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CAPITULO PRIMERO 

INTRODUCCION 

Lee leguminosas pertenecen a le familia de las legumino9ae y se cult1-

ven en todo el mundo, tanto en los trópicos como en las zonas templadas 

aunque en menor cantidad que loa cereales de primera necesidad; su con-

tribucián al suministro mundial de proteinas es considerable, constitu

yendo por tanto un aumento importante pare el consumo humano que revi.! 

te un destacado interés desde el punto de vista de la nutrici6n (3). 

En algunas leguminosas de consumo humano se encuentra une serie de com

puestos tóxicas y antinutricionalea dentro de loa que dt?stacan los lnh_!. 

bidores de tripaina, les hemaglutinines, los glucósidos cianoghnicos, -

les saponinos, los alcaloides, los factores causantes del bocio y el -

factor táxico causante del latirismo y favismo. 

Va oue el frijol (Phaseulua vulgarls) es un alimento de al to consumo en 

nuestro pa1s, que aparta una parte sustancial de prote\nas a la dieta -

del mexicano (2lt,59) es de notable lnter~s conocer los tóxicas int.r1ns!. 

ces de este leguminosa y aunque se han hecho estudios sobre la composi-

ci6n y caracterizaci6n de éstas en la semilla, hay escasos trabajos ---

sobre su presencia en las diferentes partes de la planta (2,12,41). 

En este trabajo haremos referencia a dos de los factores tbx leos ya me!!_ 

clonados que son: lnhibidores de tripeina y hemaglutininas y el mismo-
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tiempo se tratará de correlacionar estos factores con algunoa compuestos 

del enl:tlieie proximal tratando de buscar un posible papel en le fisiolo-

gle de la plante. 

La leguminosa de grano más importante, con gran diferencia sobre las de-

ml!is es el frijol común (Phasl!olue vulgaris) del que se cultivan diversas 

variedades, constituvendo además le principal fuente de proteine vegetal .. 

Existen muchos tipos de frijol que difieren no solamente en su adapten.;.-

ci~n en distintas zonas ecológicas, sino tambilm en !'JU h~bito de creci-

miento y én la apariencia general de la planta, en el color, forma y ta-

mano de la semilla, as1 como en su sabor, estas últimas caracter1sticas-

son determinantes en cuanto a la aceptac\ón del producto por el público-

de diferentes regiones geográficas o paises (J,59). 

Deben mencionarse coma factores adicionales a favor del frijol como ----

fuente de nutrientE?s, le fac\l\dad de su preparación para el consuma y la 

multiplicidad de formas c:arne:.>tibles, tales como: 1J~l.nas, tallos, hajos

tlernas v granos inmaduros a secas. En general E!. frijol constituye un-

buen complemento en las dietas que se consul"teri en los trópicos, caracte .. 

rizadas por al.tas ingestas de carbohidratas y un l'l\nimo de prote\na ani-

mal. (7). 

No cabe dude que las leguminosas de grano comestible juegan un papel im-

portante para resolver los prablernas de nutrición ( 3), aunque la genera-

lidad de los pa1ses en v1as de desarrollo que afrontan los problemas nu~ 
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tricicnales ·deriven de cereales v leguminosas su principal aporte de C.,! 

. loriee y proteinea, sin embargo, como la proporción en que se consumen -

estos aliment"os no ea adecuada, es necesario incrementar el consuma de· -

leguminosas con el fin de lograr la mayo~ utillzaci6n biológica de la --

mezcle resultante (16). 

·- 3 -



CAPITULO SEGUNDO 

GENERALIDADES 

!l. l. LEGUMINOSAS 

11. l.a. DESCRIPCION BOTANICA 

Lea leguminosas consti tul/en una familia ex tens:;, que comprende m&s de ---

13,000 especies, Que varlan en tama~o, desde la diminuta arveja silvestre 

de la zona templada u los gr:andes árboles; algunos producen vainas de un 

metro de largo, que florecen en los tr~~lcos •¡ se plantan algunas veces

pere procurar sombre o otros cultivos más delicados (3). 

Las leguminosas se caractcri zan por u1rios r<>:gos morfológicos importan-

tea, las semillas r,e hayan contenl~:1s en una >1alnu cnracter\stic<J, ·1us-

hojas tienden a se1· de un colo;- verde oscuro, , st! div\de11 gcneralmentr.•-

en foliolo!::i. las rulces tienen riÓdulos que ercierrnn l'ls b<iclerius es-

pcclflcas Que desempeñan un papel singulor 1/ ·1ital en la nutrlci6n de -

estos vegetales. Las flores de las leguminosas vndan mucho en cuento-

a tamai'io y vistosidad (57). 

Casi todas las plantes utilizadas como alimento paro el hombre y los en_!. 

males . domésticos, y todas las cul ti vades corno fuente ae leguminosas --

para semilla, pertenecen a la subfemil ia Papil ion o idee e as\ denominada-

por le forma de mariposa de sus flores, en cuanto a los caract02res de la 

flor se tiene pétalos imbricados y estandarte calocado hacia afuere de-
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las eles. Son principalmente herbbc~as, de vida anual y crecen en todo-

El mundo desde los tr6p1cos hasta las altas regiones montañosas v sub6r-

tices. 

El ser humano sólo come por lo regular en cantidades apreciables unas 20 

especies de una gran subfamilia que han sido lnvestigodan por los nutri.§. 

legos (2, J). 

En las Caeaalpinloldeas, otra aubfamt lle, las flores son también lrregu-. 

lares y forman racimos relativamente ,,.uf?ltos, las cararterístlcas de la

flor son: Pétalos imbricfldoe y estandarte ·colocado hacia adentro de las 

alas. 

En les Mlmosoidea!:l, Que es la tercera subfamilia, las flore~ fotm<Jn pan.2 

jas dPnsAs, coma caraciertst.ica de la flor; son pl!ta.lo!J vfllvadas y coro

ld regul:Jr. Estas dos últimas subfamilias son pri~cip~lmente árboles v-

crecen en los tr6picos, en general no proporcionen al imen 1.os tle consumo-

humano, nero hay unes cuantas especies que suministran su· .. t-ancÍn!-3 comes-

tibies (17,57). 

las leguminosas difieren de otros vegetales alimenticios en que, merced-

a las bacterias simbióticas de l'Js nódulos radicales, tiene la prrin.ied-3d

de obtener el ni tr6geno combinado e incorporarlo a los demlis alimentos -. 

nut:ricios, tomándolo de la provici6n cJe nitrógeno libre de la atmósfera. 

Esto hace que estas plantas puedan sintetizar con ciert2 facilidad pro-

telnas lo que las convierte en una buena fuente de este nutriente, uti-

lizándo:;e tanto en la· al im~ntec i 6n humana como en la animal. 
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II.l.b. COMO FUENTE DE ALIMENTO 

Loa paises en viae de desarrolla afrontan problemas nutricionelee y las 

leguminosas comestibles representan un potencial inmediato pera resol--

ver estos problemas ( 59). 

Lee hojas de algunas plantas leguminosas se consumen mucho 'como hortal.!, 

ze y las flores de algunas de elles también se comen. Lee vainas inma

duras de frijoles, guisadas como hcrteUzaa constituyen un alimento fa ... 

miliar es~r-clalmente en regiones de Latinoamérica (3) • 

. Algunas leguminosas tienen raic;es tuberosas y SE: aprovechen como elime_!! 

to humano, un ejemplo de ésto es el' frijol de Ge:? (Peophocarpus Tetregb 

!!.!!,l_E!!,U.=!_) • 

Nutricl.analmente, las legumlnosaf> de grano ap:ntan cant.ida11es !:lignifi-

catives i::e: 2nerg\a a la dieto1 de poblac1-ant's ::e !:ajar; rPcursas "..'r.onóm1-

cos y lo que es má~. 1mportant~. apnrt.an la prc·1:!:n~ suµlen.entaria .a la

,dteta principalmf!nte de cereale~ o toda Ja pro':P!na a una dieta a base

de tubérculos. 

En genEra: las leguminosas comestibles t'eprecoen:~r> 11nA ruente de PT'oteJ. 

na almacenable y transoortable. 

!l. l.c. ~JMPOS!CION QU!MlCA 

La singular composición química de las legurr.¡;,:¡5;5 es le que dá a estas 

gran valor alimenticio. Las semillas son una rica fuente de protel-

nas en tal forma, Que queda garantizada la elta calidad (59). 

Lo prote1na de las leguminosas son en su ma,•or 03rte glvbulines con un-
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80% del contenido total de pratelne, fl.1!%'o también se encuentran albúm_!. 

nas en algunas especies y representen del 8-10% de pratelne total. La

mismo que la mayor1e de las protelnas vegetales, pueden ser deficientes 

en ciertos aminoácidos, como !a cieteina v metionina. 

Tienden a ser también deficientes en ácido glutámico, arginina y nitró

geno emoni acal; pero como fuente de prote1nas vegetales, 1 as pro te1nas-

de las leguminosas no son inferiores a las de otras plantas, las legum.!, 

nasas sirven admirablemente coma c"omplemento de otras fuentes de ¡note! 

na vegetal (57). 

las legurrdna5as contienen del 57-65% de hidratos de carbono (prlncinal-

mente féculas) que en general se absorbe v se utiliza bien. Sin embar

go, cnbe mencionar que hay cierta cantidad dP hidratos de carbone, ta=.

. les como galactosas, pentoses y hemicelulosas Que se_ aprovechen es:itsa-

mente (3,56). 

Un grupo importante de carbohidratas lo "conutltuye la llamad<J fibra cr.!;! 

da, formada principalmente de Celulosa y hemicelulosa, las cueles no ..,_ 

son digeridas por el sistema digestivo humano, sin embargo los rum1an·-

ll?s el pueden aprovechar este tipo de compuestos (B). 

El contenido de grasa de la mnyorle de las leguminosas se haya ent!"e 1-

2%. Solo el cacahuete (Arachis Hipogamea) v la soya constl tuyen ·fuen-

tes importantes de las el tedas sustancies. Les grasas de las legumino

sas en general, ~on ricas en ácidos grasos esenciales. 

Las CE!n izas en leguminosas, var 1a de 2. 5-lt .2%. 

Como las gram1neas, les leguminosas tienden a mantener concentracL::mes-
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bastante al tes de· potasio y f6sfaro, pera p.Or la regular san mucha mlla-

rices que las graminees en calcio v magnesia. Un valor representetivo

pera el grupO en su conjunta es al de 100 1119. frente a 10 y 16 mg. de-

arroz elaborado. 

Les leguminosas_ contienen cantidades considerables de í:icido fitico que-

puede afectar a la absorcibn y aprovechamiento de su calcio, mediante -

la precipitaci6n de sales insolubles en el est6mago y duad1::no 1 pero a4n 

cuando se tenga en cuenta es te hecha, la ingestión di:aria de 5Dg. de l!!,_ 

guminosas, puede· repre!1entar una contribución útil a las necesldadeH de 

calcio. 

La mayaria de las especies de las legumlncsas contienen &Óla cantidades 

pequeflas de caroteno (provi tamtne A). No obstante, existen diferencias 

entre las especi~s y dentro de ellas, según el color y la váriedad. 

Los valares de muchas leguminosas, seg6n los datos d1sponible!J del 

orden de 50-JDO Unldadcs lnternactanales de vitemtna A par 100 mg. 

El contenida de tiamlnrt de las legumino!:la<; como grupa es más o m~noa 

equivalente, a excede l~geramente al con.junto de los cereales. ·los va-

lores varian de D.3 a 1.0 mg. por 100 g. de muestra. 

Les leguminosas contienen poca riboflavina, los valores representativos 

oscilan entre 0.1 y 0.4 microgramas por 1(10 g. 

Las leguminosas sin descortezar c::ntienen vitamina E ( tocoferol) en CB.!J. 

tidades alga mayores que la del total de los cereales. En cuanto al --

ácida pantaténico, la relación es inversa. En corrparación con la maya-

r1a de las alimentos comunes, las leguminosas constituyen una buena ---

fuente de ácido fólic:o .. 
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Il.2. TOXICOS EN LEGUMINOSAS 

II.2.a. INTROOUCCION 

En el i-eino vegetal le naturaleza he dotado a ciertas plantes con capa

cidad de sintetizar una amplie variedad de euatanciee qulmices, las cu.!! 

les ee eet:le ejercen ciertos efectos daiHnos cuando son ingeridas por el 

hombre o los animales (24). 

~ué a princ~pias ele este siglo, cuando se descubr16 que las semillas de 

algunas legunilnoees, al incorporarse en forma cruda a dietes e.o:pertmen

tales paro :::nlmeles, no permiten un crecimiento no~mal, debido a que --

contienen S;Jstancles que se consideren t6xtc8s tanto pare el a·rganlsmo

humano cor.e i:ara el enimAl. Las primeras observaclunes al respecto se

deben a Os!::::rne y Mer:idel quienes denominaron 01 estas !:iUSt.enclas •Tax·ia.!, 

búmlnes• • 

. La iriveati;ación de estas sustancias tóxicas, resulta de gran importan

cia, ya que haste ahora s6lo se tiene referencia de factores que en ma-

yor o menor grado influyen sobre los efectos l!!lntinutriclonalea. Sin---

que se canezca el papel que des.:;mpel'lan estos compuestos t6xlcos en la -

fisialogla de la plenta, o de saber los meceniemoe de acci6n de estos -

factores antlnutriclonales en _el organismo, por su lngest16n. Hacemos

referencia especialmente en aquellos compuestos termol6biles en los CU,!! 

les le sustancia activa, ha resultado ser una protelna o una mezcle ae-

prctelnas c:mo son: rttohemaglutininas e lnhibidores de tripslna. 

Otros factores tóxicos y antinutricionales relacionados con las leguml-
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nasas, son las siguientes: 

Agentes latir.og~nicos, productores de fsvismo y glucósido& ·cianogl!nico•. 

La importancia que tiene estudiar la preaencia de euatancteB t6xicas .en 

leguminosas, radies principalmente, en que constituyen une parte impar-

tente en le alimentación humana y es muy amplio su potencial de contri-

bUci6n para la alimentación animal. 

11.2.0. INHIBIDORES DE TRIPSINA 

Son s~stancias que tienen la capacidad de inhibir la actividad proteo-

Htlca tle ciertas er:izlmas Cl5,l&). 

Estos inhlbidoree de proteasa~ han atraldo la atenc:ilm debido al pool-

ble pace! que est'as sustancies podd.an jugBr en e~ valor nutritivo de -

protainae en plantee. 

En 'gl'an· parte de las plantas consideradas como horteltzeo, ·se encuentran 

inhto!dorcs de proteaeas, en primer lugar flay que me.ncionar e las Íegu

mlnosas como las especies de phasealus, la soya y habaD, pero tembi6n-

los g-.!sentes y patatas contienen tales sUstancias. 

También los cereales como el trigo 1 ma\z, centeno. avene, arroz .y alfa,! 

f6n ccnttenen en el grano sustanc1aa inhibidorae de tr1ps1na y quimo-

tripsin~. El inhlbidor de la tripoine c¡ue se encuentra en la harina de 

tr~go se destruye por el calor, es una de las caracter1sticaa de este -

lnhibidor. 

