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CAPITULD PRIMERD

INTRODUCCION

Las leguminosas pertenecen 8 la familia de las leguminosae y se culti--

van en todo el mundo, tantoc en los tréplcos como en les zonas templadas
sungue en menor cantided que los ceresles de primera necesided; su con-

tribucifin al suministro mundial de proteinas es considerable, constitu-

yendo por tanto un alimenta importente pare el consumo humano gQue revis
te un destacedo interés desde el punto de vista de la nutricidn  (3).

En algunas leguminosas de consumo humana se encuentra una serie de com-
puestos tbxicos y antinutricionales dentro de los que destscan los inhi

bidores de tripsina, las hemaglutinines, los gluchsidos cianocgénicos, -

las saponinas, los alceloides, los factores causantes del bocio y el --

factor toxico causente del latirismo y favismo,
Ya que el frijol (Phaseulus vulgaris) es un alimento de alto consumo en

nuestro Pals, que aporta une parte sustancial de proteinas a la dieta -

del mexicano (24,59) es de notable interés conocer los tdxices intrinsg
cos de esta leguminosa y aunque se han hecho estudios sabre la composi-
cibn y caracterizacién de éstos en la semilla, hay escasos trabajos ---

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

€n este trabejo haremos referencia a dos de les factores tdxicos ya men

cionados que son: Inhibidores de tripsina y hemaglutininas y 8l mismo-



tiempo se traterf de correlacionsr estos factores con algunos compuestos
del anflisis proximal tratenda de buscer un posible papel en la fisiolo-

gla de la planta.

La leguminosa de grano mhs importante, con gran diferencia sobre las de-
" mbs es el frijol comGn (Phaseplus vulgaris) del gue se cultivan diversas
variedades, constituyendn ademés.la principal fuente de proteine vegetal.
Existen muchos tipos de frijol que difieren no solamente En su . edaptan=--

cifn en distintas zonas ecoldgicas, sinao también en su hfbito de creci--

miento y en la apariencis gereral de la planta, en el color, forma y ta-
. . .

mafio de la semilla, asi como en su sabor, estas (ltimas caracteristicas-

son determinantes en cuanto » la aceptacidn del producto por el plblico-

de diferentes regiones geogréaficas o palses (3,59).

Deben mencionarse como factores adicionales a fevor del frijol como ----

fuente de nutrientes, la facilidad de su preparacién pars el consumoc y la

multiplicidad de formas comestibles, tales como: VYzinas, tallos, hojas-

tiernas y granos inmaduros o secos. En general el frijol constituye un-

buen caomplemento en las dietas que se consumen en los trépicos, caracte-

rizadas por altas ingestas de carbohidratos y un minimo de proteina ani-

mal.(7).

No cabe duds que las leguminosas de grano comestible juegan un papel im-
portante para resclver los problemas de nutricidn (3), sunque la genera-

lidad de 1os pasises en vias de desarrollo que afrontan los problemss nu<



tricionsies derivan de cereales y leguminosas su principal aporte de ca
410rias y proteinas, sin embarge, como ia proporcidn en que se consumen -

estos slimentos ng es adecuada, es necesaris incrementar el consumo de.--

leguminasas con el fin de legrar la mayor utilizacidn bioldgicas de la --

mezcla resultante (16).



CAPITULO SEGUNDO
GENERALIDADES

11.1. LEGUMINDSAS
Il.1l.a. DESCRIPCIDN BOTANICA
Las leguminosas constituyen una familia extensa que comprende mAs de ---

13,000 especies, ‘que varian en tamaio, desde la dlﬁxnuts arvejas silvestre
de la zona templeds o los grandes &rboles; algunos producen vainas de un

metro ge large, gue florecen en los tréplcos y se plantan elgunns veces-

para procurar sombra s otros cultivos mbs delicedos (3),

Las legumingsas se carscterizan por sarios ro:30s morfaldgicos importan-

tes, las semillas se hayan contenldns en una ;alna caracteristica, las--
hojas tienden a ser de un color verde pscuro, , se dividen generalmentp-
en faliolos. Llas ruices tienen ~ddulos que ercierran las bacteriss es--
pecificas gue desempefian un papel singular y vital en la nutricibn de --
estos vegetales, Las flores de las leguminosas varien mucha en cuanto--

a tamafio y vistosidad (57),
Casi todas las plantas utilizadas como alimento para el hombre y los ani
males . domésticos, y todes las cultivadas comg fuente de leguminosas --

para semills, pertenecen s la subfemilia Papilionoideee asi denominada~-

por 1a forms de maripose de sus flores, en cuantoc a8 los caractzres de la

flor se tiene pétalos imbricados y estandarte colocado hacia afuera de-



las ales. Scn principalmente herbficeas, de vida anual y crecen en todo-
el mundo desde los trépicos hasta las altes regiones montafosas y subfr-
tices.

€1 ser humano sbHlo come por lo regular en cantidedes apreciables unas 2D

especies de una gran subfamilis gque han sido investigadas par los nutrié
logos (2,3).

€n les Caesalpinioidess, otrs subfamilis, las flores son también irregu-

lares y forman racimos relatjvamente sukltos, las cerarteristicas de la-
flor son: Pétalos imbricados y estanderte ‘colocado hacis sdentro de las

alas.

En las Mimosgideas, que es la tercera subfamilia, las flnreg forman pang

jas densas, como caracteristica de la flor; son pétalus valvados y corp-
la regular. Estas dos Oltimas subFamilias son priﬁcipalmente arboles y-

crecen en los trépicos, en general no proporcionen alimentos de consume-

tumano, pero hay unaes cuantas especies gue suministran sustancins comes-

tibles (17,57},

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

a las bacterias simbifticas de 19s nddulos radicales, tiene la propiedad-

de ubiener el nitrfgenc combinado e incorporarls a los demds alimentos =
nu;ricﬁus, toméndolo de la provicifn de nitrbgenno libre de la atmdsfera.
Esto hace que estas plantas puedan sintetizar con cierta facilidad pro--
teinas 1o que las convierte en una buena fuente de este nutriente, bti-—

lizéndose tanto en la alimentacién humana como en la animal,



1I.1.b, COMO FUENTE DE ALIMENTD
Los paises en vias de desarrollo afrontan problemss nutricioneles y las
leguminpsas cumgatxbles representan un potencial inmediato pere respl--

ver estos groblemas. (59).

Las hojas de mlgunas plantas leguminoses se consumen mucho como horteli
28 y lss flores de algunas de ellas también se comen. Lae vainas inma-
duras de frijoles, guisadas coma hortelizes constituyen un alimento fa-
miliar esprcialmente en reqgiones de Latinpamérica (3).

Algunas leguminosas tlenen raices tuberosas y se aprovechan como elimen
to humano, un ejemplo de ésto es el frijo! de Goz (Peophocarpus Tetrago
nolobus).

Nutriclonalmente, las legumincsas de grano apartan cantidades signifi--
cativas ce energla a la dieta de poblachones ce £3jon recursos eronfAmi-
cos y 1o que es mAs importante, apnrian la protzina suplesentario a8 la-
dieta principalmente de cereales o toda la preteina a una dietn a base~

de tubérculos.
En general jas leguminosas comestibles reprecentazrn una fuente de nrutei

na almacerable y transportable,

IT.l.c. COMPOSICION QUIMICA

La singular composicidn quimica de las legumiracszs es ls que di a estas
su gran valor elimenticio. Las semillas son una Tica fuente de protei-
nas en tal forma, que queda garantizadas la zlta calidad (59),

La proteins de las leguminosas son en su meynr sarte glabulinas con un-



80% del contenido tatal de proteins, perc también se encuentran albiimi
nas en algunes especles y representsn del 8-10% de proteina total. La-
mismo que la Aaynrla de laé proteinas vegetales, pueden ser deficizntes
en clertos aminoAcidos, como la cisteina y metionina,

Tienden a ser también deficientes en Acido glutémicu. arginina y nitré-

geno smoniscal; pero como fuente de proteinas vegetales, las proteinas-

de las leguminosas no son inferiores a las de otras plantas, las legumi
nosas sirven admirablemente como cbmnlementn de otras fuentes de urutel

na vegetal (57).

Las leguminosas contienen del 57-65% de hidratos de carbona (princinpal-
mente féculas) gue en general se sbsorbe y se utiliza bien. Sin embar-
gn, cabe mencionar que hay clerta cantidad de hidratos de carbong, ta=z-
- les como galactosas, pentosas y hemicelulosas que se_aprovechsn 25-3sp-
mente (3,56).

Un grupo importante de cerbohidrates ln‘cnnut!tuye la 1llamaday Fibra ery
da, Formada principalmente de celuloss y hemicelulosa, 188 cusles No =

son digeridas por el sistems digestivo humane, sin embargo los rumian--
tes sl pueden aprovechar este tipo de compuestos (8).

El contenido de grasa de la mayoria de las leguminosas se haya entre 1-
2%. Solo el cacahuate (Arachis Hipogamea) y la soya constituyen fuen--
tes importantes de las citedas sustancias. Las grasas de las lequmino-

sas en general, son ricas en Acidos grasos esenciales.
Las cenizas en leguminosas, varia de 2.5-4.2%.

Comn las graminzas, las leguminosas tienden a mantener concentraciones-



.
bastante altas de potasio y fésfora, pero pﬁr lo regular son mucho més-
rices gue las graminems en calcio y magnesio. Un valor representativo-
para el grupo en su conjunto es sl de 100 mg. frente a 10 y 16 mg. de--

arroz elaborado.

Las leguminosas contienen cantidades considerables de écido fitico que-
puede afectsr 8 ls absorcifin y sprovechamiento de su calcio, mediente -
la precipitacifin de sales insolubles en el estbmago y duodeno, pero auyn

cuando se tenga en cuenta este hecho, 1a ingestién diaria de 50g. de lg

. guminosas, puede representar una contribucidn 4til a les necesidades de
calcia.

La mayoria de las especies de las legumincsas tontienen sdlo cantidades

pequefias de carotene (proviteming A). No obstante, existen diferencias
entre las especies y dentro de ellas, segin el color y la variedad.

Los valores de muchas leguminosas, segln los datos hisponibles son AEI
orden de 50-300 Unldades internacionales de vitamino A por 100 mg.

€l contenido de tiamina de las leguminosas como grupo es m3s o MEAO0S ~-
equivalénte, o excede ligeramente a2l conjunto de los cereales, Los va-

lores varian de 0.3 a 1.0 mg. por 100 g. de muestra.

Las leguminosas contienen poca riboflavina, los valores representativos
oscilsn entre D.1 y D.4 microgremos por 100 g.

Las leguminoses sin descortezar czntienen vitamina E (tocoferol) en can
tidades algo mayores que la del total de los cereales. En cuanto al --

&cido pantoténico, la relacién es inversa. En comparacidn con la mayo-
ria de los alimentos comunes, las leguminocses constituyen una huena —--

fuente de Acido félico.



T1.2. TOKICOS EN LEGUMINOSAS
11.2.8. . INTRODUGCION

En el reino vegetal la naturaleza ha dotado 8 ciertss plantas con cape-

cided de sintetizer una amplis variedad de sustanciass qulmices, las cua
les se ssbe ejercen ciertos efectos dafiinos cuando son ingeridas por el

hombre o los animales (24),
Fué a principios de este siglo, cuando se descubrib que las semillas de
algunﬁs leguminosas, al incorporarse en Forma cruda a dietas experimen-

tales para znimales, no permiten un crecimjento nn{mal. debido a que -~

contienen sustanclas gue se consideran thxicas tanto para el organismo-
humanag corc gara el animal. Las primeras observaciuvnes sl respecto se-
deben & Osxzrne y Mendel guienes denominaron a estes sustancias "Toxial
bdminas®.

.La investigacidn de estas sustancias tdxices, resulta de gran importan-

cia, ya que hasta ahora sflo se tiene referencia de fFactores que en ma-
'ynr o menor grado influyen sobre los efectoe antinutricionales. Sin---

que se conczca el pépel que desempefan estps compuestos téxicos en iz ~

fisiologla de la planta, o de saber los mecenismos de accién de estos -

factn}es antinutriclonales en el organismo, por su ingestién, Hacemos-
referencia especialmente en aguellos énmpuestna termolébiles en los cus
les la sus%ancie activa, ha resultado ser una proteina o una mezcle ge-

proteinas czmo son: Fitohemaglutinines e inhiblidores de tripsina.

Otros factores téxicos y antinutricionales relacionados con las lequmi-



nosas, son los slguienteaé
Agentea latirogénicos, productores de favismo y glu:ﬁsidné'clanugénlcnu.
Lu'lmpnrtanclu que tlene'estudiar la presencia de sustanciss téxices . en

leguminosas, radice principalmente, en que constituyen una parte impor-
tante en la alimentacifn tumans y es muy amplio su potencial de contri-

bucién para la slimentacién animal.

II.é.D. INHIBIDORES DE TRIPSINA

Son shstanciaa que tienen la cepscidad de inhibir la actividad proteo.-

1!c1ca de ciertas enzimas (15,16).

Estos xnhibidpreﬂ de proteasas han atraldo la atencibn debldo al posi--

ble papel que estas austaﬁn!as pndrlaq Jjugar en el valor nutritivo de -

prote$nas en plantas,

Eﬁ ‘gren perte de las plantas consideradas comp hortelizas, ‘se encuentran
inhicidores de protesses, en primer lugar hay gque mencionar 8 las iegu—

mingsas como las eapécies de phaseolus, la soya y hebas, perc también--

los gu.isentes y pstates contienen tales ;dstancias. ‘

También los ceresles como el trigo, matz, centeno, avena, arroz.y alfqg
f6n ccntienen en el granoc sustanclas inhibidorae’ de tripsina y quimo--
trlpslng. £1 inhibidor de la tripsina gue se encuentra en la harina de
trigo se desgruye pur'el calor, es una de las caracteristicas de este -
inhibigor.

