.023n19 1g ;:0.225 g muestra
33.33m mLL  10Q0AT mL

d) Por lo que para la primera dosis se pes6 0.225 g de muestra.

e) Como vehiculo para la suspension de la muestra se uso goma Xantana al

f)

0.1%, también se le agregd colorante (rojo #40) al 0.01% esto con el fin de
visualizar mejor el volumen de la muestra en el momento de la
administracion.

Una vez que se peso la muestra se afor6 a 10 mL con la solucién de goma

Xantana al 0.1%.
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g) Todas las dosis se prepararon minutos antes de la administracion, se
mantuvieron a la temperatura corporal del animal (36-37°C) y para esto se
colocaron en un bafio con esta temperatura hasta el momento de la
administracion.

4. Dosificacion:

a) Se preparo la jeringa con el respectivo volumen para cada raton de acuerdo
a su peso, por ejemplo para el primer raton se suministro del lote control se
suministro 0.51 mL.

Porque: 15.6.4 {0.033 mL J =0.51 mL

/gp.c

b) Se sujetd al ratdn con la mano izquierda de la nuca y el pescuezo.
c) Se introdujo lateralmente a través del espacio interdental y con una suave
rotacion se avanza dentro del esofago hasta un nivel conveniente y se procedi6

a descargar el liquido.

Figura 12. Dosificacién
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5. Observaciones clinicas:

a) Se observo su comportamiento inmediato al momento de suministrarle cada

dosis y se registro.

b) Se monitoreo su comportamiento cada hora durante 24 horas con el fin de

observar sintoma clinico anormal.
Los sintomas clinicos que se monitorearon fueron: Lordosis, Xifosis, Ataxia,
Piloereccion, Ereccion Caudal, Agresividad, Aletargamiento, Excitacion,

Disnea, Cianosis e Hipotermia.

d) Se mantuvieron en observacion 14 dias y cada tercer dia se pesaron los

ratones de cada lote, con el fin de observar si la administracion de la
muestra de estudio tuvo una influencia sobre los animales ya que la pérdida

de peso corporal es buen indicador de efecto toxico.

e) Al finalizar el estudio se realiz6 un grafico donde se observa la curva de

f)

crecimiento del peso promedio de cada lote durante los 14 dias.
Finalmente se realizé un Analisis Estadistico para ver la diferencia de cada

dosis suministrada con respecto al lote control.
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ANEXO Il

Se muestra el Andlisis de Varianzas (ANOVAS), por dia, la hipétesis planteada
fue:

® Hipotesis nula (Ho): "no existe diferencia significativa entre el lote1
(Control), lote2 (15000 mg/kg p.c), lote 3 (4687.5 mg/kg p.c), lote 4 (1464.8

mg/kg p.c) y lote 5 (457.8 mg/kg p.c); es decir, todas las medias(u) de los
lotes son igua|ESI HO:“ ioter = M 1ote2= M 1ote3= M 1otea = M 10tes

® Hipdtesis alterna (Ha ): "Si existe diferencia significativa entre el lote1
(Control), lote2 (15000 mg/kg p.c), lote 3 (4687.5 mg/kg p.c), lote 4 (1464.8
mg/kg p.c) y lote 5 (457.8 mg/kg p.c); es decir, todas las medias(u) de los
lotes son diferentes: Ha = [ iger # M iote2 M 10te3? M 1otes M iotes

Tabla 15. Andlisis de Varianza del peso promedio por lote para el dia 0.

Origen de las Suma de Grados de Promledlo de Proba- Vgllor lusi6
variaciones cuadrados libertad oS F bilidad critico Conclusion
cuadrados para F
Entre grupos 0.80 4 0.200 0.27 0.89 2.76
Dentro de los 18.24 25 0.73 No hay
grupos diferencia
Total 19.03 29

Tabla 16. Andlisis de Varianza del peso promedio por lote para el dia 3.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Proba- Vgl_or -

A : - critico Conclusion

variaciones cuadrados libertad los cuadrados bilidad para F

Entre grupos 26.79 4 6.70 2.42 0.08 2.76

Dentro de los 69.34 25 2.77 No hay
grupos diferencia
Total 96.13 29

Tabla 17. Andlisis de Varianza del peso promedio por lote para el dia 5

Origen de las Sumade Grados de Promedio de Proba- V{:\I_or -
A . los F - critico Conclusién
variaciones cuadrados libertad bilidad
cuadrados para F
Entre grupos 82.80 4 20.70 4.83 0.01 2.76
Si hay

Dentro de los 107.18 25 4.29 diferencia

grupos

Total 189.97 29
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Tabla 18. Andlisis de Varianza del peso promedio por lote para el dia 7

Origen de las Sumade Grados de Promedio de Proba- V?I.Or .,
A . los F - critico Conclusién
variaciones cuadrados libertad bilidad
cuadrados para F
Entre grupos 22.14 4 5.53 1.04 0.41 2.76
Dentro de los 133.11 25 5.32 No hay
grupos diferencia
Total 155.25 29

Tabla 19. Analisis de Varianza del peso promedio por lote para el dia 10

Origen de las Sumade Grados de Promedio de Proba- <\:/r?t|ic::ro Conclusién
gen cuadrados libertad los cuadrados bilidad
variaciones para F
Entre grupos 23.15 4 5.79 0.85 0.51 2.76
No hay

Dentro de los 170.53 25 6.82 diferencia

grupos

Total 193.67 29

Tabla 20. Analisis de Varianza del peso promedio por lote para el dia 12

Origen de las Suma de Grados de Pré)emlggo = Proba- c\ﬁﬁli?:g Conclusion
variaciones cuadrados libertad bilidad
cuadrados para F
Entre grupos 23.65 4 5.91 0.89 0.48 2.76
Dentro de los 166.25 o5 6.65 .No hay
grupos diferencia
Total 189.90 29

Tabla 21. Analisis de Varianza del peso promedio por lote para el dia 14

Origen de las Sumade Grados de Promedio Proba- Vgl_or L.
A . de los F - critico  Conclusion
variaciones cuadrados libertad bilidad
cuadrados para F
Entre grupos 43.66 4 10.92 1.72 0.18 2.76
Dentro de | 158.81 25 6.35 No hay
entro de los : : diferencia
grupos
Total 202.47 29
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