Loa inh1bidores se presentan en gran cantidad sobre todo en lee partee-

comestibles de estas plantas, principalmente en las sem1lles, pudiendo-
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ser inh1bldores de le trlpslna y de la quimotripsina. No se conoce a--

:::iencia cierta la acCión fiaiol6gica de estos factores y de su gran va

riabi,lidad qu1mica posiblemente puede implicar la existencia de difere!!. 

eles en su to.1Cicldad. 

Debido al gr6n interés de la harina de soya como fuente de prote1na, y-

a causa c=e su alto aontenido de inhibidcres de proteasas, se han hecho-

diver_sos ensayos animales de e.1Cperinientaci6n sobre su lnrluencie en-

el crecir.-iento y su valor protéico. 

Los inhibldores m6a estudiados son el de Kuni t.z y el de Boi.ill"an-8irk. 

Con lo i::ue respecta a le reacc16n del innibidor de Kuni tz con la trip--

sina es casi instantánea, su constante de velocidad es de segundo orden 

v es dP 2 1. 10
7 

litro!oi/moles/eegundos. El peso molecular del lnhlbldor 

je Kunitz ¡ el de la_ tr\ps\na es apro.1Cimademente el mismo C2Li ,000) y le 

relación ,,,olar se considere generalmente l: l. 

El complej~ trlpslna lnhlbl_dor de tripsina tiene poca tendencia e diso-

i::~arse, E!)llcepto cuando el pH es lnrerlor a 2.9, ea por eso que se pensó 

que· la 1nn.lblc16n de la tripsine por el inhlbldor de Kunitz era no com

petitiva sin embargo se comprobó que la 1nhibici6n es competit;iva CIJO -

pequenes r-oléculas de sustrato tales como N-benzoll-L-arginins etll és ... 

ter, ya o:ue ln reacción del inhlbidor de Kunitz con trlpslna es casi --

anulada en :Jresencle de este sUstreto. 

El primer paso de la interacción entre el inhlbidor y la tripelna con--

slste en la ruptura del enlace erginin-isoleuclna Que se encuentre en--

t:-e los dos puentes disulfuro del inhibidcr (7, 40). 

- 11 -



Aparentemente se forma entonces una unión éster entre el resto de seri

n~ de la porci6n activa de la molécula de tripaina y el carbono terml--

nel que acabe de aparecer en el reato de arglnine del inhibidor modlf1-

cedo. 

El inhibldor de t\unitz es capaz de atacer les tripsinas derl.vedea de --

una amplia ver_l.edad de fuentes (1),. 

Le quimotripaina de bovino, plasme humano y larvas son tambi~n 1nh1b1--

d~s a varios grados. 

En.tre las ~nzlmes que son 1nh1b1des por el inhibl.dor de Kunltz est6n: 

Les proteases de tiole6, pepsina, trombine, colageneses y los cerboxi--

peptidasas. Pare el ceso de qulmotripslne de bovino el lnhlbidor de --

Kur!tz fcrma un complejo disocleble muy alto con une constante de dlso

ciaclún !J-&M (2,ltO). 

El inhtb!=cr de Dowmen-Blrk fue descrito primeramente por Bowman en ---

191.t. y Syt&ecuentemente purificado y caracterizado por Blrk y colaba---

redores (.3). 

Cl inh1b1ocr de Oowman-Blrk dl.flere del lnhibidor de Kunltz en los el--

gulentes 3spectoa: eu peso molecular es de apro)l(imadomente 20,000, es--

peci.almente rico en residuos de cistetna, tiene siete enlaces dlsulfuro 

pero es~á :lesprovisto de glicina 'I trl.ptcfanc (lt). Presenta doble cab.!!, 

za en donde existen eltios de enlace para le Qui.motri.pslna y le trlpsi-

na, tiene marceda:eetabilldad hacia el calor, el ácido v el álcali (7), 

una propiedad atribuible al efecto estabil izadcr de los enlaces disulf!:!, 

ro de la protelna. 
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Le primera hlp6tea1a que se reel!z6 sobre le baje dlgeetibllided, como

expl1caCi6n del reducido velar alimenticio de muchas leguminosas crudas, 

encontr6 apoyo en el descubrimiento efectuado por Bowman ( 12), por Ham

y Sanndstedt (?) de los inhibldores de trlpsina en la soya y en otras-

leguminosas. 

Se han obtenido en forma pura tnhlbldores tr1pelcos de soya ( 16), de -

frijol_ (59), de habas de lima (57) y de otras leguminosas. Perech muy 

probable que la destrucción de estos factores podda ser la causa del--

mejoramiento el valor nutrl tlvo de las semlllus crudas ce las legum.!_ 

nasas, ul sameterlse e cacci6n. En un estudio comparativo se observ6 -

que los lnctices de digestibilidad de las especies con el mayor conteni

do lle lnhlbidores tclpsicos eran loe más bajos (56). 

Le adición de e11:tracto pancreático e une dieta de soya cruda mejora-

mucho m~s par la suplementaci6n con metlonine que l!l de una ateta de -

soya cocida. Esta observación de Mellnlck (34) al formular la hlpóte-

aib de que en la digesti6n de la soya cruda, 11! liberación de este am1-

no6cido fue:-a más lento que en le soya cocida debido al lnhibldor trlp

slco. 

Se atribuye a los inhlbidar.es trlpslcoa tJe soya y de frijoles la hlpe1·

trofle del ¡:¡ánc:reas que regularmente se observa en andmales elime>ntJ:Jdos 

con dietas Que contienen estas leguminosas en forma cruda (44) ~ 

~ooth. y colaboradores son de la opinión que le hlpertrorta del páncreas, 

lleva e una excesiva pérdida de prote1nas end6genas secretadas par el -

páncreas. 

Va que estas protelnas cstan compuestas de enzimas pancreáticas, ricas-

en ciete1na, el resLJltado de este efecto en el cuerpo e~ LJna pérdida --
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de eminoécidoe azufrados. Esto puede explicar el hecho de le necesidad 

de metlonine, le cual es inherentemente la prote1ne llmltente en· la so

ya, esto se manifiesta. eún més en dietas que contienen soya cr~de. 

Recientemente hubo eVidencies pare indicar que la tripsina en el intea~ 

tino suprime le secrec i6n de enzimas pancreáticas por 1nh1biC16n de re

troel1mentac16ii y que los inhibldorea de tripsina provocan un incremen-

ta en le secreci6n de enzimas impidiendo la supree16n producida por ..,. __ 

tripsina. (5) .. 

El erecto ~obre el p~ncrees desaparece el usar los semillas en forma -

cocida lo que .se explica por la iermolabllidad de los lnhlbldoree. Es

dirlcll estimar cual puede ser el erecto de los inhtbldore'i tr1pslcos -. 

en el organismo humano. 

Diversos autores traten de averiguar el papel de los lnhibidores de prE!. 

·teases er• la risiolog1a de le plante. Sl su accibn está dlriglda prin

cipalmente hecle le proie61Lsls endógena, es1 por ejemplo se ha obser-

~ado q'Je en algunaS semillas éstos inhlbldcr~s que son activos contra-

Ciertas proteínas endógenas, desaparecen cuando le semilla entre en le

etepa de germinación. La otra hipótesis e: Jue estos lnhlbti.Jores acr.úen 

hacia la pro~eóllsis exóoene producida por nicroorgonismos invasores. 

Dentro ele los .factores que a~ecten el con~enicio de los inh\bidores ·de -

trlpslm~ tenemos: 

L El tratamiento con calor en donde el limite por el cual el lnhibi-

dor de trlpsine es destruido por calentamlerito est6 en función de le -

temperatura, duración de~ calentamiento, ':.arraño de part1cula v condi--

ciones variables de humedad. 

a. En autoclave a una atmósfera de vapor de 15 lb/1n2 durante 15-20 --
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min. se inactiva casi por completo el inhibldor de tripslna del frijol

de soya. 

b. Si loa frijoles es.tán en remojo durante la noche y posteriormente-

se ponen a cocer ae i_nactlva casi completamente el lnhibidor do tripsi-

na. 

2. Durante la germinación hay un mejoramiento .en el valor nutritivo -

del frijol de soya y un gran n~mero de leguminosas, .1;1unque la actividad 

del inhlbidor de trlpsina no parece cambiar durante· este proceso (40). 

3. Los preparados de soya fermentada conocida como tempech o natto, -

según repnrt~s, se tiene que el n"itrégeno de tempech es fácilmente dis

ponible, se atribuye la destrucc16n del inhlbldor de tripslna durante -

la preperncién de E.:Sta comida. 

l\o hubo e1Jldencias de agrundamientn pancreát.lco en r·at,as que fuerun -ll.!,. 

mentadas ca,, dietas que contentan tempech, lo cual indicada que los !~ 

hibida·res de tripsina de soya ·han sido destru1dos debido al tratamien

:.o d~ calor involucrada en la preparac lÓn del t.~mpech. 

t.. Prote!nas aisladas. En la actualidad los .aislados de ·soya y" te)Ctu

rizatlos de cerne son de gran importancia aunque se ha reportada que le 

calidad nutritiva de estos ali";entos texturizados ea equivalente a lH -

case1na o a la carne de i-es, la eficiencia de la prote1na dél alelado-~· 

es muy baje, pero puede mejorarse por tratamiento térmico. 

Estas resultadas indlcaf' la posible orese,,cia de lnhibidore-:: de creci-

miento en el aislado de prote1na. los cuales se inactlv03n durante el -

::iroceso en el que el aislado se convierte en fibra Ce>. 
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11.2.c. HEMAGLUTININAS 

En les semillas de las leguminosas v -:amb1én e11 otras plantas, existen 

sustancies termoláblles de tipo prote1nico llamadas fit.ohemaglutininee

cepaces de aglutinar los glóbulos rojos 09) .. 

Los pr\rneros estudios al respecte fueroñ presentados por Stlllmark en--

1888 1 sobre una prote\ne obtenida de la semilla de tártago (~ ---

~), capaz de? aglutinar ~~~ células de le sanqre (30). 

f'lm;tP.ririrment~ Surnmer aisló de i..;na variedad Clf:! frijol (C:mnvalis ensi--

~) 'Jra globul \na que llamé Ccncana.1alina C.. y la cual tiene la pro-

piedad de aglutinar glóbulos rojos. 

También en diferentes variedades de frijoles (PhaseoltJB vulgaris) se --

han .~ncontrar1o fracciones prote1r-icas. correspondientes a l~_ctines, que 

l\.cne11 act1vida1l !11.·111<.111\1.l i11.11d1·. t:n realidad le toKicidad verle consi-

', der~blt·r:.ente en los diferentes .tipos ce. frijoles (28,30). 

O~iginalmente se conocieron como fi.toh.erpaglutinines Y. se relacionaron -

a las,. lei;u:"'linosas euforbiáceas. 

llct':Jal1nente estas oustancias se ~<:nominan lactinas del griego legeré --

Que. significa elegir. Tambi6n se les conoce como hemaglutintnas porque 

pose::en afi~idad muv marcada por los ce:-bohidretos de. la me¡nbrana de er,!_ 

trocitos (63). 

Las lecttras son prote1nas o gluco~rote1nes oue contienen uniones cova-

lentes con azúcares. Tienen un.·PM de 10,000 (L)). 

Los ezúcare~ presentes son: Gluco~e 1 galactosa, 1tilosa 1 fructuo~a, .Ol.!;!_ 

cosamine 1 nianose, erebinosa y ramnc!:a (31). 

En las leguminoses 1 les lectlnes se local h:en lndistlntament.e en toda -
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le planta, aunque la máxime concentraci6n se encuentra en las semillas, 

estas a eu vez ee hallen concentradas en el cuerpo de le protelna del -

endospermo, donde aparecen durante le maduraci6n y desaparecen repida-

mente en la germlnac16n (JO). 

Estos t6xicos ademlts de ester prei:ientes en las leguminosas, han sido -

encontrados en muchas ramillas de plantas como llquenes y micelios de -

hongos, también han sido detectados en animales (6) como esponjes,· cru.! 

téceos, moluscos, caracoles, en peces, anfibios y en tejidos de mamife

ros (6). 

Las fltohemaglutininas se distinguen por sus re&f"lectlv11e especlficida-

.des, frente a los gl6bulos rojos de diferente origen. La mayorla de -

les membranas celulares, contienen glucoprote1nes situadas en le super

flcie de le membrana, por lo tanto se considera que lee lectinas se --

unen a ciertos receptores siempre y cuando tengan la mlsmA afinidad. 

Siendo de gren interés pera le determinecl6n de grupos sangu\neoa y --

también pera dlstinci6n serol6gice de verlas especies de animales (27). 

Por ejemplo, extractoa de arvejas, garbanzos o lentejas son activos en

eglulinor sangre de coneja, pero no actúan en sangre humanA de nlng6n-

grupo eengu1neo 1 loa extractos de habas de lime (Pheaeolua lunetua) 1 -

aglutinan solo sangre humane del grupo A (9, 10). 

Son capaces de inducir le mitosis en los cultivos de leucoci toq humanos. 

Es interesante mencionar que por su afinided con carbohidr13toc;; 1 han sido 

un arma muy eficéz pera estudiar le dinámica de la membrana celular (42). 

Una de las caracter1stices de les lectinas es el de actuar mediante un -

mecanismo similar al complejo enzima-sustrato o ant1geno anticuerpo 

sobre los carbohidretos, mediante múltiples sitios de unión. 
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Por otro lado se lea asoció una actividad tóxica, ye que se encontr6 -

que las lectinas de ciertos frijoles (Phaseolus vulgar is), aon respons!. 

bles del efecto t6xico cuando son administrados oralmente en forma cru

da a los animales (25,39,5J,58) .. 

Jaffé en 1960 encontró que la causa del efecto tóxico oral se relaciona 

con su acci6n sabre la absorcl/jn intestinal.. .=ucede que la aglut1naci6n 

se debe a la combinación con grupos receptores di::- la superficie de-las

células de la mucosa gástrica de una manera rru¡ semejante como se comb.!_ 

na can los glóbulos fojas, lnterfi rtendo en la absorción de los nutrie!! 

t.es (33). 

Hay varias. hipéteuis acerca de les runciones ::ue desempei'len estas sus-

tanelas en la planta, y son las siguientes: 

l. Actuar cuma anticuerpos para contrarresta: la acct6n de bacterias -

t.Jel suelo. 

2. Prote_ger a lR planta contra el ataque de '"'::ingas. 

J. Trnnsporte y almacenamientc de azúcares. 

Algunas bacterias tales como el rtzoblum, rorr.-:an n6dulae en las ralces

de les leguminosas y fijan el nitrógeno el cual ea vital para la planta. 

Une satisfactoria relación simbiótica entre las bacterias y las plantas 

es caracterizado por un al to grado de select~ .-!dad del simbionte hué's-

pe-d. Esto involucre a las lectinas en la base molecular para esta se-

lectivldad. La presencia de lectinas en los -=dulas de la ralz de alg.!;;!_ 

rias leguminosas fueron observadas por E isler 1/ Porthern (20 1 50). 

Cada lectina con una especificidad distinta Cebe considerarse como una

!>ustencia diferente a todas las demás fltohemaglutininas con propieda-

des íisio16gtcas espec!ficas, que oueden o ne incluir acciones que re--
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sulten nocivas pare los er:i1melee que lee \ng1eren, pueden o no ser ---

t6xices (26,41). 