Los inhibidores se presentan en gran cantidad sobre todo en les pertes-

comestibles de estas plantss, principalmente en las aemillas, pudiendo-



ser inhibidores de le tripsina y de la quimotripsina. No se conace a--

ciencie cierts le accidn fisiolégice de estos factores y de su gran va-

riabilidad quimica posiblemente puede implicer le existencia de diferen

cias en su toxiclidad,
Debido al gran interés de la harine de soya como fuente de proteinam, y-
a causa ce su alto contenido de inhibidcres de proteasas, se han hecho-

diversos enseyos en animales de experimentacién sobre su influencia en-

el creciriento y su valor protéico.

Los inhibidores méis estudiados son el de Yunitz y el de Bowran-8irk,
Con lo cue respecta a le reaccibn del inhibidor de Hunitz con la trip--
sina es casi instantanea, su constsnte de velocided es de segundo orden

y es de 2 X 107 litros/moles/segundas. El1 peso mnlecular del inhibidar

de Kunitz y el de la tripsina es‘upruximadamente el mismo (24,000) y 1B
relsacién molar ee considere generalmente 1:1,

E! complejc tripsina lnhlb{dur de tripsina tiene poca tendencia a diso-
cziarse, excepto cuando el pH es Inferior a 2.9, ee por eso que Se pensd

que’ 1a innibicibn de la tripsins por el inhibidor de Kunitz era no com- -

petitiva sin embargo se comprobé gue la inhibicién es competitiva con -

pegueies roléculas de sustrato tales como N-benzoll-L-arginins etil és-
ter, ys cue la reaccidn del inhibidor de Kunitz con tripsina es casi -~
anuloda en oresencia de este sustrato.

El primer peso de la interaccidn entre el inhibidor y la tripsina con--

siste en ia ruptura del! enlace arginin-ispcleucina gue se encuentra en--

tre los dos puentes disulfuro del inhibideor (7,40}.



Aparentemente se forma entonces unae unidn éster entre el resto de seri-

né de la poreibn activa de la molécula de tripsina y el cerbono termi--
nal que acaba de sparecer en el resto de arginine del inhibidor madifi-

cado.

El inhibjdor de Wunitz es cepaz de atscaer ias tripsinas derlvades de -~

una amplia varledad de fuentes (1),

La quimotripsina de bovino, plasma humeno y larvas son tamhién inhibi--

dos a varios grados.
Entre las enzimas que son inhibidas por el inhibidor de Kunitz estén:

Les proteas;s de tioles, pepsina, trombina, colagenasas y las carboxi--
peptidasas. Pars el caso de quimotripsina de bovino el inhibidor de -~
Kurltz ferme un complejo discciable muy alto con una constante de diso-
clacion 1370 (2,00,

.El inhibizor de Bowman-Birk fue descrito primeramente por Bowman en ---

1944 y sutsecuentemente purificado y carscterizado por Birk y colabo---

radores (3).
€l inhibigor de Bowman-Birk difiere del inhibidor de Kunitz en los si--

guientes aspectos: su peso molecular es de aproximadamente 20,000, es--
pecialmente rica en residuos de cisteina, tiene siete enlaces disulfuro

pero es*a gesprovisto de glicina y triptofano (4). Presenta doble cabe
28 en dnnue>exlsten sitios de enlace para la quimotripsina y ls tripsi-
na, tiens marcada:estabilidad hacla el calor, el aAcido y el alcall (7),
una propiedad stribuible al efecto estabilizador de los enleces disulﬁg

ro de la proteina.



La p;imera hiphtesis que se reallzbé sohre la baja digestibilidad, coma-
explica¢ién del reducido velor alimenticio de muchas leguminosas crudas,
encontrf spoyo en el descubrimiento efectuado por Sowman (12), por Ham-
y Sanndstedt (7) de los inhibidores de tripsina en la soya y en otras--
leguminosas.

Se han obtenido en forma pura inhibidores tripsicos de soys (16), de --
frijol {59), de habss de lims (57) y de atras legumingsas. Parecia muy
probsble que la destruccién de estos factores podria ser la causa del--
me joramiento en el valor nutritivo de las semillas crudas ce los legumi
nosas, sl someterlas s coccifn. En un estudic comparativo se observé -
que los fndices de digestibilided de las especies con el mayor canteni-
do de inhlbidores tripsicos eran los mAs bajos (56).

Le adician de un extracto pancreatico a una dieta de soya cruda m;Jura-
mucho mis par la supleﬁentacién con metionina que ¢l de una u{eta de --
soya cocida. Esta ohservecidn de Mellnick (34) al formular la hipbte--
6is de que en la digestifin de la soya cruda, la liberacién de este ami-
nohcido fuera mas lento gue en lsa soya toclide debido al inhibidar trip-
sico.

Se atribuye a los inhibidores tripsicos ve soye y de frijoles la hiper-
trofias del gdncreas que regularmente se observa en andmales alimentados
con dietas que contienen estas leguminosas en forme cruda (44),

Bnnth'y culaboradores son de la opinidn gue la hipertrofia del pincreas,

lleva a una excesiva pérdida de proteinas endﬁgenas secretadas por el -
pancress.

Ya que estes proteinas estan compuestas de enzimas pencreaticas, ricas-

en clsteina, el resultedo de este efecta en el cuerpo es.una péraida --



de aminokcidos ezufredos. Esto puede explicar el hecho de la necesidad
de metionina, la cual es inherentemente la proteins limitente en- la sp-
ys, esto se manifieathAuﬁn mas en dietas que contienen soye cruda.

Recieﬁtementz tubo evidencias pere indicer gue la tripsine en el intess
tino suprime 1s secrecién de enzimas pancreéticas por inhibicifn de re-

troalimentacién y que los inhibidores de tripsina provocan un lncremen-

to en 1a secrecibn de enzimas impidiends la supresién producida por <--
tripsina, (5).

El efecgu sobre el pﬁncreas desapserece 8l usar las semillas en forma --
cocida lo que se explica par la Lermﬁlahilidad de los inhibidores. €s-
dificil estimar cual puede ser el efecto de los inhibidores tripsicos -
. en el organismo humano,

Diversos autores tratan de averlgua; el papel de los inhibldores de pro,
-teasas er la fisiologla de s planta. Si su accibn estd dirigida prin-
vclpulmente hecis la proteélisis endégena, as! por ejemplé se ha gbser--
vado que en algunaé semjllas é&stos inhibldcres que Bon activos contra--
clertas proteinas enddgenas, desaparecen cuando la semilla entra en la-
etaps de germinacidn. ta otra hipbtesis es jue estos inhibidores actian
hacis la prugeﬁl&ais éxégena producida por microorganismos invasores.
Dentro de los factores gue afiectan el con%esnido de los inhibidores -de -

.trlpsina tenemos

1. €1 tratamientd con caler en donde el limite por el cual el inhibi--
dor de tripsine es destruido por calentamiento esté en funcibn de la --
temperatura,'dureclén del calentamiento, <awafia de particula y condi---

ciones varisbles de humedad.

a. En auytoclave a une atmésfera de vepor de 15 lb/m2 durante 15-20 --



min. se inactlva casi por completo el inﬁibidur de tripsina del frijol-
de soya. '

b. 51 los frijoles estén en remocjo durente la noche y posteriormente--
se ponen & cocer se ipactive casi completamente el inhibidor de tripsi-
na.

2. Durante la germinacidn hey un mejoramiento en el valar nutritivo --
del frijol de soya y un gran nimero de leguminosas, aungue la actividad
del inhibidar de tripsine no perece cembiar durente este proceso (40).
3. tLaos pre;aradus de soya re}mentada conacida como tempech o natto, --
segln reportes, se tiene que el nitrdgeno de tempech es facilmente dis-
ponible, se atribuye la destruccién del inhibidor de tripsina durénte -
la preparacién de es‘ta cumid‘a.

Ao hubo evidencias de egrandamiéntn pencreftico en ratas que fuerun all
mentadas con dietas yue contenian tempech, lo cual indicaria gue las Had
hibidares de tripsina de soya han sidq destruidos deblido sl tratamien-
to de celor lnvuiucradn en la preparacién del tempech.

- 4. Protefnas aisladas. En.la aétﬁaiidau los aislados dé ‘soya y  textu-
rizados de carne son de gran importancia aunque se ha rept‘:rtadu que lea
calidad nutrif!va de estos slimentos texturizsdos es equivalente a la -
caseina v & la carne de res, la eficiencis de 1a proteina del sislado--
es muy baja, pero puede mejorerse por tratamiento térmico.

Estos resultados indicer la posible presencie de inhibidares de creci--
miento en el aislado de proteins, los cuales se inactivan durante el --

aroceso en Bl que el aislado se convierte en fibra (8).



I1,2.c. HEMAGLUTININAS

En 1las semillas de las leguminosas y -ambién en otras plantas, existen
sustanclss‘termulénlles de tipe proteinico llamadas fitohemaglutininas-
capaces de aglutinar los gldbulos rajos (39).

Los primeros estudios al respectc fueron presentados por Stillmark en--
1888, sobre una proteine obtenida de la semilla de tértago (Ricinus ---
conmunis), capaz de aglutiner l=:z células de la sangre (30).
ﬁnsterlnrmente Summer pislH de una veriedsd de frijol (Cannvalis ensi--
formis) 48 globulina gque 1llamd Concanavalina 4 y la cual tiene la pro-
piedad de aglutiner gldbulas rojocs.

Tembién en diferentes variedades de. frijolea (Phasealus vulgaris) se --
han encontrade fracciones proteiricas, correspondlentes a lectinas, gque
tienen actividad buwanintinaule. £n reelidad ls, toxicidad varla consi-
., derablerente en los diferentes tipos ce frijoles-(28,30).

Originalmente se conocieron como Fitohemaglutinines y se relscicnaron -
8 las.leguninasas euforbidceas.

fctualmente estes sustancias se Zenominan lectinas del griego legeré --
que. significe elegir. Tembién se les conoce como hemaglutininas porque
poseen: afinidad muy marcada por los carbohidratos de. la membrana de'erl
. trocitos (63).

Las lectipas son proteinas o glucoproteinas ague contienen-uniones cova-
lentes con szicares. Tienen un.PM.de 10,000 (43).

Los szdcares presentes son: Glucose, gelactoss, xilosa, fructugsa, gly
cosamina, manosa, arabinosa y.ramnoesas (31).

En las leguminpses, les lectines se localizan indistintemente.en toda -



le pleants, aungue le méximae énncentraciﬁn se encuentra en las semillas,
estas 8 su vez se hallan concentrades en el cuerpa de la proteina del -
endospermo, donde apsrecen durante la maduracifn y desaparecen repida--
mente en la germinacifn (30).

Estos tﬁ;icns sdembs de estar presentes en las legumingsas, han sido -~
encontrados en muches familims de plantes como liquenes y micelios de -
hongos, también han sido detectados em animales (&) como esponjas, crus
thceas, moluscos, caracoles, en peces, anfiblos y en tejidos de mamife-
ros (8).

Las fitohemaglutininas se distinguen por sus respectives especificida--
.des, frente a los glébulos rojos de diferente origen. La mayoria de --
las meeranas celulares, contienen glucoproteinas situadas en ls super-
ficie de la membrana, por lo tanto se considera que las lectinas se ---
unen a clertos receptores siempre y cuandoc tengen la misma afinided.
Sienda de gran interés pars la ﬁeterminaclﬁn de grupos sanguineos y ---
también para distincién serolégics de varias especies de snimales (27).
Por ejemplo, Ex}ractua de arvejas, garbanzos o lentejas son activos en-
aglutinar sangre de conejo, pero no actdan en sangre humana de ningln--
grupo sanguineo, los extrectos de hebas de lima (Phaseolus lunastus), --
aglutinan solo sangre humana del grupo A (9,10),

Son capaces de inducir la mitosis en los cultivos de leucocitos humanoa.
€8 interesante mencioner que por su afinidad con carbohidratos, han sido
un arma muy eficdz para estudier la din&mica de la membrana celuler (42).
Una de las caracteristicas de las lectinas es el de actusr mediante un -
mecanismo similar al complejo enzimes-sustrato o antigens anticuerpc ---

sobre los carbohidratos, mediante mGltiples sitios de unifn.



Por atro lado se les esocid uyna actividad téxica, ya que se Encnngrb -
que las 1ectina§ de ciertos frijoles (Phaseclus vulgaris), son responsa
bles del efecto tbxico tusndo son administradeos oralmente en forma cru-
da a los animales (25,39,53,58).

Jaffé en 1960 encontrd que la causa del efecto tbxico oral se relaciona
con sy accibn sobre la absorcifn intestinal. Zucede que la aglutinacidn
se debe a la combinacidn con grupos receptores ce la superficie de-las-
células de la mucosa gdstrica de una manera Tu, semejante como se comb}i
na con los glébules rojos, Interfirjendo en la absorcién de los nutrien
tes (33).

Hay varins_hipéteuis acerce de las funciones gue desempeiisn pstas sus--
;anclns en la plenta, y son las siguientes:

!T Actuar cumo anticuerpos pora contrarrestar la asccibn de bacterias -
del suelo.
.2. Proteger a la planta contra el atague de r3ongos.

3. TIransporte y almacenamiento de azicares.

Algunas bacteriss teles como el rizobium, forman nddulos en las rai:eg-
de las leguminosas y fijan el nitrégeno el cual es vitel para la planta.
Una satisfactoria relacién s{mblﬁtica entre las bacterias y las plantas
es caracterizado por un slto grado de select!.idad del simbionte hugs--
ped. Esto involucre a las lectinas en la hase mplecular para esta se--
lectividad. La presencla de lectinas en los ~%dulos de la ralz de algy
nas leguminosas fuergn observadas por Eisler y Porthern (20,50).

Cada lectina con una especificidad distinta cebe considerarse como una-
custancia diferente a todas las demas Fitobemaglutininas con propieda--

des fisiolégicas espec{ficas, que puyeden 6 nc incluir acciones que re--



sulten naocivas pafa los animales que las ingieren, pueden o no ser ---
thxices (26,41).

. Aquellas que tienen efectos téxicos, producen trastornos parecidos, --
entre los gue resalts, la intensa inflamacifin de la mucosa intestinal,-
enn la posterior destruccibn dél epitelio y edema.

En el higedo se observa degenerscifn de gress y necrosis; asimiamo se -
ha abservado que las lectinas de los frijoles eparecen fuertemente liga

das 2 los homogenados de la mucoss intestinsl de la rata lo aJue hace su

poner que tiene pars este tejido una afinidad semejante a ta que mani--
fiesta por los eritrocitos, por lo que el posible efecto téxica, esté -
relacionaga a una mula ebsorcién intestinal.

Ya que las fitohemaglutininas son compuestos termolbbiles, mucros de -a -
los efectos entinutricionales de las lequminosas pueden ser elirinados-
pué la aplicacién de celor. Fresgnténdnse asl un incremento general en

el valor netr\tivn de las proteinas en las leguminosas (26,51),

11.2.d. 07505 {DXICDS

li.Z.d.ﬂ. FAY1ISMD

Es una enfermedad ocasionada por la ingestifn de habas comunes {(Yicia -
Faba). En 1a actual{dad el término Favismo se usa para describir un -~-

sindrome hemolitico en individuos suceptibles a la toxicidas per ei --

cansump de esta legumingsa (52).

El Favismo se pfesenta principalmente en paises del litgral Mediterré--

nep, Se observe un defecto genéticu asociadc a 1s presencia del Favis-
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mo; asi se ha establecidc que debe hsber una prediapﬁsicxﬁn individual-
a esté intoxicacidn, cnnfirménd&se gue todas las perscnas que sufren Fa
vismo, tienen una deficiencis de la glucose-6-fosfato deshidrogenasea en
BUS giﬁbulus rojos.

En Vicia Faba se han encontrade dos glucfsidos capaces de.nxid?r el glu
tatién, estos son l@ visina y canvicina. La accifn hemolitica, se ari-
gina por el desdoblamiento en la propia semills o en el canal alimenti-
cio pnr'in eccién de la . B-glucosidasa (46,52) .

" Produce anemta hemolitica que se manifiesta en forma grave con fiebre -

de 390C.

Los glucésidos responesbles de esta enfermeded son resistentes al calor,
por lo que es importante tene} debidas precauciones pars su consumo, se
recomienda cocer y eliminar el agua de coccldn, yu gue son solubles enw

agua.,

11.2.d.b. GLUCDSIDOS CIANDGENICOS

En la actualidad se sabe que la presencis de gluchesidos cisnoglnicos en
cantidades trazas, esthn ampliemente distribuidos en el reino vegetal,

Los gluctsidos cisnogénicos no son tbHxicos por si mismns, sino lo son -
por ei HCN liberado. Lla furﬁa como se libera el HCN.de estos gluchsi--
dos es por via enzimédtica, llegandogse a presentar la autblisis de ectos
compuestos, sflo cuando se presenta un dafo fisico de 1a planta. Eg -«
importante hacer notar que para que se libere el HCN del respectivo glu
césido cinnogénico, es necesaria la participacién de ls B-glucosidasa.

E1 HCN es un potente inhibidor respiratorioc a nivel celular, ya que su-



sitic de sccibn ms sobre la citocromo uxidasa, la cusl es el catalizador
respiratorio terminal de los organismos aerobios. Es diffcil predecir-

las dimensiones del envenenamiento, ye qQue la sensiblilided al HCN en -~

los diferentes individuos es muy variable.

Aunque el envenepamienta por HCN suele ccurrir en la alimentacién del -
‘ganado, no se descarta la posibilidad de que tanhién se presente en el-
Qrganlsmn h;msnn, aungue en el éracta digestivo, no existe ninguna Be--

glucosidasa, neru‘ni en la propia planta pueden algunas bacterias intes

tinales descomponer el glucHsido dejendo en libertad el &cldo ;lanhl-;
drico o par la accién del HCL del estémago sin embargo, el orgarismo .-
dispone de posibllidades de destoxificacidn, existe sulfurotransferesa-
(rodonasa) gue catsliza  ls reaccidn del HON con el tiosulfato, sinte-

tizado en el nigada, con lo que se forma sulfito y tiocisnato que es e-

liminado por le arina (17).
I1.2.d.c. LATIRISMO

Esta enfermedad ea causada por el consumo excesivo de ciertas semillas-

de legumingsas, en particular de Lathyrus sativus (almorta). Es bastan

te frecuente en ls- India. También se ha reportado la presencia de un -
tipo similar de neurolatirismn.en cabsllos, vacas, munﬁs y otrus anima-
les,.cuandu su diets consiste predominantemente de clertas especies de-
Lathyrus. .

Las caracteristicos de esta planta tathyrus sativus son las sigulentes:

Su contenidsc en proteina es de 24-28% y 58% de rcarbohidratss, el conte-



nido de gféaa es haju,.el contenido de lisina es elevado y contlene poca
cantidad de cistelna v'mehiunina (16).
’ En lg actuslidad el término latirismo sbarca por lo menocs dos entidades,
-una gque involucra un desorden del sistema nervioso Neurolatirismo y otre

ea un desorden del tejido conectivo Osteolatirismo.

11.3. PHASEOLUS VULGARIS
1t.2.a, CAﬁACTgR]STICAS BOTANICAS

3 frljol pergenece.a la familis leguminosa, subfamilis papilinoideae,-
tribu phaseoleas, subtribu faseolineas y género phéseulus. Las uf&nci-
paiea cspecies que se cultivan en México son Phaseolus vulgaris L. (rry
Jol comn). P. coccineus L.-(frijol oyocote), P. lunatus L. (frijﬂl --
lima) v F'. acutifolius Gray-(rrijnl tepary); La especie més importante
deste el punto de vista agricola es P. vulgaris L, (3)..

La planta EQ Bnual, 1a ralz és de tipo fibroso o tubﬂruaé; los tallos
son herhé:éns, de crecimiento determinado o indetarminado; lus dos pri-

meros pares de hdjas son simples, y a partir del tercer par las hojas -
son pinadas trifolisres, la inflorescencia EQ un racimo; las flores son
pediceiadasvla flor consta de cinco sépales, cinco pétalos, diez estam-
bres y un pistilo,

€En el centro de la flor se encuentre el pistilo, que consta de ovario,-
estilo y estigma; el fruto es una vaina con dos suturss; tusndo BRstd ma
duro 83 dehiscente y puede abrirse por la sutura ventral o la dorsal,--

y 81 no se sbre, es indehiscente.



Pa;te del estllo permanece a manere de f{lamentu en la punta de la --
va;na, formando el spice. Las semillas nacen alternadamente sobre --
los mérgenes de lass dos placentas ubicadas en la parte ventral de la-
vaina, la semilla carece de endospermo y consta de testa y embridm,
Le testa se deriva de los tegumentos del &wvuls y su funcidn principal
es la de prateger al embrién; el embridn urn;iene del cigoto y consta
del eje primarioc y divergencies latersles; el eje primario estd Fur--
mado por un tallo joven, el hlpucétflu y la radicula.

El tallo es milimétrice y consta de 3 & 4 nudcs; su parcibdbn mas baja-
es el nudo, de donde surgen los cotlledones: E£ste a su vez es la oAT
te més baja del hipocdtilo. E1 hipocbtilo r.'; la zona de transicién--
entre las estructuras tipices del tallo y las de la ralz y la radicula
-(es lo ralz en miniatura); las divergencias laterales del eje embrio-
nario son las hojas, las mds conspicues de las cuales son los cotile-
dones o prime; par de hojué de la planta.

L;S :utllehunes forman parte voluminosa de la semilla y en ellos se -
almacenan las proteinas y los carbohidratos, que $on la fuente aproe--
vechable del frijol. E1 segundo par de h5335 gimples también se dis-

tingue en el embribn y surge en el segundo nudo del tallo.

I1.3.b. DISTRIBUCION Y ORIGEN

El frijol es nativb del &drea México-Guatemsla y se ha venida cultivan
do en México por més de 4,000 afios, segin datos de restos arquenlégi-

cos encontrados en las cuevas de la reglidn de Ocampo, Tamaullipas (35)

v en la cueva de Coxcatlén, Puebla (44). Este largo periodo en gue--



el frijol ha estado bajo domesticscibn, aunado a la gran diversided -

de condiclones E:qlﬁglcas gue prevalecen en las diferentes reglones -
agricolas de México, ha permitido adquirir a las especies cultivadss-

una varliabilidad genética muy grande debido @ mutaciones espontaneas,

" recorbinacién genética y seleccidn.

_Con el correr de los siglos, el frijol comin se ha extendido por to--
das las partes del mundo ademfs de América habiéndose ya hecho cons-
tar zue su cultivo en Héxico data de cels o m&s milenios. Posterior-
mevte se domesticarom otras especies del género Phaseolus como el ---—

Phasenlus coccineus hace unos 2200 afos, el Phaseolus lunatus hace --

53C0 afios y el Phasenlus acutifolius hace 5000 afos,

El F;iJul se ha cultivaco en toda América gel Norte, Central y.dcl -
Sur zesde tiempos remotos, v‘el gran nitern de nombres que le, dan }us
ingics americaenos y el de ias var ledades ;ultivadas BON UNA AUeVE ~e~
éru[:? de 'su antiglledaa (3,34). ‘

- La irportancis del frijol comin Phaseglus vulgaris en Rmérlia Letino-
ragica en el qecnn Que e€s un componente rzyoritario de la diets huma-
Fa. senstituyendo ademds una de lss fuentes de proteina ;Egetal mas -

importantes en las regliones tropicales oel continente.

Il.3.c. USOS Y NOMBRES JULGARES

En la actualidad el frijol es uno de 1los cultivos mis lmpartaﬁtes de-
México, ya que de acuerdo con datos estadisticos, ocupa el segundo lu

gar en importancia como alimento bdsico, después del malz v el sexto~



lugar por el velor de la produccién nacional, siguiendn al maiz, algo
dén, trigo, caefe de azfcar y café.

Este tipo de frijol del género Phaseolus vulgaris presenta las siguien

tes caracteristicas: Es una planta herbécea snual, con variedades --
trepadoras y enanas de muchos colares blancas, rojas, negrés, etc.

Es procedente de Américe Central. Esta leguminosa es hoy en dia la--
més importante en México, América Central y en ls mayor parte de Amé-
rica del Sur. Se cultiva en la zona templada y en la subtropical, --
as{ como también en 1a tropical e grandes altitudes y durante la edta
cidn fresca.

Podemps mencionar como uso directe el beneficlo que proporclonan en -

forma de grano, semillas o materin verde epn este caso sus vainas ver-
des que se pueden comer comc hortalize cuanto 1os suministros de esta

leguminosn son ahundantes, pudiendo ser ya se& para el consumo bumano
o animal. También influyen en ls fertilidad del! suelo al aumentar su

contenido de nitrbgeno por su asociacidn con lss becterias del rizo-
biuc..

Pero en los paises tropicales y subtropicales desempefian ademés otro-
importente papel: El de proteger el suelo contra el sol y 1a lluvia.
En cuanto a los nombres vulgares coh gque se denomina s esta planta --
tenemos: Frijol comdn, habichuela. judia, frijol pinto, chumbinho,--

opaca.



CAPITULD TERCERD
0BJETIVD

€1 objetivo del presente trsbajo fue estudiar la presencia de los ---
inhibidores de tripsina y hemaglutininas, El".' diferentes estadios del-
desarrollo de la planta del frijol y en diversas partes de la misma;_-
a su vez observar si Hay alguna correlscién con algOn componente Qui- .
mica del ;néllsis proximal, para asi tener un mejor conocimiento de -
la posible Funcidn de estos factaores antinutricionales en esta legu--

minpsa.



CAPITULO CUARTOD

PARTE EXPERIMENTA AL

MATERIAL Y METODOS

Iv.l. MATERIAL

Para el presente trabajo se estuydiaron dos variedades de frijol cores
tible Phaseolus vulgaris: Frijol canaria-107 y Negro-Jamapa los cua-~

les Ffueron proporcionados por el Departamento de Recursos Genfticos -

del Institutn Naciunal de Investigaciones Agricolas.

Iv.2. DIAGRAMAS DE TRABAJO
Iv.2.a. ESTADIOS Y PARTES DE LA PLANTA DE FR1JOL
El material de estudio se fue recolectando a las diferentes etapés--_

de su desarrolloc como se muestra en forms esquembtica en el diagrama-

1.1.

1v.2.a.b. DETERMINACIONES FISICAS Y QUIMICAS EN LAS DIFERENTES
PARTES DE LA PLANTA

Una vez tenfendo el material de cada una de las variedades, las zZ=:eg

minaciones.fisicas y guimicas gue se realizaron para las diferentes -

partes de la plante son las que tresentsmos en el diagrama 1.1.2,



Iv.2.8.c. DETERMINACION DE HUMEDAD ORIGINAL Y ANALISIS PROXIMAL

Pary poder determinar la humeded original de cada une de las partes -
de las dos variedades de frijoles estudisdos se desarrollé el diegra-
ma de trabajo 1.1.3, Cebe aclarar que el material con bajo contenido
de numedad (15%) se refiere al grano inicial y grano final. VY pera -
el caso del material con hymeded intermezia o altas son las hajas, -~

tallo y raiz.