Aquellas Qt,Je tienen efectos t6xicos, producen trastornos parecidos, 

entre los que resalte, le intensa inflemec16n de le mucosa intestinal,-

con la posterior destrucc16n del epitelio y edema. 

En el h1gado se observa deg~nerec16n de grasa v necrosis; asimt.erno se .. 

ha observado qué las lectinas de los frtjoles aparecen fuerterr.ente lig_! 

das e los homogenedoa de le mucosa intestinal de la rata lo :iue hace s~ 

poner qwe tiene para este tejido una afinidad semejante a la Que ~ani-

fie~ta por los ertt.rocitos, por lo que el posible efecto t6xtca, estl! -

rrlacionatJo a una mula abson:tán tntestlnal. 

Va que les fltohemeglutlninas son compuestos termolébtles, mucl"os de -..i 

los efect.os antinutrtctonales de las leguminosas pu~den ser elidnados

pur la apl ~cación de color. Presentándose ae\ un incrl?ment.c general en 

el valor nutritivo de les protelnas en lee leguminosas (26,51). 

l 1.2.o. Oli'OS TOXJCOS 

11.2.0.a. FAVISMO 

Es una enferwedad ocasionada por la ingestión de habas comunes (~ -

~). En la actualidad el término Feviemo se use para describir un 

slndrome hemolítico en individuos suceptibles e le taxicidao pcr el 

consumo de este leguminosa e 52). 

El Favismo se presenta principalmente en paises del lltoral Mediterrá--

neo. Se observo un defecto genét!co asociado a. la presencia del favie-
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mo¡ as! se he establecido que debe haber una prediap~sici6n individual-

a esta into;dcación, confirmándose que todas las persones que sufren f,! 

vismo, tienen una deficiencia de le glucosa-6-fosfato deahidrogenaea en 

sus gl6bulos rojos. 

En Vicia faba se han encontrado dos gluc6stdos capaces de oJCid':lr el gl!!_ 

tat16n, estos son la vistne y convicina. La acci6n hemolltica, se ori-

gina por e_l des.doblamiento en la propia semtll!l o en el canal alimenti

cio por la acción de le . 8-glucastdasa. (ft6,52). 

Produc:t: anemia hemolltica que se manifiesta en forma grave con ffebre -

de 390C. 

Los. gluc6sldos responsables de estü enfermed<1d son resistentee al calor, 

por la quP es importante tene~ debidas precauciones para su consumo, se 

recomtenda cocer y el !minar el agua de cocción, yH que son solubles en .. 

agua. 

11. 2 .tl .b. . GLUCOS!DOS ClANOGENICOS 

En la actualidad se sabe que la presencia oe glucÓ!'lidns r.tanog(>nlcos en 

cantidades trazas, estén amplle:mente distribuidos en el reino veget.al. 

Los glucósidos c:ienogénicos no son t6)(icos ;Jor st mislf'os, sino lo son -

por el HCN liberado. Le forme como se libera el HCN de estos gluc6si--

dos es por vle enzimática, llegándose a presentar la aut611Sis de eetos 

compuestos, sólo cuando se presenta un daf'lo rtsico de ia planta. Es --

importante hacer notar que pera que se libere el HCN del respectivo gl~ 

có~ido ctanogénico, es necesaria la participación de la 8-glucosidaea. 

El HCN es un potente inhlbidor resplratorio a nivel celular, ya que su-
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sitio de ecc16n es sobre le citocromo oxidase, le cue~ es el catalizador 

reep1rator1o terminal de loa organismos aerobios. Es dificil predecir

las dimensiones del env~nenamlento, ya Que la sensibilidad al HCN en -.-

los diferentes individuos es fllUV variable. 

Aunque el envenenamiento por HCN suele ocurrir en la alimentaci6n del -

·ganada, no se descarta la posibilidad de Que tarrbihn se presente en el

orgenismo humana, aunque en el treicto digeSttvo, no e)(iste nlnguna 8--

glucos\dasa, pero ni en la propia planta pueden algunas bacteria<;· lnte~ 

tina les de!lcompo'""!er el glucósido dejando en 1 ibertad e1 ácido clanhl-

drlco o par 1a acción del HCL del estómago sin embargo, el argar.lsma -

dispone de f::Jsibll idedes de daetoxiflcac16n, e)( is te sulfut·ot.riinsferese

(rodanasa) oue cat·auzo· la reacción del HCN con r>l tlasulfato, strir.e

tlzado ~n el n1gado, can lo que se forme sulfi+.o v t.im::iunuto que er, e-

limi"nudo por la orina (17). 

11.2.d.c. LOllR!SMO 

Esta enfermedad causada por el consuma excesivo de ctertas semillas-

de legum1nos;;is, en particular de Lathyrus sativua (almorta). Es basta_!! 

te frecuente en la· India. También se ha reportado la presencia de un -

tipo sim1la; de neuroletlrismo en caballos, vacas, monos v et.rus anima

les, cuando su d le ta consiste predami nen temen te de ciertas especies de

Lathyrus. 

Las caractedsticos de esta planta Lathyrus sativus son Ias siguientes: 

Su contenido en proteina es de 24-28% y 58% de carbohidrat:.s, el cante-
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nldo de grBsa ea bajo,_ el contenido de lislna es elevado y contiene poca 

cantidad ·de c;istelna y met1onina e 14). 

En le actuel'idád el tl!rm1no latirismo abarca por lo menos dos entidades, 

una que involucra un desorden del sistema nervioso Neuroletlriamo y otra 

es un· desorden del tejido conectivo Osteolat1riemo. 

l!.3. PHASEOLUS VULGARJS 

11.J,a. CARASTERISTICAS BOTANJCAS 

·El frijol pertenece a le. fanill1a legun.1nt'SB 1 .subfamll1e papl.Unoideae,

tribu phrmeole~a, aubtribu faseol1neas y género fJheseolus. Les princi

pales capecies que se cultivan en Mé11ico son Phaseolus vulgar1s L. (fr.!, 

jal común). P. coccineus L.· (frijol oyocute), fJ. iunatus L. {frijol -

lima) y r. acutlfoliue Gray (frijol tepar.¡J~ La especie más importante 

deslle el punto de vista ogr1c.ola es P. vulgarts L. (J). 

·La planta es anual 1 la ra1z Be de tipo fibroso o tubaroso; los tallos -

son tierbhceos, de crecimiento det.ermlnado 1J indetermlnUllo: los dos. pri

meros parea de hcijas son simples, y a part.lr del tercer par les hojas -

son pinadas trlfolieree, la inflorescencia es un racimo¡ las flores son 

pediceiades la flor consta de cinco sépalos, cinco pétalos, diez estam

b.res y un pistilo. 

En el centro de la flor se encuentra el pistilo, Que consta de ovarlo,

estilo y estigma¡ el fruto ea une vaina con dos suturas¡ cuando está ma 

duro es dehiscente y puede abrirse por la sutura ventral o la dorsal, --

y si no se abre, es indehiscente. 
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Pa!te del estilo permanece a menere de fi.lamento en la punta de la 

vaina, formando el ápice. Las semillas nacen al ternadamF.!nte sobre 

loe márgenes de las dos placentas ubicadas en la parte ventral de la

\/Blna, la semilla carece de endospermo y consta de testa y embri61"1. 

La teste se deriva de loe tegumentos del óvul: v su fÚnción principal 

es la de proteger al embrión¡ el embrión pro1..iene del cigoto y conste 

del eje primario y divergencias laterales; e: eje primario está fur-

mado por un tallo joven, el hlpocóttlo y la :-3dtcula. 

El tallo P.s milimétrico y consta de 3 ó lt nu::JL.Si su porción rnás b;Jja

es el nudo, de dt>nde surgen los cotiledones: Est!? a su vPz es la P~.!. 

te más baja del hipocátl lo. El h1poc6tll·o es la zona de tranoictán-

entre las estructuras l1ptces del tallo y las de la ratz y le radtcula 

(es ln r~tz en miniatura)¡ lef:i divergencias latP.rales del eje embrio

nario son las hojas. las más conspicuas de las cualer, son los cnt.tle

dones o primer par de hojas de la planta. 

L:::;s cotiledones forman p'.lrle voluminosa de la semilla y en elloR se -

elTT'ecenan las protetnae y los carbahii;Jratos, Que: i;on l;i fu'ent-.e apro-

vechable del fr-tJol. El segundo par de hojas silf'ples t;imbién se dis

tingue en el cmbri6n y surge en el segundo nudo del tal lo. 

11.3.b. DISTRIBUCION V ORIGEN 

El frijol es nativb del área México-Guatemala y se ha venido cultiva!! 

do en México por más de 11 1 000 aMos, según d.:ttos de restos arQueol6gi-

ces encontrados en las cuevas de la región de Ocampo, Tamaulipas (35) 

·.¡ en la cueva de Coxcatlán 1 Puebla (4lt). Este largo periodo en que--
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el frijol ha estado bajo domesticaci6n, aunado a la gran diversidad -

de condiciones ec~lÓglcas que prevalecen en les diferentes r:eglonee -

egr1colee de Héx.lco, ha permitido adquirir a les especies cultivadas-

una variabilidad genética muy grande debido a mutaciones espontáneas, 

reco1·.•bineción genética y selección • 

. Con el t.orrer de los siglos, el frijol común se ha extendido por ta-

des les partes del mundo adem&s de Am€!r 1 ca habi€!ndase ye hecho cons

tar :1..1e su cultivo en Mé.tco date de El:'is o más milenios. Posterior

me:-1te se domesticaron otras especies del glmero. Phaseolus como el --

Phaseolus cocctneus hace unos 2200 oí'los, el Phaseolus lunatus hace -

SJCO aiios v el Phaseolus acuttfolius hace 5000 años. 

El frijol se ha cultivaclo en toda América ael Norte, Central y del --

Sur ci;csdP tiempos remota~. y ·el gran núier:i de nombres que le. dan los 

tnotcs amcricenoa v. el de las variedades cultivadas eon una .1ueva 

P;rt.1C:? de·su antlgOedad (:i,3ld. 

La ir.-portancie del frljol común Phaseolu~ vulg;¡rJs en Aml?rlc..~ Latina-

radl.=a E!n J?l hecha Que es un componente l'"-:yoritario de la dieta huma

na, :ons~ituyendo además una de las fuentes de prote1na vegetal más -

importantes en las regiones tropicales oel continente. 

!I.3.c. USOS V NOMBRES .JULGARES 

En la actualidad el f?"ijol es uno de los cultivos más importen tes de

M~xlco, ye que de acuerdo con datos estadtsticos, ocupa el segundo l.!:!_ 

gar en importancia como elin.ento bás!co, después del matz v el sexto-
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lugar por el velar de le producción nacional, siguiendo al ma1z 1 alg~ 

d6n, trigo, cana de azúcar y car~. 

Este tipo de frijol del género Phaseolus vulgaria presente les siguie!!. 

tes caracter1stices: Es una planta herbácea anual, con variedades 

trepadoras y enanas de muchos colores blancas, rojas 1 negras 1 etc. 

Es procedente de América Central. Esta leguminosa es hoy en d1a la-

más importante en México, América Central y en la mayor parte de Amé

rica del Sur. Se cultlva en la zona templada y en la subtropical, -

a~l como también en le tropical a grandes altitudes y durante la ea"t~ 

ción rresca. 

Podemo~ mencionar como uso dlrecto el beneficia que proporcionan 

forma de grano, spml l las n materin verde P.n eAt.e rasu sus 'Jriinas vPr

de!. que ne pueden comer come hcrtalizEt cuando los sumtn l5tros de eota 

leguff!inoCio son abundantes, pudiendo ser ya i:.e¡i para el c:o.,swn10 humano 

o antrnal. También influyen la fP.rtilidad del suelo al aument.ar 91J 

contenido de nitrógeno por su asociación con las becterids del rlzo-

biur. .• 

Pero en los p131ses troplcales y subtropicale9 desempenan e1dernás otro ... 

importante papel: El de proteger el suelo contra el sol v lij lluvia. 

En cuanto a los nombres vulgares con que se denomina a esta planta -

tenemos: frijol común, habichuela. jud1e, frijol pinto, o:hul'T"•binho,--

opaca. 
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CAPITULO TERCERO 

OBJETIVO 

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la presencia de los --

inhib~do~es de tripsina y hemaglutininss, er. diferentes estadios del

deserrollo de la planta del frijol y en diversas parte& de le misma;

a su vez observar si hay alguna correlación con algún componente qu!

rnico del enéllsts proximal, cara as\ tener t..n mejor conocimiento de -

le posible función de estos factores anttnutricionalea en esta ~egu-

mtnosa. 
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CAPITULO CUARTO 

PARTE EXPERIMENTAL 

MATERIAL V ME TODOS 

IV.l. MATERIAL 

Para el presente trabajo se estudiaron dos variedadef; de frijol co:-~.? 

tible Phaseolus vulaaris: Frijol canerto-107 y Negro-Jamapa los cua

les fueron proporcionados por el Departamento de Recursos Genét leos -

del fnstttuto Naciunal de fnvestlgeclone!i Agrlcolas. 

1 V. 2. D 1 AGRAMAS DE TRABAJO 

IV .2 .a. ES íADIOS V PARTES DE LA PLANTA DE FRIJOL 

El material de estudio se fue recolectando a lea dHerent.es etapa!!·-

de desarrollo coma se muestra en forma esquemática en el dlagr~m'3-

J.J. 

IV.2.a.b. DETERMINACIONES FISICAS V QUIMICAS EN LAS D[FEREOIT(S 

PARTES DE LA PLANTA 

Una vez teniendo el material de cada una de las variedades, las -.::":P..!, 

mlnacianes .ffsicas y qu!micas Que se realizaron para las diferentes -

partes de la planta son las que :resentiamos en el diagrama l.1.2. 
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.Iv.2.a.c. OETERMINACION DE HUMEDAD ORIGINAL V ANALISIS PROXIMAL 

ParQ poder determinar la humedad original de cada une de lee partee .. 

de lea dos variedades de frijoles estudiados se desarroll6 el diagra

me de trebejo 1.1.3. Cabe aclarar que el material con bajo contenido 

de numedad (15%) se refiere el grano inicial y grano final. V pare .. 

el caso del material con humedad interme:ia o altas son las hojas, --

tallo y ralz. 

IV. 2. ·'.d. DETERMINA!: ION DE TOX!COS TERMOLABILES 

De acuerdo al diagrama 1.1.4. pera el caso del material can bajo con

tenido de humedad como ea el grano inicial y final, únicamente requl! 

re =e su molienda para tenerlt;> en un tar-año de pardculo adecuado que 

pe:-ita la obtención del e¡ictracto da hcmaglutinlnaa t! lnhibidorés de

tricsine. Sin embargo pare les demás etapas en donde ya se contaba -

cori las partes: Relz, tallo, hojas y flor o fruto el cual pr~senteba 

urie humedad mayor del 15% se tomó en cuenta le humedad original, oui:!

f'ue lo primero Que se hizo y a continu~c:i6n se muestre en forma des-

glosada y concisa los pesos que se siguieron pare ·la preperaci6n del

ext:-acto sujeto e estudio. 
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IV. 3. i-IE TODOS 

!V.3.e. ANAL!SIS PROXIMAL 

FUNDAMENTO: 

El anéllsls proximal o sistema anelltico Weende. se des8rro116 en --

Alemania hace m~s de Cien anos, en le estaci6n experimental que lleva 

su nombre. Desde hace mucho tiempo se ide6 esta mere: ha ena11 tlca que 

logra cuantificar cuatro de los cinco grupos, en forl!!a muy genérica. 