1y,2..:.0. DETERMINACION OE TOXILCOS TERMOLABILES

De acuerdo al disgrama l.l.4, para el casc del materisl con baja con-
tenido de humedad comg es el grano inicial y final, dnicamente requig
re ce su molienda para tenerlo en un tarabo de particuls adecusdo gue
pe:-ita 1a obtencién del extracto de hemaglutininas ¢ inhibidores de-
tricsina, Gin embeargo para les demis etapas en donde ya se contaba -
cor las psrtes: Raiz, tallo, hojas y flor o fruto el cual presentabs
una humedad mayor gdel 15% se tomd en cuenta la humedsd original, gue-
fue lo primero gue se hizo y a continuacifn se muestra en forma des--
glasada y concise los pasos que se siguieron parala preparacifn del-

extracto sujeto a estudio.
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Iv.3. 4ETODOS

1v.3.8. ANALISIS PROXIMAL

FUNDAMENTO:

£l an&lisis proximal o sistema analitico Weende, se desarralld ea ---
Alemania hace mis de cien afios, en la estacién experimental que lleva
sy nombre. Oesde hace mucho tiempa se ideb eséa marcha analitica que
logra cusntificar cuatro de los ElnCﬂ.grupns, en farma muy genérica.
Consist;s en determinar humedad, cenizas, proteina c:uoa, grasa cruda-
y fibra cruda, por axferencia se calculan los carbaniarafas.asimila--

bles.

Fara llevar =a cabo las determinaclones cansideradas en el esquema --
aropuesto por Weende que se describe gn el diagramz (Iv.1.), se Sie--
guieron las téenices descritas en el ADAC (21), con iigeras modifica-

ziones las cuales se describirén mds adelante.

£1 andlisis proximal estd disefiado para simular el sroceso de diges--
tibn; una digestién dcida es sequida por una digesti3n alcalina. Este
+ipo de anAlisis se empleas en todo el mundo pare hacer descripcliones-
de los alimentos, y Ia ma‘ynria de los requisitos legales para praoduc-

108 alimenticios se basan en el sistems Weende.

DETERMINACION DE HUMEDAD

FUNDAMENTO:

€s necesario conocer la humedad de la muestra para garle wun valor real

a la centidad -de los otros componentes, este dato ta~oién esté relacia
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nado con 1la edad y estado de conservacifn de la muestra.
MATERIAL/REACTIVOS:
- Estufas de vaclo LAB-LINE mod. 3620
~ Balanza enalitica
- Desecador
- Pesafiltros o charolas de aluminio

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

PROCEDIMIENTO:

Primeramente se pone a peso constante el recipiente en donde se va a-
efestuar la determinaciébn. Pare el casa de cherolas de aluminie colg

cérzclas de 2 a b horas en la estufa es suficlente.

A cz-tinuacion se ediciona la muestra (2-5g.), tratanuo o= oue presen
te .z mayor superficie de evaporacidén se introduce en lz esvufo que -
se encuentre entre 100-110 °c. g1 tiempo de permanencia sentro de la
estufa depende del material de gue se trate. Para el ¢az2 de harinas

y s-zductos de baja humedad basta cbn 4-8 horas; sin embargs para pro

duzz:ztf de slto contenido de agus, comp son los tejidos vezetales, se-

regsiere de 24-48 hores y que cuente_:un una buena corriente de aereg
cib-.
Cuarzz se tier=n muestras que a la temperatura de lDU-llD:C. se dafian

componen, es convenlente realizar ests determinacién en uyna estu

fa a oresidn reducida con el fin de sbatir la temperaturz ze ebylli--
ciir zel agua. Pars este caso se coloca el reciplente ccr muestra E"v

unz gstufa que cuente con un oispasitivo para hacerle vacio; hay gque-



hacer notar gque no es conveniente colocar demesiadas muestras que ten

gen un alto contenido de humedad (50%).

Cuendo se usa el método de secado sl vacio, la linea de vecio debe --
dar por lo menos 25 mmHg{ el tiempo de Secado es semgjante 8 la deter
minacidn en estufa normal, siendo en este caso la temperatura de secs

do de 60-65°C.

Todas las pesadas que se efectien deben Ha:erae inmediatamente des--~
pués Jue son sacadas del desecador. GSe cansidera a peso constante -~
una muestrea cuando al pesarla en la balanza analitice solo se presen-

te variscién en la cuarta cifra decimal,

CALZUL 3

Tenierzz gl peso de la charcle con muestra sntes y después de secﬂd?.
y cor 7! peso de la charala sola, se puece tacer la detérminuclén.
General-ente la pérdida del materisl que se valatiliza bajn estas con

¢icign=s, se le acostumbra denominar come bumedaa,

% HUMEDAD = _Pi - er X 100
™

Donde:

Pi = Fesn charola con muyestra sntes oe secada (en gramos)
Pf = Fesa charola can muestra después de secada (en gremas)
m = Ze:a de la muestra (en gramos) )
DETERMITACION DE CENIZAS

FUNDAMEXTD:

Las cenizas incluyen todos los compuestos inorgdnicos fijos de la



myestra, tants los origlnales como los de conteminacifn.
PROCEDIMIENTO .

Previamente se deben poner o peso constante los crisoles, los cuales-
se deben colocar en la mufla a una temperatura de QUOUC.. marcindalos
ton 1dpiz o cuzlquier sustancia que no se elimine en el proceso de q:

cineracidn.

Al crisnl se le colocan de 2-3 gramgs de muestra aprosimadamente, se-
pone B carbonizar a la flames de un mechero y bajn'una campana, 8 que
se desprenderd una gran cantidad de humg. Cuando ya no se presentes -
desprendimignto de huno, se puede introducir el criso} a la mufia, la
cual debe eﬁcnntrarsg entre 500-550°C.

€l tiempo ve permanencia es muy variable, y depende del material que-

sg esté trabajsndo.

DISPOSITIVO PARA CARBONIZACION

CRISOL

ANILLO DE FIERRD

TRIANGULO

MECHERD BUNSEN




Cuando se va a8 determinar cenizas en muestras liquidas o semi-s6lidas,
es conveniente primeramente eliminar el agua o solvente en bafio-maris
o estufa de va?iu. Si después de la incineracifn se obtienen cenizas
£on manchas negras, es conveniente adicionarle unas gotitas de agua -
destilada a estas cenizas una vez que estén friaﬁ, con el fin de abie
ner cenizas gr;séceas o blancas homogéneas, lo que nos indica el pun-

to final de esta determinacibn.

Es conveniente dejar enfriar un poco el criscl antes de meterlo al de

secador, para su posterior pesada'en‘la balanza analitica.
CALCULDS:

€1 chlculo de cenizas en térmings de porcentaje, es el sigulente:

% CENIZAS = Pf . Py’ X100
m

Donde:
Ff = FPeso del crisol con 1a muestra después de incinerada (en gramos)
P4 = Peso del crisol a peso constante (en gramos)

m = Peso de la myestra (en gramos)
- GETERMINACION DE GRASA
- FUNLAMENTO:

La determinacién del extracto etéreo, incluye una gran variedad de com

puestos orgénicos, Gnicemente unos pncﬁs de ellos tienen interés nutri

cicnal; aguellos que se encuentran en gran cantided incluyen la grasa-

verdadera, écidos grasos y sus ésteres vitaminas liposalubles y provi-



taminas teles como son los carvutenoides.

El éter etilico, es el solvente més efichz y se utilize en el estable
cimiento de 1as normas existentes. La desventaja es que el material-
debe estar libre de agua o alcohol, ya que el &ter himedo disuelve el
azlcar y algunos otros cerbohidrates; por lo cual es indispensable --

que la myestra se encuentre seca,

La primera razbn por la cual es importante determinar el dato de gra-'
sa o extracto etéren, es poder atsler la fraccidn alta en cantenida -

calédrica.

MATERIAL/REACTIVOS:

- Aparato de extraccién Goldfish, LABCONCO
- Cartuchos de celuloss de 22 x B0 mm,

- Esgtufa de vaclo LAB-LINE, Moog. 3620

- VYasos de borde esmerilado KIMAX

- Eter etilico (anhidro)

- Baleanza analitica

PROCEDIMIENTO:

Para esta determinacidn es aconsejable trabejear con la muestra previa
mente secada; por lo cual 8 la muesctra que se le haya determirado hu-

medad, inmedistamente se trabaja en la determinacifn de grasa.
Dentro de un cartucho de celulose se colocan de 2-5 gramos de mueatra
{dependiendo del contenido de grasa) se tapa con un pedazo de algeddn

y se coloca en 2] compartimiento de extraccibn.



La cantidad de solvente depende del tamsfio del dispositivo de extrac-
cién, y en términos generales se recomiends la cantidad que produzcs-
dos descarges y una més que salo cubra el cartucho de celulosa pero -

sin llegar a sifonear.

Referente a 1o extracclbn en el epareto Goldfisch, es un dispositivo-
_cumerclsl que consts de 6 unidades de.extraccifn, las cuales se pueden

utilizar todas a la vez.

En este caso el cartucho de celulose se czlzZZ2 en el portadedal y -
este a su vez en el seguro methlico del aparato. A cantinuacién se -
colocan aproximademente 50 ml, del solvente sobre el vaso de borde es
merilado, y este con la ayuda del enillo met&lizo con rosca se asegu-

rs el apa:ato de extraccidn.

Hara el Zalentamicito en el aparatn, se sube [z parrilla hasta gue --
esté en éuntactu con el vaso, ademgs se abre l!a llave del agua pere -
que circule ésta sobre los refrigerantes. Cuando se trabaja con &ter,
es conveniente colocer el control de calentariento en LOW (bajo)., E1

perindo Je calentamiento es de aproximadamer t2 & horas.

Transcurride el tiempo de extracciéin, se bajan las parrillas de calen
tamiento, y se colocan los platillos de seguridad, se auita el anilla
de rosca y Se saca el portadedal con el cartucho, sustituyéndase por-
el tubo recuperador volviéndose nuevamente a colocsr el vaso para pro
ceder a8 calentar, perc en este caso el solvente quedard retenido en -

el tubo recuperador.



Una vez gque el vasc esté libre de solvente, secar a pesa conatante en

estufa a 110°C. poer 30 minutos, enfrisr y pesar.

DISPOSITIVO DE EXTRACCION GOLDFISCH

Vaso con borde
esmerilaco

o
LA
— —
Cartucho
Portadedal
: Anillo metdlice
CALCULOS:

A este procedimiento se le conoce como extracto etéreo.
Los pesos del recipiente recolector se deben tener tsnto antes cama--
después del procedimiento de extraccign.
% GRASA = Pr - Pi X 100
m
Dondes
"Pf = Peso del recipiente después de la extraccidn (en gramos)

PL = Peso del recipiente antes de la extraccidn (en gramos)

m = Peso de la muestrs (en gramos)



DETERMINACION DE PROTEINA
FUNDAMENTE:

El métoda emplesdo usualmente para la determinecién de nitrégeno en -
alimentos, es el método Kjeldahl y varias modificacicnes se hen. desa-’

rrollado en la actualided.

El procedimiento consiste en una oxidacién de la materis orgénice par
accibn del Acido sulfirico para formar dibfxide de cerbono, agua y 1li-
berar el nitrlgenn como amoniaco; el amoniaco existe en la solucibn -
Scida como sulfato écido de smonin, deblido & que en 1m mezcla de reac
cién siempre hay un exceso de &clda.

MATERIA )
preanica ¢ PRS0, Cﬂzf +oHL e nnzf. NH, HSO,

La digestifn de la muestra paraz formar el sulfato de amonio, es la --

parte mbs dificil de la operacién.

Han sido usados muchos agentes catalizadores para aumentar le veloci-
dad de digestién de ls muestira; como son el cobre, wercurioc y el selg
nio entre otros. Se han usado con mucha efectividad la combinecién -
de catalizedores como es el uso de cobre-mercurio, cobre-selenio y .-

mercurio-selenio.

Se han adicionado numerosos sgentes oxidantes al final del perfiodo de
digestifin para obtener una completa oxidacién; en varics tipos de mues
tras la pérdida de nitrégeno a través de 1s formacién de sminas o de-

nitrégeno libre se ha presentedo por el uso ce @stos agentes & excep-



ci6n del usc del peréxido de hidrbgeno, E1 peréxido de hidrdégeno debe
ser usado cuidadossmente ya que es comiin preservarlo con acetanilida-

pars reducir la formacifin de oxigeno y egua.

Sales como =ulfato de potasio o de sodic son comunmente adicionades -
para aumentar el punto de ebullicidn de la mezcla de digestidn, sin -
embargo la relacibn sal/écido no debe ser muy alta, ya que se podria-

presentar la pérdida de amonfaco de ls sal de amonia.

El amoniacc obtenido después de la digestién, es liberads par una'gren
variedad de métodﬁs; siendo el més usedo por accidn de un Alcall y --
, strapado el smonteco, liberado em una centidad conacida de 4cido velg
rado. Otro método uss la directs estimacién del amonfaco, por reac--
cifn con el reactivo de Nessler, que nos dé en bajas concen*raciones-

un precipitado inscluble coloidal de color naranja.

NHy o+ ZAZHgXb +  KOH b= NHZHQZI} + 5KL 4 Nz[]

Este precigltado colorido puede ser estimado colorinétricamente, siem

pre y cuan2c se trabaje B concentrecliones bajas.

MATERIAL/REACTIVAS

- Digestor TECATOR, mod. 2b-20/40

- Diepositivo de microdestilacién LABCONCO
- Tubos de digestién TECATOR de 75 ml.

- Mezcla digestive (a)

- Perfixido de hidrigeno 31 30%

- S5ulfato de potasic (R.A.)



Solucién de NaQH al D%

Una vez efectuads la digestifn se dejs enfriar y se procede & realizar
18 destilacifn en el microdestilador, el cual previamente debe estar~

en proceso de destilscidn (CALIENTE),

DISPESITIVE DE MICRUDESTILACION

——

oW

\ —

l 1 e FLUI0 DE AGUR
X F
— b
H
A, Copa de sdicién G. Recipiente generador de vepar
B. Trampa de Kjieldahl H. Resistencia de calentamiento
C. tlasva de teflén eléctrica

D. HRefrigerente
€. Trampa de vecio

F. Bulbo o unidad de resccibn/destilacién



La muestra se vacia ® la copes de adicifin del dispositive y el tubo de
digestiéin se enjuaga dos veces con la minima cantidad de agua, pasén-
doée eate contenido a la unidad de destilacién, e continuscifin se ahba
de a esta unidad con mucha precaucibn y lentamente 15 ml. de NaOH al-
60%.

Soluciln de Acido bérice con indicadores (hb)

Soluciéin de HC1l 0.01 N valorada
Preparacién de 18 mezcla digestivai

(a) Cisolver 3 g. de sulfato de cobre (CuSOL'SHZD) en 20 ml, de
nque destilada; 8 continuacibn se sgregan 50 ml, de &cida aftufusfé-—
rico (HJ=0“) y una vez que estd blen disuelta la sal, se adiciona con
mucho cclzado y resbalando por la pared del recipiente 430 ml. de é:l

do sulfl:!izo concentrado.
Esta mezz.2 se deja agitando por aoroximadamente 30 minutos.

Preparaciin de la solucifin de écido bbrico pera fijar el amoniaco.

(b) Se pesan 5 g. de #cido bérico y se colocan en un matréz afo-
rado de _.; se adicliona agua hasta disolverlo y & continuacién se --«
agregen 3% ml. del indicador A (100 ~g. de fenoftaleina aforades a --
100 ml. ¢2n alcohol etilico) y 10 mi, del indicador B (33 mg. de ver-
de de brc-ccresol + 66 mg,. de rojo se metlleo afarados a 100 ml. can =~
alcohol etflico).  Se ajusta el color é un tono café rojizo con Acido

6 slcali seg&n se requiera y se afora a 11 cun'agua destilada.

PROCEDI™

Ta:

ﬁzaar de 5p-100 mg. y colocarlos en el tuboc de digestifn, se le agre-



-ga aproximademente 0.5 g. de KZSD“ y 2 ml. de mezcla de digestifin; -
se pone el tubo en el digestor par espacio de 15 minutos y después de
ello se sace del digestor pera que se enfrie un poco, para pnde; adi-
cionarie 1.5 ml. de quz y nuevamente colocarlo en el digestor que se
encuentre a 370°C. Se considera que la digestién estd realizeda, ---

cuando el tubo no muestra manches y puntos negros y ademés la mezcle-

de digestién sea transparente.
LIBERACION DEL NITROGENT AMONIACAL

El destilado se recibe en un vaso de precipitados que contenga 50 ml,
del 4cido bérico, y la destilacién se continfia hesta completar un vo-

ldmen de 100-125 ml.

Una vez completa la destilecidn, se saca el veso de precipitados pars
au gosterior titulecién; en tanto que con ayuda de la trampa de vacio
del dispositivo se remueve de la unided de destilacién el residuo de-
la muestra que quedf.

Finalmente el amoniaco atrapado en el 4cido bérico, se titula com wC1

0.Cl'i, hasta un vire de coler verde esmeralda a un rosa clara,
CALCULDS:

Para realizar los calculos es conveniente correr un testigo, en donde
se sustituye 1a muestra por el eguivalente en peso de glucosa g saca-

rosa; trabajéndose en la miema forma.

'%Nz = (P-B) X N X meqg. ‘X 100

m




% Protelna = % N, X F

Donde:

P a ml. de la tltulecibén de la muestra
8 = rl. de le titulacién del blenco

N = normalidad de la solucién de HC1
meg= miliequivelente de nitrégeno (0.014)
in = peso de la muestra (en gramos)

f = factor de conversidn (6.25)

Con respecto 3l factor de conversidn debemos aclsrar que este S2pende
para cada tipc de muestra, el cuel estd relacionado al contenida 32 -

nitrigens de la proteins en estudio.

DETERMINACIO! DE FIBRA
FUNDAMENTO:

Le denaminacidn popular de fibra o fibra cruda, se refiere a las par-
.tes de la pared celuler de los tejidos vegetales, las cuales no pue--
den ser digeridas por las enzimas del intestino. Ourante el paso ai-
través del tracto digestivo, la fibra se hincha y forma una masa gela
tinosa, con una muy alts capacidad de retenclén de agua; con lo cual-

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

bentro del irterés anallitico de un alimento, podemos dividir los car-
bohidratos de origen vegetal en dos pértes: Por un lado los carbohi-
dratos no-estructurales como son los slmidones, azicares y fructosa--
nas; y por otro ladao los cerbohidratas éstructurales, teles camo la -

celulosa y hemicelulosa, gue corresponde a lo gue se denomina fibra -



cruda.

Para la determinacifn de fibres de une muestra es necesario trebsjar -
con una muestre desengreseda y someterle s una hidrblisis bcida segui
da de una hidr6lisis alcelina con una posterior incinerecién del mate
risl inscluble pare que por diferencia determinar el contenido de car

bohidratos no-degradebles.

Por definicibn de acuerdo al método Weende, la fibra cruda es 1a pér-
dida por .ignicibn, del residuoc seco remanente después de la digestién
de la ruestra con écido sulfirico al 1,25% y NaOH al 1.25% bajo las -

condiciones hien especificadas, de muestra previamente'desengraaada.

MATERIAL /REACTIVOS

Vasos de ferzelius de 600 ml, nIMAX

Aparato de digestidn LABCONCO

€stufa de vacio LAB-LINE, mop., 3620

Mufla THERMOLYNE, mod. 1500

Agarato de digestidn Fibertec marca TECATOR, mod. 1010
Heat Extractor

Crisoles de porcelana y de vlnriu-TEERTDﬁ

Filtro de linc o papel Whatmen # 40

Solucién de H,80, 8l 1.25% (m/v)

4
Solucifn de NaOH a1 1.25% {(m/v)
Antiespumante (emulsibn SIGMA-8)

Alcohol etflico



PROCEDIMIENTO:

Se pesan de 3-5 g. de muestra desengrasads sobre un veso de Berzelius
que contenge 0.5 g. de ssbeato (limpio y calcinade) y unas perlas de-

vidrio. A continuacifn se le adicionan 200 ml. de H Sﬂh al 1.25% que

2
esté hirviendo, y unas gotas de antiespumante e inmediastamente se co-
loca en el sparato de digestién, el cual debe estar previamente calien

te; se deja digerir por espacio de 30 min. exactos.

Después de dicho perioda se vacla el contenido sobre un embudo de --
Buchner que contenga filtro de lino y se realiza la Filtracién con a-
yuda te vaclio; se lava el reslduo con agua destilada caliente, hasta-
eliminar al Adcido (eprox. 500 ml.). Una vez lavado el residua se --
transfiere nuevamente al veaso Berzelius, se le adiciona urnas gotas de
antiespumante y 200 ml. de NaOH 1,25% gue esté hirviendo y se mantie-
ne en el Bbarato de dlgestién por espacio de 30 min, Transcurrido el
tiempc se vacia nuevamente sl filtro de lino y se Filtra, lavanco el-
residuo con agua callente (apruxxmadamenge 500 ml.), hasta eliminar -
el &lcali y también quiter les perlss de vidrio lavéndolas con agua--

para recuperar el material adherida.

Por ¢ltimo se le adiciona al residuo 25 ml. de alcohol etilico. El--
residup se pasa a un crisol de porcelana (a peso constante} culidando-
de pesarlo en forms cuantitativa., GSe coloca en la estufa de vaclo «-
para su secada (aprox. 48 horas) y despuds se pesa. A continuacibn -
se carbaniza y se introduce en 13 mufla para su {ncineracidn, 2 900%.

para después de realizada gicha operacién volver a pesar el crisaol.



CALCULDS:

*Y¥a que se requiere de trabajer con muestrea previemente desengrasades,
es recomendable user la myestrs ® ls que se le determind humedad y ----
grass; por lo cusl el peso de ls muestra serf referido al peso iniciasl-

previo de las anteriores determineciones.

% FIBRA = _Ps_ - Pc_ X 100

Donde:
Ps = Peso crisel con residuo después de secado (en gramos)
Pc = Pesc crisol con residuo despufs ae calcinado (en gramos)

m = Peso de myestra (en gremos) (*)

Iv.3.b. ANALISIS TOXICOLOGICD
1v.3.b,a. INHIBIDORES DE TRIPSINA

FUNDAMENTO:

Para la determinacifin de inhibldores de tripsina se utilizb el método
de Kaskarde y col. el cual se basa en cbservar la inhibiclén producida-
por un extracto acucsao (sol. de flaDn 0.01 N) de la muestra sobre una-

solucidn patrén de tripsina.

En dichas técnica, el extracto diluido se pone en contacto con una so-
lucién patrdn de tripsins y después de cierto tiempo se determina la-
activided proteol{tics remanerte, por medio de un sustrato sintético,
BAPNA (Benzoil arginina p-nitroanilina) el cual producird una colora-
cibn que se puede leer en un espectrofotbmetro a una longlitud de onda

de 410 nm. De ecuerdo B la siguiente reaccifn:



- = - = MY
HZN E NH H2N f !l
€ oHy Dy ¢ f"z )3
fiH - CH - C - NH NH - CHZ
1 i 1 H
c o] C = C 5
Tripsina
—————— +
H,0
an Benzoil NUZ
. Arginina

BAPNA p--itroanilida

fAenzoil arginina p-nitroanilida

Lz tripsina ~idroliza al sustrato sintético liberando benzcil argi-i-

ns ., penitr ilida de color amarillao.

Cizha colzrazion serd inversamente proporcional a la concentracién --

ae! innibider de tripsina presente en los extractos de las muestras,
¥ pzr definizifin arbitraria se dice gque una vnidad de tripsina (U:T.)
es lgual a o incremento de 0.01 unidades de sbsorbancia 2 .na longi-
t<s zZe cnca e 410 nm.

MATERIEC

- Fotercismetro CORNING mad. 10

- Parcilla con agitecidn magnética THéRMULINE

- Bafio Maria GRANT mod. SE-1D

. - Eszectrofotdmetra COLLEMAN mod, Junior II-A

- Mezclador de tubos LAB-LINE mod. Super~Mixter



REACTIVOS:

a. Solucibn de NaOH 0.01 N
b. Solucifn amortiguedora de TRIS J3,05M, pH 8.2
Se prepara pesando 6.05 g, de TRIS (Hidroximetil-amino metano’ y 2.94

g. de CaElZ s 2H,0 se oisuelven en asgua destilads y se mezclan en -

2
un voldmen totel de 900 ml.; se ajusta el pH 8 B.2 y se afora a 1000
ml.

c. Solucidn BAPNA

€sta sz prepara pesando 100 mg. ce benzoil-DL-arginina-p-nitroenilida-
HCL (BAPNA S1GMA Co. St. Louis Mo.) se disuelven en 2.5 ml. de dime--

. til sulflxido, y se diluye 2 250 -i, con annrtigusdor TRIS previamen-

te calentado a 37°C.

Esta dilucidn debe ser preparada ei mismo dgia v cushdo esté en uso --

debe rantenerse s 37°C.
d. Solucidén patrdn de tripsina,

Se peszn con mucha exactitud & mg. ge tripsins bovina (SIGMA ¥ T1-8253)
y 82 Zisuelven en 200 r: de HC1 C.EDIN.

€sta solucidn 20g. de tripsina/rwl. nevbe sar almacenadga en refrigera--
cibn y puede durar de 2 & 3 semanas sin pérdida apreciable de activi-

dad.

e. Solucién de 4cido acético al 30%

METODOLOGIA:

8. Preparacidn del extracto. Se oresenta en farma detallada en el -



diagrama (1,1),

b. Oeterminacién de la actividad. FPorciones de 0.0, 0.6,°1.0 y 1.8
ml, de extr;atu direntﬁ o d?luciﬁn, se miden con pipeta, paséndose a-
tubos de ensaye por duplicado y se ajusta el volimen a 2.0 ml. con --
agua destilada y se introducen al heafia marie a 37“0. Se adicionan --
2.0 ml, de solucidn patrﬁn.de tripsina (previamente mantenida a 37“&)

y se mantiene en contacto inhibidor-tripsina por espscio de 5 minutoa.