Consiste en determinar humedad, cenizas, prote1na e: ..1aa 1 grat>a cl'uda

" fibra cruda, por dife1·encia se calculan los carbo,..~aratos asimila-

bles. 

;:ara llevar a cabo las determinaciones consideradas en P.l esquema --

;:iropuesto por Wecnde que se describe en el dh1gram'1 (!\l.l.>. 5P. si---

~uleron las técnicos descritas en el AOAC (21), 

:iones les cuales se describirán más adelante .. 

¡ tqerm~ mod l rica-

El análisis proximal está dlseftado par:t simular el :JiOceso.de dige~-

tión; una digestión ácida es seguida p:Jr una dlqesr.i5n alcalina. [5te 

<t:!po de an:Ílisis se e111p1e8 en todo e! mundo para hacer tlescr\pclones

::te los alimentos, y le mayorla de los requisitos lJ?gall?'S paro produc

tos alimenticios se besan en el siste'"a Weende. 

DETERHINAC:ION DE HUMEDAD 

FUllDAMENTO: 

Es necesario conocer la humedad de la 1TUestra para oar le un velar rpel 

a la cantidad ·de los otros componentes, este dato ta~tiié., está r1?laci~ 
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nado can la edad y estado de conservación de la muestra. 

MATER !AL/REACTIVOS: 

- Estufa de vac1o LAB-LINE mod .. 3620. 

- Balanza enel1 ti ce 

- Desecador 

- Pesafil tras o che rola!:! de aluminio 

- Estufa can corriente forzada LAB-LINE, mod. IMPERIAL III 

PROCEnMIENTO: 

P:!.l"'eramente se pone a peso constante el recipiente en donde ee va a

ere=tuar le determinación. Pare el ceso de chel"olns de aluminio col.2, 

cá,.:olas de 2 e 4 horas en la estufa es suficiente. 

A ::~ t inuac tón se ad 1c 1 ona la muestra (2-Sg.), tra tanda r:!E> our. prese!:!. 

te ::: "layor suµl'!rflcie de evaporación se introduce en la e:. ... ufu QLle -

se encuentre entre. 100-110 ºc. El tiempo de permanencia ::s-ntro de. la 

estt...·'a depende del material de que se trate. Pare el Cñ">~ ae harinas 

v ;:;:-:duetos Lle baja humE?dad basta cbn 4-8 horas; sin embarg-:i para pr~ 

dw::.:= de alto contenido de agua, como son los tejidos ve.:;etales, se

reG..11e-re de 21.i-l.8 horas y que cuente. con una buena corriente de aere.! 

c!6-. 

Cuar=:. se tien~n muestras que a la temperatura de 100-llOc::C. se dallan 

e :::::::amponen, es conven_lcnte realizar esta determinació,.., una es t!:! 

fa a :Jresión reducida con el fin de abatir la temperature :!e ebulli ... 

el::,.. :el agua. Para este caso se coloca el recipient"? ccri muestra eri 

une estura que cuente con un oispositlvo para hacerle vac1o; hay que-
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hecer notar que no es conveniente colocar demasiadas muestras que te!!. 

gen un alto contenido de humedad (50%). 

Cuando se use el mlttoda de secada al vac1o, la Unl;!a de vac1o debe --

dar por lo menos 25 mmHg ¡ el tiempo de secado ea semejante á la de te.! 

minación en estufa normal, siendo en este caso la temperatura de sec.! 

do de 60-65°c. 

Todas las pesadas Que se efectúen deben hacerse inmediatamente des---

pués ~ue son sacadas del desecador. Se considera a peso constante --

una r:iuestre cuando al pesarla en la balanza anal1tica solo se presen

te variación en la cuarta cifra dec:tma1. 

Tenie .. ::: el ~eso de lo charola con rriuestr<J "lntes -¡ después di! sec:odu, 

v co~ .; l peso de la cha rala sala, se cu~ce -t.,1cer la determlnactón. 

General-ente la pérdida dP.l ~aterial qwe se .. mlatil \.za bajo entas CD,!:!. 

C:icic'lo::;, !le le acostumbra deno111inar cot'"C hun1edau. 

% HUMEOAO = _P~! ----º~r- X 100 

Dende: 

?i :::eso charola con muestra antes ce secada (en gramos) 

Pf Fes::i charola can rt•uestra despué'3 Ce secada (en gramas) 

=o:;.:J de la muestra (en gramas) 

DETEPM!".:<CION DE CENIZAS 

FUNOA!·'E.~;70: 

Las c1mizas incluyen todos las compuestos inorgán ices fijos de la ~ 
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muestra, tanto los originales como loe de contemlnec16n .. 

PROCEOIHIENTO 

Previam!!nte se deben poner a peso constante los crisoles, los cuales

se deben colocar en le mufla a una temperatura de 900°C., marcándolos 

con lápiz o cualquier sustancia Que no se elimine en el proceso de in 

cineración .. 

Al crisol se le colocan de 2-3 gramos de muestra apro~imadamente, &e-

pone e carbonizar a la flama de :.in mechero y bajo una campana, ·¡a Que 

se desprenderá una gran cantidad de humo. Cuando ya no se presi?nte -

desprendimiento de hunltl, se puede introducir el criso1 a \A mufla, lA 

cual debe encontrarse entre 500-5So0 c. 

El tie~po ae permanencia es muy variable, y tlepemJp del milt.1.orial au~-

se es~é tral.Jajando. 

OISPOSll IVO PARA CARBONIZACION 
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Cuando ae va a determinar cenizas en muestrea liquides o .semi-a6lidae, 

ea conveniente primeramente eliminar el ague o solVente en baf\o-mer1e 

o estura ·de vsc1o. Si después de le incineraci6n se obtienen cenizas 

con manches riegres, es conveniente adicionarle unas gotitas de agua -

destilada e estas cenizas una vez Que estén frias, con el fin de obt!, 

ner cenizas grisáceas o blancas homogéneas, lo c:iue nos indica el pun

to final de esta determinac16n. 

Es conveniente dejar ·enf1 lar un poco el crisol antes de meterlo al d!, 

secador, para su posterior pesada en la balanza anal1Uca. 

CAL~ULOS: 

El cálculo d~ cenizas en términos de porcentaje. es el stgulente: 

% CENIZAS • Pf - Pi X 100 

Donde: 

Pí • F'eso del crisol con la muestra dP.epués de incinerada (en gramos) 

Pi Pe~o del crisol a pesa constante (en gramo:.) 

Peso de la muestra (en gramos) 

OETERMINACION DE GRASA 

rur1:...AMENTO: 

La determ1naci6n del extracto etéreo, incluye una gran variedad de ca!' 

puesto9 orgánicos, únicamente unos pocos de ellos tienen interés nutrl_ 

cic.nal: aQuellos que se encuentran en gran cantidad incluyen la graee

verdedera, ácidos grasos y sus ésteres vi terriinas liposolubles y provl-
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tamines teles como son los carotenoides. 

El éter etilico, ea el solvente más eficáz y se utiliza en el establ,! 

cimiento de las normas exietentes. La desventaja es que el meteriel

debe estar libre de agua o alcohol, ya que el éter húmedo disuelve el 

azúcar y algunos otros cerbohidratos ¡ por lo cual es indispensable 

Que le muestra se encuentre seca. 

La primera razón por la cual es importante determinar el dato de gra

sa o extracto etéreo, es pad~r a1--,1er la fracción alta en contenido -

ca lárice. 

MATEA !AL/RE ACT !VOS: 

- Aparato de extracción Goldfish, LABCONCO 

- Cartuchos de ce lutosa de 22 X 80 mm. 

- Estufa de vacto LAB-LINE, Mod. 3620 

- Vasos de borde esmerl lado l'iIMAX 

- Ete;- etílico (anh.ldro) 

- Balanza analttice 

PROCEDIM!ErlTO: 

Pera esta determinación es aconsejable trabajar con la mue7itra previ!. 

mente secada; por lo cual e la muestra Que se le haya determinado hu

medad, inmediatamente se trebeja en la determinec16n de grasa. 

Dentro de un cartucho de celulosa se colocan de 2-5 gramos de muestra 

(dependiendo del contenido de grasa) se tapa con un pedazo de algodón 

y se coloca en el .compartimiento de extracción. 
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La caOtided de solvente depende del tameno del dispositivo de extrsc

c16n, y en tér.minos generales se recomienda la cantidad que produzce

doa descargas y una más que solo cubra el cartucho de celulosa pero -

sin llegar a sifonesr. 

Referente a la extracci6n en el aparato Goldfisch, es un dispositivo

comercial que consta de 6 unidades de .extracci6n, las cuales se pueden 

utilizar todas a la vez. 

tn este caso el cartucho de celulosa se c,;:::3 en el portadedal v -

este a su vez en el seguro metálico del apara':o. A cont1nuaci6n se -

colocan 3proxlmadamente 50 ml. del solvente sotlre el vaso de borde e_! 

merllado, 1/ este con la ayuda del anillo met2:t::o can rosca se asegu

ra el epa: ato de extracción. 

µ,:ira el ::ilentamit11to en el apdrat.o, se sube .- parrilla hasta Que -

est.é en contacto con el vaso, además se abre la llave del agua pare -

que circule éata sobre los refrigerantes. Cuando se trabaja con éter 1 

es conveniente colocar el control cJe calentl'l,...!ento en LOW (bajo). El 

periodo :le coli.?ntamlento es de aproximadamero;e S horas. 

Transcurrido el tlernpo de extracción, se bajan las parrillAs de cale!! 

tamiento, y se colocan los platillos de seguridad, se Quita el anillo 

de rosca y se seca el portet!edal con el cartucho, sustituyéndose por

el tubo recuperador volviéndose nuevamente a colocar el vaso para pr~ 

ceder a calentar. pero en este caso el solvente Quedaré retenido en -

el tubo recuperador. 
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una vez que el vaso ~até libre de solvente, secar a peso constante en 

estura e lloºc. por JO minutos, enfriar ~ pesar. 

Cartucho 
Portadedel 

CALCULOS: 

Vaso con borde 
esmerllaco 

An U lo. me té lic e 

-

A este procedimiento se le conoce como extracto etéreo. 

Los pesos del recipiente recolector se deben tener tanto antes como--

después del procedimiento de extracción. 

% GRASA = Pr Pi • 100 

Donde: 

· Pf Peso del recipiente después de la extracción (en gramos) 

Pi = Peso del recipiente antes de la extracción (en graoos) 

'"' Peso de la muestra (en gramos) 
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DETERMINACION DE PRDTE INA 

FUNDAMENTB: 

El m~todo empleado usualmente pera la determ1neci6n de nltr6geno en -

elimentoe, es el método Kjeldahl y verlas modificaciones se han. de_se

rrolledo en le actualidad. 

El procedimiento consiste en une axldaci6n de le materia orglinice por 

acc16n del ácido sulfúrica para formar di6:ddo de carbono, ague y li

berar el nitr6geno como amoniaco; el amoniaco existe en la solucl6n -

ácida como sulfato beldo de amonio, debido e que en la mezcla de rea;:. 

ci6n siempre hay un exceso de l!cldo. 

La digestilm de la muestra para formar el sulfato de aoonio, es la -

parte más dif1cil de la operac16n. 

Han sido usados muchos agentes cetillizadores pare aumentar le veloci

dad de digest16n de la muestre¡ como son el cobre, mercurio y el sel~ 

nio entre otros. Se han usado con mucha efectividad la combinación - · 

de catalizadores como es el uso de cobre-mercurio, cobre-selenio y -

mercurio-selenio. 

Se han adicionado numerosos agentes oxidantes al final· del perlado de 

digesti6n pare obtener une completa oxidación; en varios tipos de mue.! 

tres la pérdida de ni tr6geno a través de la formac16n de sininas o de

nitrógeno Ubre se he presentado por el uso C:e estos agentes e excep_-
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ci6n del us~ del per6x1do de h1dr6geno. El per6xido de hidrógeno debe 

ser usedo cuidadosamente ye que es común preservarlo con ecetanilide-

pera reducir la formec16n de oxigeno y ague. 

Seles como sulfato de potasio o de sodio son comunmente adicionadas -

pare aumentar el punto de ebull1ci6n de le mezcle de digestión, 9in .. 

embargo le releci6n sBl/ácido no debe ser muy alta, va que se podrte

presentar la pérdida de amoniaco de la sal de amonio. 

El amoniaco obtenido despul?s de la digestión, es liberado por una gran 

variedad de métodos¡ siendo el más usado por acción de un álcali y --

, atrapado el amontaco, liberado en una cantidad Conocida de ácido val~ 

ra
0

do. Otro método usa le di1·ecte estimación del emantaco, oor reac-.. 

ción con el reactivo de Nessler, que nos da en bajas conceri~raciones-

un precipitado insoluble coloidal de color naranja. 

NHl + 2'"1
2
Hgl 4 + KOH --t. NH

2
Hg

2
IJ' + 51'\t + H

2
0 

Este preci;:!tado colorido puede ser estimado colorimétricament.e, si~,! 

pre y cuan:::; se trabaje a concentraciones bajes. 

MATE A 1 •LIREACT!VOS 

- Oi~estor TECATOR 1 mod. ab-20/40 

- O!!:pOsitivo de m1crodest11ac16n LABCONCO 

- Tubos de digestión lECATOR de 75 ml. 

- Mezcla digestiva (a) 

- Per6)(ido de hidrógeno al 30% 

- Sulfato de potasio (R.A.) 
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Soluc16n de NaOH al &Olli 

Una vez efectuada la digeati6n se deja enf'rlar y ee procede B realizar 

le deetilaci6n en el microdestllador, el cual previamente debe estar-

en proceso de dest1leci6n (CALIENTE). 

D!SPOS!T!VO DE M!CRODESTILACION. 

A 

B 
e 

D 

e 

- fLUJO DE AGUA 

H 

A. Copa di:' adici6n G. Ret:ipiente generador de vapor 

B. Trampa de Kjeldahl H. Resistencia de calentamiento 

c. Lleve de tefl6n eléctrica 

D. Refrigerante 

E. trampa de vAclo 

F. Bulbo e un1ded de reacción/destilaci6n 
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La muestra se vecla e la cope de adici6n del disposi t1vo y el tubo de 

digesti6n se enjuaga doe veces con la m1nime cantidad de agua, paslm

doee este contenido a la unidad de destilación, a continueci6n se ef'I!!_ 

de a esta unidad con mucha preceuci6n y lentamente 15 ml. de NsOH al-

6ª"· 
Soluci6n de écido b6rico con indicadores (b) 

Solución de HCl O.Ol N valorada 

Preparación de le mezcla digestiva. 