A cuntinuaci6n se agiciona 5.0 ml. ge solucién BAPNA a 37°C. & cada -
tubo y se mantiene dicha mezcle de reaccifn por 10 minutos exactos --
(con cronémetra). La réscciﬁn enzimitica se detiene por la adiclén -
de 1.0 ml, de 4cido acético al 30% uno de los tubos del duplicado nos
servird para su respective testigo, por lo cuel después de 1a adicién
de los 2.0 ml, de solucién de tripsins se adiclonera 1.0 ml, de Acido
acética al 30% y después de ello se adicionarén 5.0 ml. de solucidn -
BAPNA, como se observa no es necesario el Control de tiempa de éstos-
tubos.
Cusndo por la adicién del Acido acético al tubo de reaccidn 1a sclu--
" cibn se enturbie o forme un precipitado, serad necesario filtrar el --
contenido a través de un pepel filtro (Whatman # 1); psra ello es con

venlente dejar el tubc en reposo par 15 minutos aproximadamente y ~==
después filtrar primeramente 21 sobrenadente; por (ltimo se Filtra la
porcién del filtrado gelastinoso,

Sin emhergo es necesario cerclorarse que el Filtrado esté translicido,
A continuacién se tiene 1 siguiente table que nos muestra en forma -

esquemética, la serie de tubos gue se deben preparar para poder deter



minar le actividad inhibitorie de nuestra muestra.

CLAVE ml.Ext, ml.HZU ml,5TD, Tripsina——--ml.ﬂl\gNA a----Ac,scética

377, al 30% -
8, 1.8 0.2 2.0 + 1.0 ml, 5.0 eemee
1 1.8 0.2 2.0 - 5.0 1.0
8, 1.4 0.6 2.0 + 1.0 ml., 5.0 ——-
2 1.4 0.6 2.0 5.0 1.0
8, 1.0 1.0 2.0+ 1.0 ml, 5.0 eeees
3 1.0 1.0 2.0 5.0 1.0
8, 0.6 Lk 2.0 + 1.0 ml, 5.0 w——
4 0.6 1.4 z.0 5.0 1.0
8q 0.0 2.0 2.0 + 1.0 m, 5.0 ——
R 0.0 2.0 " 2.0 5.0 1.0

La lecturs en el espectrofotdémetro se realiza a 410 nm. y es necesario
para cada una de las alicuotes del extrvactu, prlvf\eremente gjuster el-
aparato a 100% de transmitancia con su respectivo testigd. £1 tubo--
con 0.0 ml, de extracto es la referencia (hﬂﬁg. tripah::a/wml.) -

sobre el cual se basarén los cilculos.
CALCULDS:
Le lectura de absarbancie‘(A), directamente la podemos pasar 8 unida-

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

U.T. = A X 100



Ys gque tenemos una serie de slicuotas del extracto, tendremos & su --
vez une serie de valores de U.T. los cusles 8l restar este valor al -
dato de referencia, obtendremos los respectivos valores de unidedes -
de tripsina inhibide (U.T.I.) y por consiguiente se puede celcular el

valor de U.T.I./ml. de cada una de las alfcuctas.

_Cuancn se hace una grafica en ls que la actividad enzimitice inhibido
ra (U.T.I./ml,) es una funcifn de la cantidad de solucién inhibitoria,
se observa una correlacidn linesl negative de la cual por extrapola~--
cifn al valor cern, de la scluciéin inhibitoris, se obtiene un valor -

(8).

Tripsina
Inhibida g (valar extrapoladao)

(U.T.I./mb.)

r = -0.9

Voldmen extracto (ml.)

Este dato extrspolado, es un valor més cerceno a la actividad inhibi-
toria verdsdera o real (8i se refiere sl inhibidor de saya de tipo --
Kunitz).

Es conveniente reporter las unidedes de inhibicidn per mg. de protefna
de la muestra; pare lo cuel es ﬁzceaariu determinar el contenido de -
protef{na en el extracto directo. De no tener el dato anterior se pug

den reportar unidades de inhibicién con respecto a 1 mg. de muestra:



U.7.1./mg. muestra = B X F X S0/1000

B = Valor extrspslado 6 promedio en (U.T.I./ml.)
f = Factor de dilucién, lo cual depende de 18(s) dilucion(es) realf

zada(s), Cuando se trabaja el extracto directo F = 1I.

F o= AL , A2 Al = aforo(s)
al a2 al = alfcuota(s)

Iv.3.b.b. HEMAGLUTININAS
FUNDAMENTD:

Se realizé de scuerdo al método descrito par Jaffé y cal. (29). Es -
una prueha semicuantitative basada en la propiedad que tienen las he-
meglutininas, presentes envlus extractos de las muestres, para agluti
nar d?Ferentea tipns de eritrocitos. €sta pruebe consiste en hacer -
una serie de diluclignes seriadas del extracto salinp de la iequminuaa
en estudic y observar hasts gque dilucifn se tiene actividad hemagluti

nante, por estimacidn visual.

Pars eata determinaclén se emplearon glébules rojos de conejo lavados
en solucién saline y activedus con tripsina, ya gque le sensibilidad -

de 1@ sglutinecién se mejora considerablemente con este tratamiento.

MATERIAL
- Agitador magnético con tscémetro merca THERMOLINE

-~ Centrifuge para tubos DYNAC




- Tubos de centrifuga de 15 ml. con graduscidn

- Jeringa de 5 &6 10 ml. con agujs # 22.

= Incubadora marca BLUE-M

- Espectrafotdmetro COLEMAN Junior 11-A

- Adaptador para celdas de 10 X 75 mm. (acondicisnada 8 una abertura
de 1 cm.)

- Microtiter KIT (Conk Eng-Rlexander, VWirginia USA)
REACTIVUCTE:

8., Sargre desfibrinada y lavada
b. Saol.cidn salina al 1%
€. Seol.cidn salina al 0,.85%

d. Triccsina de p&ncreas bovina (SIGMAT-8257)

METODDLI:IA:

a. Prezzracidn del extracto.

Se presenta en forma detaklade en el diagrama (1.1.4)

b. Precarecidn de la sangre.

Se extrzen 3 ml. de sangre de conejo, se reciben en un tubo vacutainer
que cortiene citrato de sodio al 3;8!, esto es para evitar la csoagula-
cifin. is =zangre se trasvasas a tubos de centrifuga para lavarla tres -
veces ccn solucifin salina al 0.85%. La relacidn sangre/sblucién salli~
na es aproximadamente 1/5.

Se centrifuge a 40 r.p.m. durante 10 minutos. Después se diluye al 4%

el paquete de glbbulos rojos, para lo cual se agregan por cada ml. —w-



de glHbulas rojos 24 ml. de solucifn salina al 0.85%.

‘ e. Sensibilizacifn de los gl6hulos rojos.
A ceda 10 ml. de suspensifn de glébulos rojos al 4% se le agrega 1 ml.
dé solucién de tripsina al 0.1% en solucifn salinra, colocarlos en fin-
cubadora por espacio de 1 hora a 379C.  La suspensi6n se centrifuga -
tres vécea manteniendo el nivel del liguide, hasate eliminar el exceso
de tripsina.
Después del Gltimo lavado se resuspende el paguete de glbbulos rojos-
al voldmen original de la muestra de sangre.
d. Ajuste de la suspensién de glébulos rojos.
Se toma 1 ml. de la suspensibn de gldbulos rojos ya sensibilizada y -
se agregan & ml. de la solucién salina al 0.85%. Se tams la lectura-
en 1 espectrofotfimetro a 620 nm. usando un adactador de celdes Que--
permiten el paso de celdas de solo | em. de luz y como testigo solu--
cibn salina sl 0,85X.
La lectura que se debe obtener serd de 25 ! Ze transmitancia, en--
caso contrario se realizard la dilucién necesaria para que la suspen-
sidn de glébulns rojos quede dentro de dicha rango.
e. Microtitulacién.
En las placas tipo V de microtiter, colocar en cada pozo de una hile-
ra 50 Ill. de solucidn salina al 0.85% con el pipetero de gota evitan
da tocer las paredes del pazo.

A continuacifn llenrar el microdilutor de S50 /ul. por contacto con le-—



superficie del extracto problema y se procede ® reallzar las dilucio-
nes sucesives en le hilers, introduciendo el micradiutor en el pozo-

y roténdolo sin excesiva presifén.

Par Gltimo con un pipetera de gota colacar en cada pozo 50 /‘1' de la
suspensidn de glébulos rojos sensibilizados y ajustedos. Luego se —
rote la placa en forma circular y se lleva a la incubadora a 37%, -

por espaclio ce 1 hora.

f. Lectura.

Una vez transcurrido el tiempo estipulado se coloce 1a placa de plés-
tico sobre el cispositive de lectura se observa o través del espejo -
de fondo de los pozos de cada hilera de la prueba. Se reporta 18 —--

mixima diluciér que presente la aglutinacidn.



CAPITULD QUINTO

RESULTADODS ¥ DISCUSION

Las determinaciones del andlisis proximal para el frijol Canaric-107-
y el Negro-Jamapa se hlcieron por triplicado, ‘de dande se obtuva un -
promedio gque es el que representemas en el Cuadre 1 y Cuadro 2 respec
tivemerte.

Para el caso del material con bsjo contenido de humedad como es el --
grano inicial y el grann finel, Onicamente se-requlere de su molienda
para tenerlo en un tamsfio de particula adecusdu; sin embergo, para -~
los demé#s estadios pléntula, floraciéon al 50%, fructificecibn ejote,-
FESMAH, fué necesario recolectar 1a planta e inmediatsmente trabajar-
la para evitar la pérdida de bumedsd. Al mismo tiempo se determinf -
el centenido de humedad para poder expresar los resultados teanto en -
base rimeda como en base seca.

En cuzrto al contenido de cenizas en el frijeol Canario-107 se abswvrve
gue lcs elementus minerales inorgénicos contenidos en las cenizas de-
la planta se presentan principalmente en la parte de hojas, y para --
el friicl Negro-Jamepa es en le raiz donde =& encuentrs el mayar con-

tenide de cenizas.

Con base en los resultados de protefnas del frijol Canarip-107 se ~--

tiene que del estedio de grano inicial al de germinecibén hay un lige-

ro aumznto y a partir del estsdio de plantules donde ya se empiezan a-

analizar las plantas por separedo existen diferenciss en cuanto al --



contenido de pruteines entre cade una de las partes de los diferentes
estedios, observéndose que en el grano final se presenta un, vaiur wuy
cercanc al del grano inicial.

Para el Frijol Negro-Jdamspa se tiene que del estedio de grano inicial

al germinado se tiene un ligero aumento y que del estadio de pléntu--

1a 8! de fructificacibébn ejote, el veslor més alto se presenta en la -~
parte de hojas, sucediendn que en el estadio de FESMAH en el ejote se
tiene un valer mhs alto y en el greno final se tierne un valor de pro-

teinas surerior al del grano iniciel,

En cuanto =! contenido de grusa en la mayoria de nuestros resul tados-
refiriéndonos al frijol Canario-107 y Negrn-Jamapa, se tienen valores
yue oscilan entre 1-3%, variando pars el caso de las bojas que es de-
un 5%-6% debido o que contienen carotenoides que scn compuestos llpidi
cos que se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas princi-
palmente en las hojas.

En la determinacién de fibre crude los valores mas altos paru el fri-

Jjol Canaric-107 se presentan en las partes de ralz y tallo sin embar-

go, para el frijol Negro-Jamape se presenta el valor m#s slto en las-

ho jos.

Para el contenido de carbohidratos tenemos valores altos tento para -

el frijol Canario-107 como para el Negro-Jamapa en los estad{os de --

grano inicial y germinacidn. -

En el frijol Canario-107 en el estadio de plantuls el mayor contenido

de carbohidratos se presenta en réiz, y en el estadio de floracibn --



al 50% se tiene que en hojas es donde se presenta el mayor contenido-
de carbohidratos.

En el estadio de fructificaclén ejote y FESMAH es en el fruto donde -
se breaenta el valor més alto siendo muy cercano al del grano final.
Resgecto al frijol Negro-Jamape se tiene que en el estadio de plantu-
1s el mayor contenido de carbohidretos se preaentg en la reiz y en el
estadio de Floracién sl 50% en la flor se encuentra el valor més alto.
Para el estadio de fructificecidn ejote se observa el veslar mhs elto
en la parte de tallo y pera el estadjo de FEEMAH el mayor contenido -
se presenta en fruto observéndose que se tiere un valor muy cercang -

al del graro final, lo mismo que ocurrid en la anterior variedad.
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ESTADIOS

GRAND INICIAL

GCRMINADD

PLANTULA

T
FLORACION
AL 50%

el L
FRUCTIFICA
CION EJ0TE

FESMAH

GRAND FINAL

RALZ
TALLO
HOJAS

RAL1Z.
TALLO
HOJAS
FLOR

RAIZ:
TALLO
HOJAS
EJOTE

RAIZ}
TALLO
HOJAS
EJOTE

s
...  CURDRO 1 . . .,

ALISIS PROXIMAL

EL

i ECANARIO. =107 EN- BASE HUMEDA R
CONTRIBUCION  HUMEDAD  CENIZAS  PROTEINAS' —GRASA
. (N X 6.25) LRUD

% fra % i %
] 9.63 3.77 23,20 1.26
100 4.51 947 27.7 1.38
16.67 6409 12,55 22:67 1:29
54,17 L.07 8.25 39.68 1.3)
29.17. 5.09 9.17 39.28 6,49
15.38 bail 9.05 1713 1:86
35.38 3.75 19,58 17.80 1a75
45.38 3,71 15.03 20:67 5.08
3.85 3.31 23.92 4.08
3.65 2.75 11:76 0,94
26.28 3353 7.49 13.510 2.04
2u4.82 3,36 .20 19,93 6:12
45.26 4.20 5.83 18.16 z.10
3.65 2.76 10.86 9.30 1.25
26.28 3.53 7.49 9.22 tou?
24.82 3.36 16,20 17,10 5.%8
45.26 4,20 5.83 . 17.27 1.59
100 7.61 3.9e 24.56 1.71

FIBRA

CRUDA PO

%

4.0

R DIFERENCIA

58,10
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CuADRO 2
ANALTISIS PROXIMAL
NEGRO JAMAPA EN BASE HUMEDR

CONTR1BUCION HUMEDAD CENIZAS PROTE INAS GRASA FIBRA CARBOMIDRATOS

ESTADIOS (N X 6.25) ECRUDA  CRUDA POR DIFERENCIA
% % % % *
GRANG INICIAL 100 7.93 .19 19.05 1.47 3.88 63.48
GERMINADD 100 5.42 5.68 21.81 1.66 4.60 60.83
RAIZ 30.77 4.36 14,59 27.4 3,90 11.25 27.2
PLANTULA TALLO 30.77 4,71 19.18 38.14 3.78 7.58 26.61
HOJAS 38.46 3.84 14.59 38.41 7.03 7.87 28.26
RAIZ 15.86 5.14 36.32 10.71 122 11.4b 37.17
FLORACION TALLO 24.27 6.58 28.19 9.68 1.56  13.07 40.92
AL 50% HOJRS 58,57 5.84 9.76 24 .14 3,73 18,94 37.59
FLOR 1.29 .91 15.67 21.77 3.51  10.0 TS
RAIZ 9.77 L.36 35.32 11.37 .30 11.91 35,74
FRUCTIFICA TALLD 28.99 5.42 25.80 8.66 138 131.53 47.15
CION EJOTE HDJAS 48,86 4.2 29.72 21.56 462 18.39 21.51
EJOTE 12.38 5.54 21.93 15.29 2.08 7.38 43.73
RATZ 3.1 6.48 35.21 8.78 1.2 10.86 37.46
- TALLD 16.78 7.13 13.56 6.4k 1.24 11.94 39,69
FE HOJAS 26,11 6.59 11.60 t1.82 5.09  20.49 (Rt
£J0TE 55.70 7.42 .43 17.54 1.52 5.7 - 56.92 -

GRAND FINAL 100 7.78 5.43 23.L5 1.19 4.08 58.07
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ESTADIOS

GRANOD INICIAL
GERMINADO
PLANTULA
FLORACION AL 50%

FRUCTIFICACION
EJOTE

FEGMAH

GRAND FINAL

CUADBRD 3
ANALISTIS PRIOX T HA
“TOTALY GANARIOSI7 KN UASE LLCA

HUMEDRD CENIZAS PROTEINAS GRASA
(N X 6.25) LRUDA

% % k4
9.63 4417 25.72 1.39
81.0 5.73 29.05 1.u45
88.67 9.66 38.65 . 2.98
82.93 12.16 22.74 3.67
80.69 8,85 17.83 3.6
76.65 10.61 16,79 2.71
8.28 L.31 26.58 1.85

CARBOHIDRATOS
POR DIFERENCIA

6L .29
58.27
28.09

34.92
48.61
46,775

59.71
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ESTADIOS

GRAND INTCIAL
GERMINADO
PLANTULA
FLORACION AL S0%

FRUCTIF1CACION
EJOTE

FESMAH

GRAND FINAL

[UADRD &4
ANALISIS PROX I MAL
"70TAL" NEGRO JAMAPA EN BASE SECA

HUMEDAD CENIZAS PROTEINAS GRASA
(N x 5.25) CRUDA

% % %
7.93 L.21 20.69 1.60
85.0 L .86 23,06 1.76
83.95 9.22 36,45 5.16
82.92 17.22 19.61 2.98
82.40 15,12 419 $.19
75.10 1u.96 15.04 2.50
7.82 L.u2 25.43 1.29

FIBRA

CRuDA

CARBOHIDRATOS
POR - DIFERENCIA

68.95
&4 .32
28.62

u0.84

EUY: )]

54.25

62.97



Reapecto al estudio toxicolfgico en el Cuadro 5 tememos los resultados
referentes a la determinecién de inhibidores de tripsina del frijol ~-

Cenario-107, en cada etapa de su desarrollo.

De los datos. presentasdos se puede observar gue la concentracibn de es-
tos thxicos del estadio grano inicial con un valor de 14.93 UTI/mg al-
estadio de germinacibn con un velor de 7.70 UT1/mg, existe una diferen
cia apreciavle, lo cual indica que hay una fracclén importante de inhi
bidores de tripslﬁa en la semille gue baja en el es;adin de germina--
cibn.

€n términos generales observamos que en el estadio de germinacibén el -

metabalismo celular se increments y el contenico de inhibidores de -«

tripstna disrinuye.
£n el estadio de pléntula se empezh @ trabajer por separado cada ung--
ge las partes de la planta ralz, tallo y hejas, encontramos valores -

pequefios poco trascendentes.

£n los estacios de floracifn al 50% y fruto inmaduro le actividad anti
tripsica es casl nula. Para el caso del estadio fructificacifn éjute
semilla madura con alta humedad lo que 1lesmamps FESMAH en las pnrtesv-
de ralz, tallo y hojas los valores gue presentan son muy bajosian -1
bargo, se observe algo importante en la parte de fruto, donde presenta
un valor de 17,92 UT1/mg lo cual nos lleva e pensar gque estas custan--

cias se producen durante el ‘desarrolloc del Fruto.

Y en el granc final se tiene un aumento de le actividad antitrinpsi---

ca de 18.70 UTI/mg.



Para el caeo del frijol Negro-Jamapa en el Cusdro 6 se presentan los--
resultados de la determinacién ge inhibidores de tripsine, en cada e--

tapa de su desarrollo.

€n el grano inicial con un velor de 26,55 UTI/wmg. se eprecis una eleva
d; concentracién de estos téxicos en la semilla y en el estadio de ger
minacién baja considerablemente a un velor de 2,77 UTI/mg. lo Que nos-
indice un incremento en el metabolismo celular de la planta en el es—-
'taﬂiu de germinacién, esto implica una degradacidn de pratefnas gue -~

incluye a los inhibidores de trinsina.

Para el estadin de pléntuls sigue el proceso de sintesis para el creci
miento de la plants sin que se manifieste nade relavante respecto a la
presencia de inhibidores de tripsirna, lo mismo sucede en el estadio de
floracién al 50% y fruto inmadurc, 1s actividad antitripsica casi desa ’
pareze por completo en las partes de ralz, tallo, hojas y frutp. Sin-
embargo en el estadio de fructificacién ejote semilla madura con alta-
humenad FESMAH, en las partes de ralz, tallo y hojss, la actividad an-
titripsica es minima pero en ei fruto vuelve a manifestarse un incre--
mentc muy nptnrlo con un valor de 22.67 UTI/mg. muy cercano al del gra
no final que es de 24.85 UTI/mg., es donde termina el desarrollo de 1a

plents.



CUADRD 5

INHIBIDORES DE TRIPSINA
FRIJOL CANARID-107
(UTI*/mg. de muestra)

BASE HUMEDA BASE SECA
GRANG INICIAL T 13.490 14,93
GERMINADO . 1.460 7.70
RAIZ 0.303 2.43
PLANTULA TALLD 0.186 1.98
HDJAS ——— m——
RAIZ  eeeee ———-
L
FLORACIC-. TALLO 0,141 0.86
50% HOJRS  eeeee ———
FRUTO - eeees R
RA1Z 0.151 1.36
.
FRUTO TALLOD 0.285 1.30
INMADURD HOJAS  eecea ‘ -
FRUTO 0.247 1.37
RATZ 8.368 0.79
FESMAH TALLD 0.090 0.40
HOJAS ——--
" FRUTO 3.671 17.92
GRAND F INAL 17,150 18.70

UT = Incremento de 0.01 unidedes de absarbancia a 410 nm,

* UTI = Unidades de Tripsins inhibida



CUADRD &

INHIBIDORES DE TRIPSINA
FRIJOL NEGRO JAMAPA
(UTI/mg. de muestra)

BASE HUMEDA BRSE SECA

GRAND- INICIAL 26,440 26.55
GERMINADD 0.420 2.77
RAIZ 0.164 " p.8z

PLANTULA TALLD 0.07% C 0,73
HOJAS 0.162 0.69

RATZ [ R

TALLD 0.02) 0.15

s0% HDJAS 0.115 0.72
FRUTO . ——— e

RATZ ———— ——

EMG TaLLo e ----
IRADURD HOJAS 0.099 0.60
: " FRUTO aeeee . .
RA1Z - 0.216 . 3.65

TALLD D memee —-

HDJAS 0.127 0.68

FRUTO 6.839 : 22.67

SRAND FINAL . 22.%10 24.85



‘La siguiente etaps fue manejar los resultados de cada variedad'tanta de
frijol Canario-107 y de frijol Negro-Jamapa como un totel, para esto -
fué necesario determinar las contribuciones de cade une de les partes-
de la planta y tener un valor para cade estadio.

En base a los resultados de los Cuadros 7 y 8 de inhibidores de tripsi
na como un total, observamos gue las dos variedades siguen una misma -
trayectoria respecto al ciclo de su desarrclla, empiezean :én un alta -
caontenido de inhiblidores de tripsina, bale este contenido en el esta--
aio de germinaclién y esta disminucidn es ~5s notoria en el Frijol Ne--
grc-damapa. Er las etopss de plantuls, floracidn al 50% y fruto fnma-
durc casl desaparece el contenido de inris:cores de tripsina.  Hay un-
ircremento sustancial en el estadio de FES™idH (Fruto eadura con alta -
ruredad de maduréz fisioldgica) continuandc este incremento en grann -
£ir=1 hasta campletar el ciclo.

“a~ la Gnico diferencia que aiin siendo ambos del mismo género Phasenlus
curgaris, en la variedad de frijo} Negrc-Zamapa, se observaron valares
-3s zltus de actividad antitripsica. 0¢:: punto japortante que menetn
nar es respec:c al estadio de grano f%nal Zsn el gue se cierry pl C‘f'
clo se puede notar nyue si bien pera el caso del frijol Canarin-107 se-
res+ablece el valor inicial de actividag antitripuica e inclusive supe
ry el valor, para el ca=o del frijol Negro-lamapa es menor el valor en
el grano final respecto al grano inigiel, lo cusl nus indica que ésta-
variedad fué mas precbz en su desarrollno y que el contenido de inhibi-
dores de tripsina vaya en aumento a mediza que pase el tiempo de alma-

cenzmiento.



INHIBIDORES DE

GRAND INICIAL
GERMINADO
HLANTULA
FLORACION AL 50%
FRUTD INMADURD

FESMAH

GRANO FINAL

CUADRD 7

FRTJOL CANARIO-107 TOTAL
(U.T.1,/mg.muestral

BASE HUMEDA
13.490
1,460
0.170
p.051
0,190

1.461

17.150

TRIPSINR

BASE SECA

14,93

18,70



INHIBIDORES DE

GRAND INICIAL
GERMINADO
PLANTULA
FLORACION AL 50%
FRUTO INMADURD

FESMAH

GRAND FINAL

CUADRD 8-

FRIJOL NEGRO JAMAPA TOTAL
(U.T.1./mg. mgesatra)

8ASE HUMEDA

26,440
D.420
0.119
0.078
0.051

3.190

22.910

TRIPSINA

BASE SECA

256,550

2.770

0.743

0.457

0.293

12.81%

24.850



En el Cuadro 9 se muyestran los resultados de la determinecién de heme-
glutinines en el frijol Canario-107 psra cada una de les etapas de eu-
‘deaurrﬁllo. Destaca de esta informacifn que en el estadlo de greno --
inicial presenta un alto contenido de hemaglutinines, un titulo de ---

aglutinscibn de 8.

As{ como tamblén en el estadlo de germinacibn el alto t{tulo de scti--
vidad hgmaqlutinante se sigue menteniendo, aumenta a un velor de 9 y--
en el grano final peras cerrar el ciclo preser<a un titulo de adlutina-

cién de 9.

El alto titulo de estos estadlos se explica debido a que en la mayorie
de las especles que contienen este téxlco, las altas concentraciones--
de fitohemaglutininas son localizadas en las semillas, y que a medida-
que transcurre el tiempo en la semilla madura el alto titulo de Fito--
hemsglutininaa diaminuye o ses hay una gradusl degradacién durente el-

almacenamiento (28),

En la etapa de germinacifn se presenta un alto titulo de actividad ---
nhemaglutinante, donde puede juger un panel imoortante en la Fisiologia
y durante el metebolismo celular.

€n los estadios de pléntula y floreciéin al 50%, desaparece por comple-~

to la actividad hemaglutinente.

Pars el ceso de Fructificacién ejote fruto maduro con elta humedad -~-
FESMAH, se presenta actividad hemaglutinante en la parte de fruto es{-

como en el estadia de fruto inmadura.



CUADRD 9

HEMAGLUTININRAS
FRIJOL CANARION-107

GRAND INICIAL

GERMINADD

PLANTULA

FLORACION
AL 50%

FRUTD
INMADURD

TESMAH

GRA%D FINAL

(Maxima dilucibn positiva)

kALZ
TALLU
HOJAS

RA1Z

TALLO
HOJAS
FRUTO

HAIZ

TacLl
HBJAS
FRUTD

AR1Z

TALLO
“0JRS
FRUTO

BASE HUMEDA

¢ SEMICUANTITATIVO AGLUTINACION

7.000

2.000

BASE SECA




CURDRO 10° .
HEMAGLUTININAS

FRIJOL NEGROU JAMAPA
(Maxime dilucibn positiva)

BASE HUMEDA BASE SECA
GRAND INICIAL 8.000 9.00
GERMINADD . 1.000 8.00
’ RATZ
PLANTULA TALLO
HDJAS
RATZ
FLORACTON TALLD
AL 50% HOJAS PR
FRUTO ———- .,
RB1Z ————
FRUTO TALLD
INMADURO H0JAS
FRUTO
RALZ .
TALLD
FESHAH 03RS - o
FRUID 1.500 5.00
GRAND FINAL 7.000 8,00



Para el caso del frijol Negro-Jsmapa para cada una de las et;pss de au
desarrollo en la determinacidn de hemsglutinines, los resultados obte-
nidos se muestran en el Cuadro 10 y se observa que lleva la misme dis-

posicibn gque el frijol Censrio-107.