(el :,isolver 3 g. de sulfato de cobre CCuS04• 5H
2

0> en 20 ml. de 

agua destilada¡ a continuac16n se agregan 50 ml. de l!cido ortofosf'ó-

rico (HJ:::io
4

> y una vez que esté bien disuelta La sal, se adiciona con 

mucho C-~:ado y resbalando por la pared del rE"Cipiente t.30 ml. de ácl, 

do sulr:: ~:o concentrado. 

Esta mez::e se deja agitando por aoroximadament.e 30 11•inutos. 

Preparac1:., de la solución de ácido b6r1co pera fijar el amoniaco. 

(bl Se pesan 5 CJ• de ácido bórico y se colocan en un matráz afo

rado de : : ¡ se adiciona agua hasta disolverlo y a continuación se 

=3greger:i J5 .,,¡. del indicador A (100 '"19• de fenoftale1ne aforados 

lCO mi. con olcohal etllica) 10 ml. del indicador 8 e :n lflg. de ver-

de de brc-·ocresol + 66 mg. de rojo :Je metilo aforados a 100 mi. con .. 

alcohol e"";!lico). Se ajuste el co:or e un tono café rojizo con ácido 

ó Blcali :eqún se reciuiera y se efo;a a 11 con ·agua deet1l8de. 

PROCED!".'::.·:ro: 

Pesar de sp .. 100 mg. y colocarlos en el "tubo de digestión, se le agre-
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ge aproximadamente 0.5 g. de K
2
sa4 y J ml. de mezcle de digeeti6n; -

se pone el tubo en el digestor por espacio de 15 minutos después de 

ello se saca del digestor pera que se enfrle un poco, pare poder adi-

clonarle 1.5 ml. de H
2
o

2 
y nuevamente colocarlo en el digestor que se 

encuentre a :3?o0 c:. Se considera que la digesti6n está realizada, ---

cuando el tubo no muestre manchas y puntos negros y adem&s le mezcle-

de digestión ses transparente. 

LIBERACION DEL NITROGENO AMONIACAL 

El destilado se recibe en un vaeo de precipitados Que contenga 50 ml. 

del ácida bórico, y le destlleción BE> continúe hastB completar un vo-

lÚIT'e,, de 100-125 ml. 

Una ·,ez completa la destilación, se esca el vaso de precipitados pare 

su ;:;:iste.rior titulación¡ en tanto Que con ayude de la trampa de vaclo 

del dispositivo se remueve de la unidad de destilec16n el residuo de-

la muestre que quedó. 

Finalmente el amoniaco atrapado en el ácido bórico, se titu]~ can t-C:l 

O.Cl';, hasta un vire de color verde esmeralda a un rosa clero. 

CALCULOS: 

Para reeli¿er loa cálculos es conveniente correr un testigo, en donde 

se sustituye la muestra por el eQuivalente en peso de glucosa o saca-

rosa; trabajándose le mlema forma. 

(P-0) X N X meQ.. X 100 
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% Protelna • % N
2 

X f 

Donde: 

P a ml. de le tl tu lec i6n de Le muestre 

B .. r-1. de la titulaci6n del blanco 

N • normalidad de le soluci6n de HCl 

meq= miliequivelente de nitr6geno C0.014) 

m .. peso de la muestre (en gramos) 

F .. fa::.tor de conversión (6.25) 

Con respecto al factor de conversión debemos aclarar que eo;te ~¿pende 

para cada tipo de muestra 1 el cual está relacionado i::IJ. contenl'Ja ::l~ -

nitrógeno de la proteina en estudio. 

DE TERMINACIO'. DE FIBRA 

FUNDAMENTO: 

Le denominación popular de fibra o fibra cruda, se refiere a las par

le!:. de la pared celular de loa tejidos vegetales, las cuales no cue- .. 

den ser digeridas por lea enzimas del intestino. Dut·ante el paso a.

través del tracto digestivo, la fibra se hincha y forma una masa gel.! 

tlnoaa, con una muy alta capacidad de retención de a~ua; con lo cual

se facilita el transporte del bolo alimenticia en el tracto digestivo. 

Dentro del .lr.terés enalitico de un alimenta, podemos dividil' las car

bohidratos de vrigen vegetal en dos partes: Por un lado los carbohi

dratos no-estructurales como son los almidones, azúcares y rructosa-

nas; y por otro ledo los cerbahidretos estructurales 1 teles como la -

celulosa y hemicelulosa 1 Que corresponde a lo Que se denomina fibra -
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cruda. 

Para la determ1naci6n de fibra de una muestra ea necesario trabajar -

con una muestra desengrasada y someterla a una hidrólisis belda segu! 

de de una hidr611eis alcalina con una posterior inc1nerac16n del mat_! 

riel insoluble para que por diferencia determinar el contenido de ca.! 

bohidratos no-degredablea. 

Por defin1c16n de acuerdo el métocio Weende, la fibra cruda es la p~r-

dida por .1gn1c16n, del residuo seco remanente despul!s de le digest16n 

de la n•uestre.con ácido sulfúrico al 1.25% y NeOH al 1.25% bajo las -

condiciones bien especificBdes, de muestre previamente ·desengrasada. 

MATEA! AL/REACTIVOS 

Vasos de Uerzel ius de óOO ml. r-.IMAX 

Aparato de digegtiÓn LABCONCO 

Estufa de vaclo LAB-LlNE, meo. 3&20 

Mufle THERMOLVNE, mod. 1500 

A;.;arato de digestión Fibertec IT'arca TECATOR, mod. ~010 

Heat Extractor 

Crisoles de porcelana y de vidrio-TECATOR 

Filtro de lino o papel Wha'tmen /1 40 

Solución de H
2
so

4 
al 1.25% Cm/V) 

Solución de NaOH al I.25% (m/vl 

Antieapumante (emulsión SlGMA-8) 

Alcohol etllico 
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PROCEDIMIENTO: 

Se pesan de 3-5 g. de muestre desengrasada sobre un vaso de Berzellus 

que contenga 0.5 g. de asbesto (limpio y calcinado) y unas perlas de

vidrio. A continuación se le adicionan 200 ml. de H
2
so

4 
al 1.25% que 

esté hirviendo, y unas gotas de antieapumente e inmediatamente se co

loca en el aparato de digest16n, el cual debe estar previamEnte calle,!! 

te¡ se deja digerir por espacio de JO min. exactos. 

Después de dicho perlada se vac1e el contenido sobre un embudo de 

8u!::hner Que contenga filtro de lino v se realiza la filtración can 

yuda oe vac!o; se lava el residuo con agua destilada caliente, hasta

E•limlnar al ácido (aprox. 500 ml.). Una 11ez !ovado el re5iduo se 

trt:!nSfiere nuevamente al vaso Berzellus, se le adiciona ur.as gotas de 

antie:;pumante y 200 ml. dt! NaOH 1.25% Que esH• hirviendo y se mantie

ne en el aPerato de digestión por espacio de 30 min. Transcurrido el 

tiempo se vacf.a nuevamente al fllt.ro de lino y se filtra, lavanco el

residuo con agua calltmte (aproximademen~e 500 rnl.), hasta P.liminar -

el álca11 y también quitar lee perlas de vidrlo JavándolF.ls con agua-

para recuperar el material adherido. 

Por último se le adicione al residuo 25 rr,1. de alcohol et11lco. El--

residuo se pesa a un crisol de porcelana (a peso constante) cuidando

de pesarlo en forma cuantitativa. Se coloca en la estufa de vaclo -

para su secado (aprox. 48 horas) y después se pesa.. A continuaci6n -

se carboniza y se introduce en la mufla pare su 1ncineracl6n, a 90a0c. 

para después de realizada dicha operac16n volver a pesar el crisol. 
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CALCULDS: 

•ve que ee requiere de trabajar con muestree previamente deeengrasadee, 

ee recomendable usar le muestra a le que se le determin6 humedad y ---

grasa¡ por lo cual el peso de le muestra seré referido el peso inicial

prevlo de las anteriores determinaciones. 

% FIBRA 2~--=--~~ )( 100 

Donde: 

Ps = Peso crisol con residuo después de sec~dn (en gramos) 

Pe ::. Peso crisol con residuo despuPs OP. calcinado (en gramos) 

Peso de muestra (en gramos) ( t) 

IV.J.b. ANALISIS TOXICOLOGICO 

IV.J.b.a. INHIBIOORES DE TRJPSJNA 

FUNDAMENTO: 

Pare le determinaci6n de inhibldores dt! t.rtpsina FH? •Jtiltz6 el mhtodo 

de Kokedc y col. el cual se b<isa en observar le inhtbtc16n producida

por un e11.tracta acuoso (sol. de tJa0~1 0.01 N) de la muest.ra sobre una .. 

so.luc:ión patr6n de trlpslna. 

En dicha técnica, el extracto dilutda se pone en contacta con un:.l so

luc16n patrón de trlpsina y después de cierto tiernpo se det.errnina le

ac·tivided proteolltica remanente, por medio de un sustrato sintético. 

BAPNA (Benzo11 erginina p-nitroan1Una) el cual producirá una colora

ción Que s~ puede leer en un espectrofot6metro a una longitud de onda 

de 410 nm. De acuerdo a la siguiente reacci6n: 
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H
2

N L2. 
NH H2N - C = lllH 

1 
)J CH

2 )J 

1 1 
NH - CH - e - NH NH - CH

2 I ,, 1 
e o 

o 
e = e 

o 6 Trlpsina ó "2º 

~'°2 
Benzol l 

N0
2 

Arglnlna 

BAPNA 
¡:;-- i troan 1 l lda 

E!'::!"'l:oil argi:"'lina p-nl troanillda 

La triosina .,~drollzA al sustrato sintético liberando bc>nzotl org1-~-

. :i-nlt:::.= .. iltda de color amarillo. 

Cl:tia col::-a:!6n eerá inversamente proporcional a la cuncentraclón --

ce! intiibidor de tripsine presente en los extractos de las Muestres. 

\f .::r definl:16n arbitraria se dice Que una unidad dt> tripsina Cu.r.) 

ef:. ~gual a ....- tncremento de n.Ol unidades. de abnorbaricifi ..., .-n-9 lan:;i-

:e ::nea :e 410 nrn. 

Pot~"=ciómetro CORNirJG mad. 10 

ºa:-:~lla con agitación magnética THERMDLINf 

8a¡,c f~aria GRANT mod. SE-10 

Es;::en:":rofotómetro COLLEMAN rnod. Junior JI ... A 

- Mezclador de tubos LAB-LINE mod. Super-M1,,.ter 
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REACTIVOS: 

a. Soluci6n de NaOH 0.01 N 

b. Solución amortiguadora de TRIS :J.OSM, pH B .. 2 

Se prepara pesando 6.05 g. de T'HS (Hidroximetil-emino rnetanoi y 2.94 

g. de C.ac1
2 

• 2H
2

o. se Clisuelven en agua destilada y se mezclen en -

un volúmen total de 900 ml. ¡ se ajusta el pH a B.2 y se afora a 1000 

mi. 

c. Solución BAPNA 

Esta s2 prepara pescindo 100 mg. ce benzoi 1-DL-arginina-p-ni troenilidd-

HCL (BAPNA SIGMA Ca. St. Louis Mo.} se disuelven en 2.5 ml. de dime--

til sulf6xido, 'I se dilL1ye a 250 -~.con an·nrtiguarJor TRIS ¡::'reviamen

te calentado a 37°C. 

Esta dilución debe !ler preparaaa ei rrismo d1a v cuando esté en uso -

debe ~antenerse a 37°c. 

t.I. Solución patrón de trip~in<;t. 

Se pes;n cnn mucha exoc-.:ltud 4 mg. oe trip9inR bovina (SIGMA 11 T-8253) 

v ee ::isuelven en 400 I". de HCl o.co1r~. 

Esta solución 20g. de trlpsina/1Tl. ljelJe 5?.r ftlmacenada en rcfrigPra--

c16n y puede durar de 2 e 3 sen>anas- sin pérdida apreciable de activi-

dad. 

Saluc16n de ácido acético al 30% 

METODOcOG!A: 

a. Preparación del e"'tracto. Se oresenta en f'orme detallada en el -
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diagrama Cl.ll. 

b. Oetermineci6n da la actividad. Porciones de O.O, 0.6, ·.1.0 y 1.8 

ml. de extracto directo o dilución, se miden con pipeta, pesándose e

tubos de ensaye por duplicado y se ajuste el volúmen a 2.0 ml. con 

agua destilada y se introducen el ba"o maria a J?ºc. Se adicionen 

2.0 ml. de solución petr6n de tripslna (previamente mantenida e J?ºC) 

y se mantiene en contacto lnhlbidor-tripsine por espacio de 5 minutos. 

A continuación se adiciona s.a ml. de solución BAPNA a J?ºc. e cada .. 

tubo y se mantiene dicha mezcle de reacción por 10 minutos exactos -

(con cronómetro). La reecci6n enzimática se detiene por la adicl6n .. 

de 1.0 ml. de ácido ac6t1co al JO~ uno de los tubos del duplicado nos 

servirá para su respeJ:tivo testigo, por lo cuel deepul!s de ta ad1ci6n 

de los 2.D ml. de soluc16n de tripsine se adicionará l.D ml. de l!icido 

acético al 30" y después de ello se adicionarán 5.,D ml. de solución -

BAPNA, como se observa no es necesario el control de tiempo de éstas-

tubos. 

Cuenda por la adición del ácido acético al tubo de reacción la solu-

- ción se enturbie o forme· un precipitado, será necesario filtrar el -

contenido e través de un papel filtro (Whatmen # l)¡ para ello es ca!!. 

venie11te dejar el tubo en reposo por 15 minutos aproximadamente y 

después filtrar primeramente el sobrenadente¡ por último se r11tra la 

porción del filtrado gelatinoso. 

Sin embargo es necesario cerciorarse que el filtrado esté translúcido. 

A continuación se tiene le siguiente tabla que nos muestra en forma ... 

esquemática, la serie de tubos que se deben preparar para poder dete!. 
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minar le e:ctlvided lnhibi torle de nuestra muestre. 

CLAVE ml.Ext. ml.H
2

0 ml.STO. Tripeine----ml. BAPNA e----Ac .scé tic a 
nºc. al 30% 

81 l.B 0.2 2.a + l.O ml. 5.0 

1 l.B 0.2 2.0 5.0 l.O 

82 l.4 0.6 2.0 + 1.0 ml. 5.0 

2 l.4 0.6 2.0 5.0 l.O 

83 l.O l.O 2.0 + l.C ml. 5.0 

1.0 1.0 2.0 5.0 l.O 

84 0.6 1.4 2.0 + l.C ml. !:i.D 

0.6 1.4 2.D 5.0 1.0 

8R o.o 2.0 2.D + l.O ml. 5.0 

R o.o 2.0 2.0 5.0 l.O 

Le lectura en el espectrofotómetro ee realiza a 410 nm. y ea necesario 

pera cada una de lee elicuotes del extracto, primeramente ajustar el-

aparato a 100% de trensmitancia con su respectivo testigO. El tubo--

con o.o ml. de e)Ctrecto es la referencia (40)11g• tripaina/lOml.) 

sobre el cual se besar~n los cálculos .. 

CALCULOS: 

le lectura de ebeorbencla1· (A) 1 di rectamente le podemos pasar e un ida-

des de tripsina (U. T. previamente definidas): 

U. T. • A X 100 

- 54 -



Ve que tenemos una serle de altcuotas del extracto, tendremos a su --

vez une serie de valares de U. T. los cuales el restar este valor al -

dato de referencia, obtendremos los respectivos valores de unidedea -

de tripsine inhibida CU. T .I.) y por consiguiente se pueoe calcular el 

velar de U.T.I./ml. de cada une de les el1cuotaa. 

Cuenco se hace une gráfica en le que la actividad enzimática inhibid.!!, 

ra Cu.r.I./ml.,) ea una función de la cantidad de soluci6n .inhibitoria, 

se observe una correlación lineal negativa de le cual por extrapola--

ci6n al valor cero, de le solución inhibi torta, se obtiene. un valor· -

(8). 

Tripsine 
Inhibida 

(U. T .1./ml.) 

~ extrapcladc) 

r • -o. 9 

Uolúmen extracto (ml.) 

Este dato extrapolado, es un velar más cercano a le actividad inhibi-

tarta verdadera o real (si se refiere el inhibidor de soya de tipo --

Kunitz). 

Es conveniente reportar leo unidades de inhibición por mg. de proteína 

de la muestre¡ para la cual es necesario determinar el contenido de -

protelna en el extracto directo. De no tener el dato anterior se PU,! 

den reportar unidades de inhibic16n con respecto a 1 mg. de muestra: 
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U.T.1./mg. mueetre • B ·x F X 50/1000 

B • Valor extrapolada 6 promedio en (U.T.I./ml.) 

F • F .. actor de dilur::16n, lo cual depende de le(e) d11uc1on(es) real! 

zeda(s). Cuenda se trabaja el extracto directo F "" I. 

Al • afora(a) 

el a2 al .. alicuota(e) 

IV.3.b.b. HEMAGLUTlNINAS 

FUNDAMENTO: 

Se realiz6 de acuerdo al método descrito por Jaffé y col. (29). Es -

une prue~a semicuantltativa besada en la propiedad que tienen las he-

meglutlninas, presentes en los extractos de las muestres, para aglut.!, 

nar diferentes tipos de eritrocitos. Este pruebe consiste en hacer -

una serie de diluciones seriadas del extracto salino de la leguminosa 

en estudio observar hasta que d1luc16n se tiene actividad hemeglut.!_ 

nante, por estimaci6n visual. 

Pare esta determ1nac16n se emplearon gl6bulos rojos de conejo lavados 

en solución salina y activados c:on trips1na, ya que la sensibilidad -

de le aglutinación se mejora considerablemente con este tratamiento. 

MATERIAL 

- Agitador magnético con tacómetro marca THERHDLINE 

- Centr{fuga para tubos OVNAC 
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- Tubos de centrl ruga de 15 ml... con greduac ión 

- Jeringa de 5 6 10 ml. con aguja /1 22 . 

- Incubadora merca BLUE-M 

- Espectrofotómetra C:OLEf'\AN .Junior 11-A 

- Adaptador pare celdas de 10 X 75 nwn. (acondicionado a una abertura 

de l cm.) 

- Hlcrotiter KIT (Cook Eng-Alexander, Virginia USA) 

REACTI~::: 

ª· Sar:;:-e desfibrinada y lavada 

b. So!-::lón salina al lll 

c. SoL~lón salina el a.B5ll 

d. T r!;:~ 1na de p{mcreas bovino (SIGMAl-825~ l 

HETOOOL.·:~JA: 

a. Pre:::::-ac.~5n del e11tracto. 

Se presenta en forma detalilede en el diagrame (l.l.'4) 

b. Pre::areción de la sangre. 

Se extraen 3 ml. de sangre de coneja .. se reciben en un tubo vacutolner 

que col"l":iene citrato de sodio al l~BS, esto es para evitar la coagula

ción. La sangre se trasvasa e tubos de centrifuga pare lavarla tres -

veces co::n soluci6n salina al D.851. La relacióri sangre/s~lución sali

na es aproximadamente 1/5. 

Se centrifuga a 40 r.p.m .. durante 10 minutos. Después se diluye al 41 

el paquete de gl6bulos rojos,. pera lo c~uel se agregan por cada 1111. ---
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de gl6bulas rojas 24 ml. de soluc16n salina al 0.851. 

c. Sens1fllllzec16n de los gl6buloa rojas. 

A ceda 10 ml. de suspens16n de glóbulos rajas al 41 ee le egregs 1 ml. 

de saluc16n de trlpe.fne al 0 .. 1" en saluci6n salina, colocarlos en ln

cubedare por especia de liara e J?~C.. La susoene16n se centrifuga -

tres veces manteniendo el nivel del liquido, hasta eliminar el exceso 

de trlpslne. 

Después del último levado se resuspende el paquete de gl6bulos rojos

al volúmen original de la muestra de sangre .. 

d. Ajuste de la suspens16n de glóbulos rojos. 

Se toma 1 ml. de le suspens16n de glóbulos rojos ya sensibilizada y -

se agregan 4 ml. de la soluci6n salina al D .. BSS. Se tome le lecture

en el espectrorot6metro a 620 nm. usando un ada=tador de celdas que-

permiten el peso de celdas de solo 1 cm .. de luz '/ como testigo solu--

cl6n ~alina el o.es". 

Le lectura que se debe obtener será de 2S ! 3S ce transmitancle, en-

caso contrario se realizará le diluc\Ón necesaria para que la suspen

sión de glóbulos rojos quede dentro de dicha r<!rigo. 

e.. Hf crotl tu loción. 

En lee places tipo V de mfcrotl ter, colocar en cede pozo de una hile

ra 50 141. de solución salina al o.as" con el pipetero de gota evita!! 

do tocar las paredes del pozo .. 

A contlnuaci6n llenar el mlcrodllutor de SO j'-1• por contacto con le-

- 58 -



euperrtcte del extracta problema y se procede e realizar las dilucio

nes sucesivas en le hilera, introduciendo el microdiil:utar en el pozo

y rotándala sin excesivo presi6n. 

Par último con un pipe tero de gota colocar en cada pozo 50 JA l. de la 

suspensión de gl6bulos rojos sensibilizadas y ajustados. Luego se 

rota le pleca en rorma circular y se lleva a la incubadora a 37°c. 

por espacio ce 1 hora. 

r. Lectura. 

Una vez transcurrido el tiempo estipulado se coloca la placa de plás

tico sobre el '4lspos1tivo de lectura se observe a través del espejo -

de rondo de los pozos de ·cada hilera de le prueba. Se 1·eporta la --

máxima ctiluciér·· que presente la aglutinación. 
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CAPITULO QUINTO 

RESULTADOS V DISCUSION 

Las determlnecianes del análisis proximal pare el frijol Canario-107-

y el ,Negra-Jamapa se hicieron por triplicado, ·de donde se obtuvo un -

promedio que es el que representemos en el Cuadro 1 y Cuadro 2 reepe.=, 

tivamerte. 

Para el ceso del material con bajo contenido de humedad como es el -

grana inicial y el grenn final, únicamente se requiere de su molienda 

para tenerlo en un tamafto de particula adecuadu ¡ sin embargo, para -

los demits estadios p.Lántula, floración al 50%, fructificación ejote,

FESMAH, rué necl'sArlo recolectar la planta e inmediatamente trabajar

la para evitar la pérdi"da de hum~ded. Al mismo tiempo se de>termin6 -

el crntenido de humedad pera poder e)Cpresar los result.edns tanto en -

base t-úmeda como en base seca. 

Er1 cu=::rito al contenido de cenizas en el frijol Canario-107 se obs•.>rve 

que l~s elementos minerales Inorgánicos conterildos en las cenizas de

la planta se presentan principalmente en la oerte de hojas, y para -

el fri.!cl Negro-.Jamapa es en la ra1z donde ::e encuentra el mayor con

tenidc de cenizas. 

Con base en los resultados de prote1nes del frijol Cenario-107 se --

tiene que del estad la de grana inicial al de germineci6n hay un 1 ige-

ro aumento y e partir del estadio de plántula donde ya se eqJiezan e

analizar les plantas por separado existen diferencias en cuan'to al 
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contenido de prote!nas entre ceda une de les partes de los diferentes 

eatedloa, observándose que en el grano final se presente un. v1:uu.1.· 111uy 

cercano el del grana inic iel .. 

eara el frijol Negro-Jemepa se tiene que del estadio de grana inicial 

al germinado ae tiene un ligera aumento y que del estadio de pléntu .. -

la el de fructif1caci6n ejote, el velar más alto se presente en la 

parte de hojas, sucediendo que el estadio de FESMAH en el ejote se 

tiene un v:dor más al to y en el grano final se tiene un valor de pro-

t.elnas su¡::erior al del grano jniciel. 

Eri cuanto "'1 contenido de gl'<.JSiJ en la meyorla de nuestros resultados

refiriéndonos al frijol Canarto .. 107 y Negrn-Jamapa, se tienen valores 

~uc ObCilan entre 1-3%, variando para el ctmo de :as hojas que es rle

tJn ~-El% debido a que contienen carotenaides que sen coIT'puestos 1 ip1d.!_ 

cosque se encuentren ampliamente distribuidos en l<Js plantas princi

palmente en les hojas. 

En la determinación de ftbra cruda los valares más al tas paru el frl-

jol Cenaric-107 se presentan las partes de ra1z y t13llo sin ernbsr-

go, pare e! frijol Negro-Jamape se presenta el valor más alto en lfls

hajas. 

Para el contenido de cerbohidratos tenemos valores al tos tanto para -

el frijol Canario-107 como paro el Negro-Jamepa los estadlos de --

grano inicial y germinación .. 

En el frijol Cenaria-107 en el estadio de plántula el mayor contenido 

de carbohidratos se presente en r61z, y en el estadio de floración --
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el ,50" .se tiene que en hojas es donde se presente el mayor contenido

de cerbohldr11tos. 

En el esta~io de f'ructificeclón ejote y FESMAH es en el fruto donde -

se presente el valor más al to siendo muy cerceno al del grano final. 

Respecto el frijol Negro-Jemepe 9e tiene que en el estadio de plfmtu

le el mayor contenido de cerbohidr•tos se presenta en le re1z y en el 

estadio de floración el 50% en le flor encuentra el velar milis alto. 

Pera el estadio de fructlficeción ejote se observa el valor m6s alto 

en la parte de tallo y pera el estadio.de FESMAH el meyar contenido -

se presente en fruta observándose que se tier>e un valor muy cercano -

al del grario final, lo misma que ocurrió en la anterior variedad. 
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;'¡·, 

CUADRO 1 

A)'l .A ,L S. 1 s P R O x 11 A 

CANARIO"~ 107 EN BASE ,HUMEOA ',ij 

,·¡, CONTR 1 OUCIUN HUMEOtlO CENIZAS PROTEINAS íiRA5A FlSRR ' CARBOH'iófiA'ros 

ESTADIOS (N X 6.25) L:RUDA CRUDA POR DIFERENCIA 
% ,11 % % .~ 

~· " . ·i,, 

GRANO INICIAL JDU 9.6) J. 7'I 23.24 1.26 4.0 58:19 
•.). •:: 
GCRMINADO 100 4.51 5 .4~ 27. 74 l .36 5 .26 55.64 

L. 

RAIZ 16.67 s.a9 12 ,55 22,57 l ~29 2'Í ;OB jo;)2 

PLANTULA TALLO 54 .17 4.07 8.25 }9.68 1.31 22;25 24;44 
HOJAS 29. l? 5,09 9.17 .19.28 6.49 10.84 29.13 

_,_ ... 
RAIZ • 15,36 4.ll 9.05 l?,D 1 ;86 31 ,38 j~;~7 

FLORACION 
TALLO 35.38 J.75 :9,S6 l?,80 ¡,75 3:i;?J ~4:41 

~: AL 50% 
HOJAS 45.36 ~.71 15'.0:I 20,67 5;08 13;27 42;2~ 

FLOR 3.A5 3.31 9.81 2J.92 4 .08 2?.44 Jl,.44 

't' ,, 
:::; RAiz.: J.65 2.76 10,8& 11.-76 0;94 45.80 21;00 

rnUCTIFICA 
TALLO 26.26 3153 7.49 13.51 2 .04 35,01 JB;42 

CION EJOTE 
HOJAS 2t•.B2 3.36 14,20 19.93 6;12 12;11' 44';2s 
EJOTE 45.26 4 .20 5.63 18.16 2.10 15.JO 54.41 

RAIZ. 3.65 2.76 10.86 9. 30 1.25 34.46 3}.82, 

FESMAH 
TALLO 26.26 3,.53 7 .49 9;22 1.4'1' 35.69 40;29 
HOJAS 24.82 J.35 14 .20 J?.·10 5.58 2!'.21 Js'.-73' 
EJOTE 45 .26 4 .20 s.e~ 17.27 1.59 U.09 57,39 

GRANO FINAL 100 7.61 3.9e 24.56 1. 71 6.94 55.20 



CUADRO 2 

A N A L l 5 1 P R O X l M A 

NEGRO JAMAPA EN BASE HUMEDA 

CONTRIBUCION HUMEDAD CENIZAS PROTEINAS GRASA f!BRA CARBDelDRATOS 
ESTADIOS CN X 6.25) CRUDA CRUDA POR DIFERENCIA 

% % % " 
., 

GRANO INICIAL 100 7.93 4 .19 19.05 1.47 3.88 u.~e 

GERMINADO 100 5.42 5.68 21.81 1.66 4.60 60.8l 

RAIZ J0.77 4.36 14 .::9 27.4 J.70 11.25 27.2 
PLANTULA TALLO J0.77 4. 71 19.18 38.14 J.78 7.58 16.61 

HOJAS J8.46 3.84 14.59 38.41 7.0J 1•87 18.26 

RAIZ 15.86 5.14 34.32 10.? l 1.22 11.44 J7.l7 
FLORAC!ON TALLO 24.27 6.58 28.19 9.68 1.56 13.07 4D.92 
AL 50% HOJAS 58.5? 5.64 ~.76 24 .14 3.73 16.94 l7.59 

FLOR 
~ 

1.29 4 .91 15.6? 21.77 3.51 10.0 ~4.14 

RAIZ 9.77 4 .36 35.32 ll .J7 1.30 11.91 35.74 
FRUCTIFICA TALLO 26.99 5.42 25.80 8.66 1.39 11.53 47.15 
CION EJOTE HOJAS 48.86 4.2 29.72 21.56 4 .62 18.39 21.51 

E.lllTE 12.36 5.54 21.93 19.29 2.08 7.JB 43.78 

RAIZ 3.41 6.48 35 .21 6.?8 1.21 10.86 37.46 

FESMAH TALLO 16. 78 7.13 '3. 56 6.44 1.24 11.94 39.69 
HOJAS 24.11 6.59 J J .60 11. 62 5.09 20.49 4.41 
EJOTE 55. 70 ? .42 J 1.4?> 17 .54 1.52 5.17 56.92 

GRANO FINAL 100 7.78 5.43 23.45 1.19 4 .08 58.07 



CUAt1RO ' 

A N A L J !j I P n 11 X 1 !-1 A 1 

"TOTAi." LHl\IARIQ .. Jfrl t.N l\A~E Jt.CA 

HUMEDAD CENIZAS PROTEll\lt1S GRASA FIBRA CARBOHIDRATDS 
ESTADIOS (N X 6.25) CRUDA CRUDA POR DIFERfNC!A 

% r. ')'. % 

GRANO INICIAL 9.63 4 .17 25. 72 1,39 4 .43 64.29 

GERMINADO 81.U 5. 73 2q.05 1.45 5.51 58.27 

PLANTULA 88.67 9.66 38.65 2.98 20.62 28.09 

FLORACION AL 50% 82.93 12.16 22. 74 3.47 22.99 34 .93 

"' '" FRUCTIFICAC!ON 
EJOTE 

80.69 8,85 17 .e1 J. 16 21.55 48.61 

FESMAH 76.é5 10.61 14. 79 2. 71 25. U 46.'/5 

GRANO FINAL 8.28 4 .31 26.58 l .~5 7 .51 59.71 



l wwrm tt 

A l'V A L 1 5 1 5 P R 0 X I M A L 

"TOTAL 11 NEGRO JAMAPA EN BASE SECA 

HUMEDAD CENIZAS PRO TE !NAS GR.OSA FIBRA CARBDHIDRATOS 
ESTADIOS CN X 6.25) CRUDA CRUDA POR DIFERENCIA 

" " % " 
GRANO INICIAL 7.93 4.2 1 20.69 1.60 4 .55 66.95 

GERMINADO es.o 4.86 23 .06 1.76 6.01 64 .32 

PLANTULA 83.95 9.22 36.45 5. 16 20.54 26.62 

FLORACION AL 50% 02.n 17.22 19.61 2 .98 19.36 40.64 

"' íRUCT!FICACJON "' 82.40 15.12 \.19 ·' .19 29.55 34 .61 
EJOTE 

fESMAH 75.JO JU.96 15.ü'J 2 .su 17 .21 54 .25 

GRANO FINAL 7.62 4 .42 25.43 1.29 5,89 62.97 



Respecto al estudio toxicológico en el Cuadro 5 tenemos los resultadas 

referentes e la determineci6n de 1nh1b1dores de tr1pe1na del rrljol --

Caner1o-1D7, en cede etapa de su desarrollo. 

De los datos presentados se puede observar que la concentrac16n de es-

tos t6xicos del estadio grano inicial con un valor de 14.93 UTI/mg al-

estadio de germinación con un volar de 7.70 UTI/mg, existe una difere!! 

clo apreciable, lo cual indica que hay una fracc16n importante de inh! 

bidores de tripslne en la semilla que baja en el estadio de germine--

ctón. 

En términos generales observemos que en el estadio de germ\nact6n el -

:'"'letaboltsmo celular se incremente v el cc.roten\do de inh\btdores de 

trlpslna dtsr.lnuye. 

En el estadio de plántula empezó a trabajar por neparado ceda una--

:le las partes de la planta ra1z, tallo y najas, encont.ramos valores -

pequeMos poco trascendentes. 

En los estacios de floración al 50% v fruto inmaduro la actividad ant! 

tr1.patce es casi nula. Para el caso del estadio frL.Íct\ficactón e"jate 

semilla mad1..:-a con alta humedad la que llamamos FESMAH en las partes -

de ralz 1 ta:la y hojas los valores que presentan san muy bajos sin em-

bargo 1 se observa alga importante en la parte de fruta, donde present!. 

un valor ce 17.92 Ull/mg la cual nos lleve a pensar que estas ~uetan-

cias se producen durante el ·desarrollo del fruto .. 

V en el grane final se tiene un 3umento de le acttv:dad antitrlpsl-- · 

ca de 18.70 UTI/mg .. 

- 67 -



Para el caeo dpl frijol· Negro ... Jamepa en B:l Cuadro 6 ee presenten los-

resultados de la determinación tle inhlbldores de tripsine 1 en ceda e-

tapa de su desarrollo. 

En el c;;ireno inicial con un valor de 26.55 UTI/mg. se aprecia una elev.!. 

da concentración dé estos tóxicos en le semilla y en el estadlo de ge!. 

minaci6n baje considerablemente e un valor de 2 .. 77 UTI/mg. lo Que nos

indice un incremento en el metabolismo celular de le planta en el es-

tadio de germinación, esto implica· une degradeci6n de prote1nas Que -

incl".Jye e los inhibidores de tri~sine. 

Para el estadio de plántula sigue el proceso de sintesis pare 'el cree.!, 

miento de le plante sin Que se manifieste nade relevante respecto a la 

presencia de inhibldores de t.ripsir.a, lo rr.ismo sucede en el estadio de 

rtor:tción al 50% y fruto inmadurc, la <1.:ti•,idad antitrlpsica casi des.! 

pare=e por completo en les Partes de ra1z, talla, hojas y fruta. Sin

embargo en el estadio de fructif1c:ac16n E.>Jote semilla maduro con alta

hurieoad FESMAH, en les partes de ra1z, tallo y hojas, la actividad an-

titrtpsicd es mtnima pero en el fruto vuelve a manifestarse incre--

mente muy notorio con un valor de 22.67 UTI/rrig. muy cercano al del gr.! 

no final que es de 24.65 UTI/r!lg., es donde termina el desarrollo de la 

plen:a. 
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GRANO !NlCIAL 

GERMINADO 

PLArHULA 

fLORAC IC-. 
50% 

FRUTO 
INMADURO 

fESM~H 

GRANO F Jl\¡AL 

RAIZ 

TALLO 

HOJAS 

RA!Z 

TALLO 

HOJAS 

FHUTO 

RAIZ 

TALLO 

HOJAS 

FRUTO 

RAIZ 

TALLO 

HOJAS 

FRUTO 

CUADRO 5 

INHIBIDORES DE TRIPSINA 

FRIJOL CANAR!0-!07 

(UTP/mg. de. muestra) 

BASE HUMEDA BASE SECA 

13.490 14.93 

1.460 7. 70 

o. 303 2.43 

0. !84 1.9e 

0.11.¡ o.e6 

o. 151 1.36 
' 0.285 !. 30 

0.247 1.37 

o.Júe 0.79 

0.090 0.40 

3.671 17.92 

17.150 1e. 10 

UT Incremento de O.DI unidades de absorbencia a 410 nm. 

Ull = Unidades de Tripaina inhibida 
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CUADRO 6 

INHlBIDORES DE TRIPSINA 

FRIJOL NEGRO JAMAPA 

(UTI/mg. de muestra) 

BASE HUMEDA BASE SEGA 

GRANO INICIAL 24 .440 26.55 

GERMINADO 0.420 2.7? 

AAIZ 0.164 0.82 

PLANTULA TALLO 0.075 0.73 

HOJAS 0.162 a.69 

RAIZ 

=-·-~::.nCJON 
TtlL.LD 0.021 0.15 

50% HOJAS 0.115 0.72 

muro 

RAI Z 

'°~i.JTO 
TALLO 

:•w.tiOURO HOJAS 0.099 0.60 

FRUTO 

RAIZ 0.216 J.65 

~E;'.''·"Mt 
TALLO 

HiJJAS 0.127 0.68 

FRUTO 6.839 22.67 

3RANO FINAL 22.910 21.o.BS 
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La sigUiente etapa fue manejar los resultados de ceda variedad tanto de 

frijol Canario-107 y de frijol Negro-Jamapa como un total, para esto ... 

ful!- necesario determinar las contribuciones de cada una de las partes

de la planta y tener un valor para cede esta1io. 

En base a los resultados de los Cuadrofi 7 y 8 de inhibidores de trips! 

como un total, observamos que las dos variedades siguen una misma -

trayectoria respecto el ciclo de su desarrc.llo, empiezan con un alto -

contenido de inhtbidores de trtpnina, b.:J~a ei:;te contenido en el est:J-

aio ae qt!rminación y est.a disminución es l""ás notoria en el Frijol Ne-

grc-JiJrnaps. ll"' la~ E.'tElpas de plántula, f:c.ractón ~Jl 50% y fruto inma

du:c r:as\ desaparer,e t?l r:onten\do de inr i::i:t:urL·S di= t.rip">ina. Hav un

ir.::remento f.tJGt.ancial en el estadio de FE':'·•iH-1 (fruto madura con Alta -

1":1...r-edad de madur~z f\stológtcal continuandc. etite increment.o en qri:ino -

"~--:-: hnst11 completar i:>l ciclo. 

::"'?~- 1 a ún 1 ca rH fC"renc la Que aím siendo ar;ibos de 1 mismo qénero Phese1J lu~ 

;tJ:;ar t~, la vArledAd de frijol Negr~-.:a,..,apa, se observ;iron •1alores 

-!t= elt.uti r1P. •JCt\vidad antitdpsic"€1. O::-: punto i111port::tn'IO' que 11.i:-nr.i.'.2_ 

nar" es respeca· el estadio de gr8no fin~! ::on i?l que se cierr.J Pl r:i-.

clo puede not.ar que si bien pera el caso del fri.]ol CRnario~l07 se

res--:.ablece el valor tntctal de act"ividaa 3!itltrip<;;ica e inclusive c.up!_ 

r~ el. valor, para el .::ao;io del frijol Negro-.Jamapa P.<$ menar el valor en 

el grano final respecto al grano iniciel.. lo cual nos indica Que ésta

varieded rué más prei:6z. en eu de~arroll~ 'I oue el contenlr1o. de inhibi

aores <Je trios-tna vaya en aumento a medi:Ja que pase el tiempo de almi:t-

cen;::miento. 
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CUADRO 7 

INHIBIDORES DE TR!PS!NA 

FRIJOL CANARI0-107 TOTAL 
(U. T. I. /mg .muestre) 

BASE HUMEDA BASE SECA 

GRANO INICIAL 13.490 14 .9) 

GERMINADO 1.460 7. 70 

f'LANTULA 0.170 1.47 

FLORAC!ON AL 5íl% n.051 O.JO 

FRUTO INMADURO íl.190 1.00 

FESMAH 1.461 6.26 

GRANO FINAL 17.150 18.70 
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CUADRO 8 

INHIBIDORES DE TRIPSINA 

FRUOL NEGRO JAHAPA TOTAL 
(U.T .. I./mg. maestre) 

BASE HUHEDA BASE SECA 

GRANO INICIAL 24 .440 26.550 

GERMINADO D.420 2.770 

PLANTULA 0.119 o.743 

FLORACION AL 50" 0.078 0.457 

FHUTO INMADURO o.os1 D.293 

FESMAH 3.19D 12.8!'5 

GRAND rINAL 22.910 24.850 
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En el Cuadro 9 se muestran los resultadoa de ·1e determ1neci6n de hem•

glutintnes en el frijol Canarto-107 pera ceda une de las etapas de su

deeerrollo. Destaca de esta informec16n que en el estadio de grano --

1nic1el presenta un al to contenido de hemeglutininas, un t1 tu la de --

eglut1naci6n d~ 8. 

As! coma también en el estadio de germineci6n el alto titulo de act1-

vided hemaglutlnente se sigue manteniendo, aumenta a un valor de 9 y-

en el grano final para cerrar el ciclo pre:se"'':a un titulo de aglutine

ci6n de 9. 

El alto titulo de estos estadios se explica debida e que en le meyorle 

de las especies que contienen este t6xico, las altas concentraciones-

de fitohemeglutininas son localizadas en les semillas 1 y que a medida

que transcurre el tiempo en le semilla madura el alto titulo de fito-

hemeglutlninaa disminuye a sea hay una 9redual degredeci6n durente el

elmacP1'1&miento (26). 

En la etapa de germinaci6n se presente un elto t1tulo de actividad --

hemaglutinante1 donde puede jugar un peoel ifl'.aortante en la flsiologla 

y durente el metabolismo celular. 

En los estadios de plántula y floración el 50%, desaparece por comple

ta le actividad hemaglut1nante. 

Para el casa de fructificación ejote fruto maduro con alta humedad --

FESMAH1 ae presenta actividad hemaglut1nante en la parte de fruto asl

como en el estadio de fruto lnma.dura. 
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CUADRO 9 

HEMAGLUTININAS 

FRIJOL CANARI0-107 
(Máxima diluci6n positiva) 

BASE HUMEDA 

GRANO INICIAL 1.000 

GERMINADO 2.000 

l1AlZ 
?Lf.rrTULA TALLU 

eoJAS 

Ríl!Z 
FLORACION TALLO 
AL 50'!, tiOJAS 

fRUTO 

HAIZ 
tRU!O TALLO 
INMADURO HOJAS 

C'RUTO 1.260 

RAIZ 

:rs'1.AH 
TALLO 0.450 
"OJAS 
FRUTO 1.630 

GF.ll'1: FINAL B.250 

SEMICUANT ITATIVO AGLUTINACION 
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BASE SECA 

ª·ºº 
9.00 

'7.(10 

2.00 

a.on 

9.00 



CUADRO ia· 

H E MAGLUTIN 1 N A S 

FRIJOL NEGRU JAMAPA 
(Máxi1t1a diluci_6n positiva} 

BAS~ HUMEDA BASE SECA 

GRAND INICIAL a.oca 9.aa 

GERMINADO 1.oaa ª·ºº 
!<AIZ 

PLAN TUL A TALLO 
HOJAS 

HAIZ 
FLDRACIDN TALLO 
AL 50'Y. HOJAS 

rHUTO 

fHllZ 
FRUTO TALLO 
INMADURO 110JAS 

FRUTO 

RAlZ 

íES!..\AH 
TALLO 
HOJAS 
FHUlO 1.500 s.on 

GRANO FINAL 7.00(1 8.00 
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Pare el caso del frijol Negrc-Jamapa para ceda une de las et~p9S de su 

desarrollo en le determinación de hemaglutininas, los resultados obte

nidos se mueotran en el Cuadro 10 se observa que lleva la misma dis

posici6n Que el frijol Cenerio-107. 

En el estadio de grano inicial presente un titulo tle aglutinac16n de--

9, este el to tl tu lo se sigue rr.anteniendo en le etapa de germinaci6n -

con un valor de actividad hemeglutlnante de 6. En los siguientes eet!. 

d!aa· de plántula y floración al 50", no hay actividad hema~lutinante. 

Es en el estadio de FESHAH donde se .:-ipr~1 la un valnr relcvan•.c oe act_l 

vidad hemeglutinente con un dt.ulo de 5 y sigue el aumento de esta ac

tlvldacJ para el grano final ccn un valor de 8 donde· se cierre el cicla. 

El total de '1c.·meglutintnas se mue:>tra en los Cuadros 11 y 12. Se pue

de observar Que loa dos variedades muestran un tltulo semejante al en

contrado para el frijol escumite_f:~~~l!.C!~l!!.~~'!~~~~~~~l!-t1tulo de er1-

troci tos de conejo: 9, indicándonos que el contenido de f1tohemaglut.!, 

ninas r_ de tomarse en consideración. Este alto tttulo de activtdad-

hemaulutinant:e se sigue manteniendo incluso en la etapa 'de germlneclón 

tanto en el frijol Canario-107 como en el Negro Jamepa, sin embargo -

pare los siguientes estadios: Plántula 1 floreci6n al 50% y fruto lnm!!. 

duro hay ausencia de actividad hemaglutinante, a excepci6n del fruto .. 

del frijol Canarlo-107 en dar.de se aprecia le presencia de he:'71agl~tin.!. 

nas. Para el caso del estadio FESMAH en la parte de fruto las dos va

riedades presentan actividad hemaglutinente. El frijol Canario-107 

presenta .:?runa fase más temprana le presencia de hemaglutinlnas. 
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GRANO INICIAL 

GERMINADO 

PLANTULA 

FLORACION AL 50% 

FRUTO INMADURO 

FESMAH 

GRANO FINAL 

CUADRO 11 

HEMAGLUTININAS 

FRIJOL C:ANAR!0-107 TOTAL 
(Máxima dilucl6n posit!.11a) 

BASE HUMEDA 

7.000 

2.000 

0.610 

º· 7~0 

e.2so 

- ?e -

BASE SECA 

e.oo 

9.00 

3.17 

J.19 

9.00 



GRANO INICIAL 

GERMINADO 

PLANTULA 

FLORílCIDN AL 50% 

FRUTO INMADURO 

FESMAH 

GRANO FINAL 

ESTA 
SALm 

CUADRO 12 

HEMAGLUTININAS 

FRIJOL NEGRO JAMAPA TOTAL 
(Máxima dilución poai ti va) 

BASE HUMEDA 

e.oaa 

1.000 

0.690 

7.ooo 

- ?9 

TESlS 
DE LA 

BASE SECA 

9.00 

B.ao 

2.78 

ª·ªª 

NO DEBE 
lildLíOTECA 



De acuerdo s las resultadas obtenidas del an&Usis proximal, esl cama

de las t6xicas estudiados se decld16 llevar e cabo un estudio eetad{s .. 

tic a .. 

Este se hizo .con el fin de buscar una posible relación entre el conte

nida de cerbohibrstos, hemeglut1nlnes, protelnes e inhlbldoree de tri.e. 

sine pera el frijol Caneria .. 107 y el Negro-..Jameps e los diferentes es

tadios de su desarrollo que fueron los siguientes: 

l. Grano inicial iZ. Germinado 3. íloraci6n el 50% 4. Fructl

f.iceción ejote 5. Fructificec16n ejote .semllla madure con alta hum.!. 

dad 6. Grana rtnal. 

Primero se hizo un anéllsis de varianza para modP.los cruzados con dos

c:riterlos de cleeificaci6n en diaei'\as completamente al azar bslencee-

dos (68) éste método consiste en separar de lo vsrisci6n tcitel observ,! 

de les dHerentea causes o factores de veriac16n que influyen en el e.! 

perimento y Que afectan ·en distinto grado el efecto de los tretamien-

tos. 

A fin de esperar tes diversas causas d~ varieci6n se stgu16 el siguie!?, 

te método: 

e. Separar los gredas de libertad (G.L.) pera cede factor o causa de

var1aci6n. 

b. Calcular la sume de cuadrados (S .. C.) de las deeviaciones de les o~ 

servecionea con respecto a le media, pera ceda causa de var.taci6n. 

c. Calcular les varianzas o cuadrados medios (C.M.) para cada factor

de desviación. 
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d. Probar hip6tee1s por medio de la prueba F o relec16n de varianzas. 

e. Comparar lee medias de los tratamientos (discriminación de verla---

bles). 

Cabe mencionar que para la significancia de los efectos se estableci6-

que: 

D.01 SIGNIFICATIVO 

a.as ALTAMENTE SIGNIFICATIVO 

TRABAJANDDSE A UNA P = 95% O( • a.as 

Los resul tedas de concentractún de carboh 1 ::!r'l tos· pe re e 1 fr ljol Cana .... 

rio-107 y Negro-Jemepa se muestran en. el C•.Jadro 13 y se representen en 

la Gráfica 1, se ve que el comport~mien~o es :lifer~nte pare les dos V!, 

riedades. 

En el frijol Negro-Jamapa los estadios l. r1craci6n al 50% y 4 .. fruc-

tlficacián ejote, el contenido de carbohldratos se mantiene c.onstente

vulviendo a incrementarse en los dos siguientes estadios. En cambio .. 

se ve que el frijol Canario-107 sube notablemente la concer-,traci6n de

carbchldratos a partir del estadio 3. Floración el 50% Que en esta va

riedad fue el valor má;;; bajo. 

En el Cuadro 18 se presenta el an&l isls de varianza de los resul tadoe

anteriores y se observa·n diferencias altamente significativas en el -

contenido de carbohidratos de las dos variedades. 

Examinando el Cuadro 14 y la Gráfica 2, respecto al contenido de heme

gluttninas para CAdd variedad 1 se ve que en el frijol Negro-.Ja111apa el ... 
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contenido de hemeglutininas se mantiene constante en el eetadlo 3. Fl!! 

raci6n el 50% y el estad lo 4. FructiricecS.6n ejote. Respecto el Cene

rio-107 se observe un incremento en el contenido de hemaglutinines del 

estadio 3. floraci6n al 50% y el estadio 4. Fructificeci6n ejote. 

En el Cuadro .19 se presente la tabla del análisis de varianza de los -

datos anteriores que demuestran que hay diferencias altamente signifi

cativas entre el contenido de hemeglutininas de las dos variedades. 

En el Cuadro 15 ·.¡ Gráfica 3 se presentan los resultedoo de contenido -

de protelnes lea dos variedades de frijol y se encuentran d1feren--

eles entre ambas a partir del segundo estedlo: Germ1nec16n. En el -

Cuadro 20 se muestra el análisis de varianza de loe resultados anteri,2_ 

res. 

En el Cuadro l& y Gréftca 4 Ge presenten lo~ resultados de contenido -

de lnhlbidores de trlpsina se obsE>r11a clara1T.ente que el frijol Canario 

107 y el Negro-Jamape muestran comportamientos distintos. 

En el Cuadro 17 se muestra el análisis de 1,1adanza de estos resultados. 

En conclusión se puede decir Que en cada variedad el comportamiento f! 

s1ol6g1co del frijol es diferente. 

Con el fin de averiguar si e)(istia alguna relac:::i6n entre les variables 

Que se hablan estudiado: Protelnas, carbohidratos, inhibidores de ·-

tr1psina, hemaglutlnines, se reel1z6 un análisis de regreei6n múltiple 

empleando el método de Stepwise l'11). 
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v1 . Contenido de pro.te1ne!3. 

v2 - Contenido de carboh ldra toe. 

V3 = Contenido de inhibldores de tripsina. 

V4 . Contenido de hemaglutininas. 

Trebejándose a una P = 0,.05 

Al analizar los resultados de esta prueba se encontró que tanto e,., el-

rrljol Canarlo-107 como en E'l Negro-Jamapa existe relec16n únicamente-

de la variable v2 (contenido de carbohli:tratos) con le v4 (contenioo o~ 

hemaglutinlnas), esto se comprueba con los reaul tedas obtenidos e per-

tir del análisis de verlenz:a. 

ANALISIS OE VARIANZA 

FRIJOL CA'IARI0-107 

s.c. M.C. 

ílEGRESIOll 627.66528 627.66528 

RESIDUAL 32 .3!820 B.07956 77 .68566 •• 

r 
2 : 0.95103 

FRIJOL NEGRO-JAMAPA 

RE GRES ION 449.53991 449.53991 

RESIDUAL 15.99302 3 .99826 112.43400 

r 
2 = 0.96565 

.. ALTA>IENTE SIGNIFICATIVO 
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CUADRO 13 

C A R B OHIDRA T O 5 

M E U T A A R 1 T M E T 1 C A 

( g/ 100 g. M) 

E51ADI05 FRIJOL CANARI0-107 FRIJOL NEGRO-JAMAPA 

x a" ESM x ~ ESM 

GRAND INICIAL 64.29 0.014 o.ow 68.95 0.891 ! 0.6JD 

GERMINADO 58.27 0.092 D.065 64.J3 o.502 ~ 0;355 

FLORACION AL 50% 32.52 0.643 0.455 46.43 1.209 ! 0.855 

FRUCTIFICACION EJOTE se. 1s 6.512 ! 4.605 46.35 0.140 ! 0.010 

F .E.S.M.A.H. 60. 73 0.))9 0.240 61.49 0.219 ! 0.155 

GRANO FINAL 59.97 D.452 0.320 62.98 0.177 ~ 0.125 
~ 

CUADRO 14 

H E M A G L U T 1 r~ 1 N A 5 

M E D 1 A A R 1 T M E· T 1 C A 

(MAXIMA DILUC!ON POSIT IVAJ 

ESTADIOS FRIJOL CANARI0-107 FRIJOL NE GRO-JAMAPA 

x a" ESM x ' ESM 

GflANO INll:IAI :' .99 11.1178 1.11Ln 2,99 0.1110 t O.OllJ 

Gll!M!Nllllll l.Utl 2.91 

FLORAC!ON AL 50% o. 71 º· 70 
FRUCTIFICACION EJOTE 2. 74 o. 70 

f.E.S.M.A.H. 2.99 D.1178 ! 0.083 2 .23 0.158 ~ 0.111 

GRANO FINAL 2.99 0.1178 ~ 0.08J 2.83 o.12s ! o.oee 



CUADRO 15 

P 11 n 1 r N 11 S 

M 1: D l A A H T M T l C A 

(g/100 g. M) 

ESTADIOS FRIJOL CANARI0-107 FR 1 JOL NEGRO-JAMAPA 

x G'" F.SM x cr ESM 

URANO INICIAL 25.72 0.021 0.015 20.69 0.690 ! 0.630 

GEliMINADO 29.05 o.aes 0.06G 23.06 o.sao ! 0.355 

FLORACION AL 50% 24. 74 0.643 ! 0.455 22.89 1.220 ! a.eso 
FRUCTIFICACION EJOTE 18.95 5.02r - 3. 550 20.42 0.014 ! 0.010 

r .E .s.M.A.H. 18.28 0.346 0.245 18.94 0.226 ! 0.160 

GRANO FINAL 26. 36 0.452 0.320 25.43 0.176 ! 0.120 

"' "' CUADRO 16 

1 N H l B 1 o O R E 5 D E T R P S l N A 

M E o I A A R l T M E T I C A 

(U. T. I ./mg. /A) 

ESTADIOS FRIJOL CAN•RID-107 FRIJOL NECiRO-JAMAPA 

x rr ESM x rr ESM 

GRANO INICIAL JG.<;2 2.íl7? - 1.íl'8 2(,.62 2. )72 ! 1.186 

GERMINADíl l:'.H6 15.142 - ·1.r171 ?.rl 1.52q !. 0.7fl5 
FLORACION AL 50% o 
FRUCT l F lCACION EJOTE 1 •. rn íl.872 11.t.Jb 

f.E.S.M.A.H. H.G'; 4.486 2.2t.t. 22.86 3.150 1.575 

GRANO FINAL 18.b.3 0.695 º· 3t.7 ?t.. '72 2. 790 1.395 
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CUADRO 17 

I N H I 8. I D O R E T R 1 p s 1 N A 

s.c. G.L. C.M. 

COLUMN~o 
4107.18 821.44 36.19 CESTAD!JSJ 

HILERAS 
0.04 0.04 O.DO! (VARIE.,~:¡ 

INTERAC: :ON 2532. 32 506.46 22.32 •• 

ERR.OR Ri:; !DUAL 817.06 36. 22. 70 

CUADRO 18 

CA R H 1 D R A T O S 

!J.C. G.L • C0 M. 

COLUMNAS 
1899. 78 379.96 538.39 (ESTADIO:) 

HILERAS 
42.62 42.62 60.40 (VARIECO;; 

INTERACC!DN 372 .55 74.51 ios.sa•• 

ERROR P:::;IOUAL 8.47 12 0.70 

.. AL TA~¡:\ TE SIGNIFICATIVO 
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CUADRO 19 

H E M A G L U T N I NA 

s.c. G.L. C.M. F 

COLUMNAS 17.27 3.45 430.46 
(ESTADIOS) 

HILERAS 
1.64 J.64 204 .17 (VAR!fOAD) 

INTERACCION 3.JJ 0.63 1e.at.•• 

fRRO~ RESlúUlll 0.09 !2 º·ººª 
ALTAMENTE SJGNIF!CAI IVO (P < O.Oli 

CUADRO z,:.. 

P R O T E 1 A 5 

s.c. G.c. C.M. 

COLL!M~AS 
194.30 3B.e6 16.JJ (ESTADIOS) 

HltEf1AS 
(11r.RJEOAOJ 22.68 22.68 9.53 

!NTERACCION 45.39 9.08 3.BJ • 

ERROR RESIDUAL 28.56 ::;: 2.38 

SIGNIFICATIVO (Pe o.OS) 
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CAPITULO SEXTO 

CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resul tedas obtenidos del Análisis Proximal se observe

que en las dos variedades el contenido de protelnaa y carbohidratos --

promedio en las dist.int .... s partes de la planta varió de 20 e 26% y de 30 

al 69% respectivamente. 

Lo!'! resultados obtenidos en este estudio respecto o los inhibidores de

trtpsin=J que mostraron su má1dma actividad en el grana seca, viene a --

conflr'T•a: oue la función ~e este compuesto de frenador de los proce-

sos de desarrolla de la nueva pl"9nh1 i:?n ~onde algunas" proteasaa end6ge

desl'?"'lCBden;Jn el proceso que se tnlcia en la germinac lón y que no es 

Ob~ervac:: en nlnqún ot1·0 estadio d'? r.recimtento. 

También ;:t"drla r:omdderarse que su :icclór sea de defensa hacia protea-

eas exége:ias de llac t.er S a!:i, hongos, insectos, e te. 

La actividad de hémagiutininaa solamenle se encontr6 en el grano y cm-

el germinado lo Que nn va de acuerdo con la ~1ip6teais propuesta por o-

tres aut:;res,de Que las hemaglutininas juegan un capel importante en la 

selectividad del rlzobium pera fJjar el simbionte especlflco para cada

leguminosa, aunque no hay que descartar la posibilidad de que la sangre 

probada en estas dos variedades no haya sido la más especifica, ya que 

de datos anteriores se sebe que todas las hemaglutlnlnas de ~ -

Vulgarls aglutinan eritrocitos de conejo. 
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Encontramos une alta correlación para el frijol Canerio-107 (r • 0.95) 

y pare el frijol Negro-Jamapa (r = 0.96) entre el contenido de hemagl~ 

tininae y el contenido de cerbohidretos. 

Ya Que en el desarrollo de este trabajo se vió que el contenido de he-

maglutininas 1/ carbohidratos se local iza principalmente en los esta---

dios de grano inicial, grano final y germlnaclbn, lo que nea hace su-

poner que las nemeglutlnlnas tengan en la planta de frijol la mls16n -

ce: ligar a los ca.rbohldretos consiguiendo !lu almacenamiento. 

La conclusión de estr. trabajo ea de Que tanto la actividad de los lnhl 

t:i:iores de tripsine como de las hemaglutlninas, as\ como de los carba-

t1i::ratos lnvestiqadm. las distintas portes de las pl"lntas 1/ en los-

cis:tlntos est~;:lioa de desarrollo, únicamente se encuent.ra En mayor-

o::crcentrac16n en el fruto seco. 
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