En el sstadlo de grano inicial presents un titulo de aglutinacibn de--
9, este alto titulo se sigue manteniendo en la etap; de germinacifin --
con un valor de actividad haméglutlnante de 8. En los siguientes esta
dins de pléntule y floracidn al 50%, no hay actividad hemaglutinante.

Es en el estadlo de FESMAH donde se npreria un valor relevantz de acti
vided hemaglutinante con un titulo de 5 y sigue el aumento de este ac-

tividad para el grano final ccn un valor de 8 donde se clerra el ciclo.

E1l total de hemaglutinines se muestra en los Cuadros 1l y 12, Se pue-
de observar que las dos variedades muestr;n un titulo semejante al en-
Acnntrado'para el frijol escumite_EEEEEE{EE_EEEEitgkzge_t‘tulu de eri--
trocitos de conejo: 9, indicédndonos que el contenido de fitonemagluti

ninas . de tomerse en consideracién. Este alto titulo de activided--

hemaglutinante se sigue manteniendo incluso en la etapa 'de germinacidn

tanto en el frijol Canario-107 como en el Negro Jamapa, sin embargo --
pura los siguientes estadlos: Pléntula, Florscién 21 50% y fruto inma
dura hay ausencis de actividad hemaglutinante, a excepcién del fruto -
del frijol Canario-107 en dorde se apreclia la presencia de hemaglutini
nas, Para =] caso del estadlo FESMAH en la parte de fruto las dos va-
riedades presentan actividas hemaglutinente. €1 frijol Canario-107 --

presenta or una fase més temprana la presencia de hemaglutininas,

- 77 -



GRANU‘ INICIAL
GERMINADD
PL}\NTULA
FLDRAE’IUN AL 50%
FRUTO INMADURD

FESMAH

GRAND FINAL

CUADRD 11

HEMAGLUTININAS

FRIJOL CANARIOD-107 TOTAL
{Maxima diluclén positiva)

BASE HUMEDA

7.000

2.n00

0.610

0,740

8,250

BASE SECA



ESTA TESIS MO DEBE
SALR BE LA BISLIOTECA

CUADRO 12
HEMAGLUTININAS

FRIJOL NEGRO JAMAPA TOTAL
{MAxima dilucién positiva)

BASE HUMEDA BASE SECA

GRAND INICTAL 8.000 9.00
GERMINADD ’ 1.000 8.00
PLANTULA e ——
FLORACION AL 50% S ——-
FRUTO INMADURO ——— ——-
FESMAH 0.690 © 2.8
GRAND FINAL 7.000 8.00
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De acuerdn a los resultedos obtenidos del anllisis proximal, as{ comoe
de los t6xicos estudisdos se decidid llevar a cebo un estudioc sstaedis-
tico.

Este se hizo con el fin de buscar una posible relacifin entre el conte-
nido de garbohibratos, hemaglutininas, proteinas e inhibidares de trip
slna pers el frijol Canerio-107 y el Negro-Jemsps 8 los diferentes es-

tadios de su desarrollo que fueron los siguientess

1. Greno inicial 2., Germinsdo 3. Ffloracibn el 50% &4, Fructi-
ficacién ejote 5. Fructificeclén ejote semilla medura con slta hume

dad 6. Greno final.

Primero se hizo un endlisis de varianza para modelos cruzados con dos-

criterios de clasificacidén en disefos completamente al azar balancea--

dos (68) éste método consiste en separer de ls veriscibn tdtal observa

da !asAleerentea ceusas o factores de variacibn que influyen en el ex

perimento y gque efectan en distinto grado el efecto de los tratamien--

tas,

A fin de esperar les diversas causas de variacifin se sigulé el sigulen

te métaodo:

8. Separar los grados de libertad (G.L.) para cads Factor o causa de;
veriascibn,

b. Celculer ia sums de cuadrados (S.C.) de las desviaciones de las ob
servaciones con respecto e la media, pera cade csusa de variacién.

c. Calcular iss varianzas o cusdrados medios (C.M,) para cada factor-

de desviacidn.



d. Probar hipbtesis por medio de la prueba F o relacléin de varianzes.
e. Comparsr las medias de los tratamientos (discriminscién de varie--
bles).
Cabe mencionar que para la significancia de los efectos se establecid-
que: )
g.o1 SIGNIFICATIVO
0.05 ALTAMENTE SIGNIFICATIVO

TRABAJANDOSE A UNA P = 95% & = 0.05

tos resultados de concentracifon de carbonidratos pare el frijol Cang--
rio-107 y Negro-Jemapa se muestran en.el Cuadro 13 y se renreséntan en
la Grafica 1, se ve que el comportamiento es Jifergnte para fes dos va
riedades.

€n el frijol Negro-Jamapa los estadios 3, Flcracién al 50% y 4. fruc--
tificacién ejote, el contenido de carbohidratos se mantiene constante-
volviendo s incrementarse en los dos siguientes estadios. En cambio -
se ve que el frijol Cenario-107 sube notablemente la concentracifn de-
carbohidratos a partir del estedio 3. Floraciin al SO% gue en ests va-
rlédad fue el valor mis baja.

En el Cuadro 18 se presenta el anflisis de varisnza de los resultados-
anteriores y se observen diferencies sltamente significativas en el --

contenido de carbohidratos de las dos variedades.

Examinando el Cuadro 14 y la Gréfica 2, respecto al contenido de hema-

glutininas para cada variedad, se ve que en el frijnl Negro-Jamapa el-



contenido de hemsglutinines se mantiene constante en el estadlo 3. Flo
racién al 50% y el estadio 4. Fructificecifn ejote. Respects sl Cena-
rio-107 se abserve un incremento en el contenido de hemaglutininas del

estadio 3. Florecifn sl 50% y el estadio 4. Fructificecisn ejote.

En el Cuedro 19 se presenta la tabla del andlisis de varienza de los -
datos enteriores que demuestran que hay diferencias altasmente Blgnlfl-

cativas entre el contenido de hemaglutinines de lass dos variedsdes.

£n el Cuadro 15 y Gr&fica 3 se presentsn los resultados de contenido -
de proteinss en lss dos variedades de Frijal y se encuentran diferen--
cies entre ambes a partir del segundo estadio: Germinaciéin. En el --
Cuadro 20 se muestra el sndlisis de varianza de los resultados anterig
res. ,

En el Cusdro 16 y Gréfica L se presentan los resultados de contenido -
de inhibidores de tripsina se observa claramente gue el frijol Canarioc

107 y el Negro-Jameps muestran comportamientos distintos.
En gl Cuedroc 17 se muestra el anblisis de varianza de estos resultados.

En conclusibn se puede decir gue en cada variedad el comportamiento fi

siolbgico del frijol es diferente.

Con el fin de averiguar si existia alguna relacién entre lss variables
que se hablan estudiado: Proteinas, carbahidratos, inhibidores de ---
tripsina, hemsglutinines, se realizé un anhlisis de regresién miltiple

erpleando el método de Stepwise (71).



v = . Contenido de proteines.

1
V2 = Contenido de carbohidratos.
\I3 = Contenido de inhibidores de tripsina.
V“ = Contenido de hemaglutininas.

Trebajéndose & una P = 0,05

Al analizar los resultsdos de esta pruebs se encontrd gque tanto en el-
frijol Canario-107 como en el Negro-Jamapas existe relacifin dnicamente-

de la variable V, (contenida de carbohidratos) con la Vb (contenigo de

2
hemaglutininaes), esto se comprueba con los resultados obtenidos a par-

tir del endlisis de varlanza.

ANALISIS DE VARIANZA

FRIJOL CANARIO-107

5.C. M.C, F
REGRESION 627.66528 627.66528
RESIDUAL 32.31820 8.07956 77.68566 **

2 = 0.95103

FRIJOL NEGRO-JAMAPA

REGRESION 449,5399) 449,53991
RESIDUAL 15.99302 3.99826 112.43400 e
% 2 0.96565

** ALTAMENTE SIGNIFICATIVO



e

ESTADIOS

GRAND INICTAL
GERMINADOD

FLORACION AL 50%
FRUCTIFICACION EJOTE
F.E.S5.M.AH,

GRAND FINAL

ESTADIQS

GRAND INI{IAL
GERMINADO

FLORACION AL 50%
FRUCTIFICACION EJOTE
F.E.S.M.ALH,

GRANO FINAL

FRIJOL CANARID-107

X
64.29
58.27
32.52
58.75
£€0.73
59.97

FRIJOL CANARIO-107

X

?.99
3.
6.7
2.74
2.99

2,99

[of

UADRO 13

CARBOHIDRATAOS
MEOLTA
(/100 g. ™)

I
0.014
0.092
C.643
&£.512
0.339
0.452

ESM X

* o.o10 68,95
¢ 0.085 64,33
2 p.455 46,43
2 4,605 46,35
¢ p.2u0 61,49
2 n.320 62,98
UADRD 14

ARITMETICA

HEMAGLUTININAS
MEDIA ARITMETICA

T
1.1178

.

.

(MAXIMA DILUCION POSITIVA)

ESM X
1.183 2,99
- 2.91
- a,.70
- 0.70
o.o083 2.23
0.pas . 2.83

FRIJDOL

FRIJOL

NEGRO-JAMAPA
[ ESM
0.891 ¢ g,630
0.502 % 0:355
1.209 ! 0.855
p.1t0 ¢ 0,010
0.219 % g.1ss
0177 ¢ o0.a2s

NEGRD-JAMAPA

[
n.1178

+

i 2

ESM
0.083



[1:]

ESTADIOS

GRAND INICIAL
GEHMINADO

FLORACION AL 50%
FRUCTIFICACION EJOTE
F.E.5.M.8.H,

GRAND FINAL

ESTADIODS

GRANG INICIAL
BERMINADD

FLORACION AL 50%
FRUCTIFICALION EJOTE
F.E.5.M.A.H,

GRANO FINAL

CUADRO 15
PROTE I NAS

MEDLA

(g/100 g. ™)

FRIJOL CANARIO-107

X
25.72

29.05
24,74
18.95
18.28
26.36

H1B1DORES DE

T
0.021

0.085
0.643
5.020
0.346
n.452

MEDTIA
(U.T.1./mg, ™)

e

(R E TR N Y

Cua

AR

FRIJOL CANARIC-107

X
16.52

37,46

F
2.0177
15,142

0.872
L,L88
0.695

ARTITTITMETICA

FRIJOL NEGRO-JAMAPA

ESM X
08.01% 20.69
0.080 23.06
Q.u55 22.89
3.550 20442
0,245 18.94
0.320 25.43
DRO 16

ITHETICA

TRIPSINA

T
0.890

0,500
l.220
0.014
0.226
0.176

£sM
2 0.630

L o.355
1 0.880
+
t n.010
+
* 8.160
+
tp.120

FRIJOL NEGRO-JAMAPA

ESH X
i.038 26.62
.57} 2.7
- 0
0,436 0
2,248 22.86
0,347 24.72

o
2.372
1.829

ESM
ti.8e
L 0.765

1+ 1



- gg -

( g/100g M )

75 4

63.75 4

52.5 -

41.25 1

GRAFICA 1

CARBOHIDRATOS
INTERACCION VARIEDAD-ESTADIO .
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30
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GRAFICA 2

" HEMAGLUTININAS
INTERACCION VARIEDAD-ESTADIO

R A- B

TITULO (MAXIMA DItuCIoN POSITIVA)

" od

—— JAMAPA
. —8— CANARIO

ESTADIOS
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GRAFICA 3

" PROTEINAS
INTERACCION VARIEDAD-ESTADIO

—— JAMAPA

—8— CANARIO

10

. ESTADICS
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GRAFICA 4

INHIBIDORES DE TRIPSINA
INTERACCION VARIEDAD-ESTADIO
35 4

—+— JAMAPA
~E8— CANARIO
26.25
Catin
=
£
17.5
\ .
=
pa }
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08—

£STADIOS



INHIBTID
5.C.

COLUMNAS
(ESTADIXS) 4107.18

HILERAS
(VARIECA2) 0.04
INTERAC: DN 2532.32
ERROR REZIDUAL 817.06
ca
5.C.

COLUMNAS
(ESTADIGS) 1899.78
HILERAS :
(VARIEDZ: 42.62
INTERACCION 372.55
EARDR PE3IDUAL 8.47

** ALTAMZI'TE SIGNIFICATIVO

CUADRO._ 17

URES DE TRIPSINA
G.l. C.M. F
5 821.44 36.19
1 0.06 0.001
5 506.46 22.32 **
36, 22,70 '
CUADRO 18
REOHIDRATOS
Gl C.M. F
S 379.96 538.39
1 42.62 60,40
5 74.51 105.58°*
12 0.70



COL UMNAS
(ESTADIOS)

HILERAS
(VARIEDAD)

INTERACCION

ERROR RESIDUAL

CUADRO 19
HEMAGLUTININAS

5.C. G.L.
17.27 <

1.64 <

3.13 E

U.n9‘ 12

e¢ ALTAMENTE SIGNIFICATIVO (P < 0.0l

COLUMNAS
(ESTADIDS)

HILERAS
(UERTEDAD

INTERACCION

ERROR RESIDUAL

* SIGNIFICATIVO

CUADRD 20
PROTEIL™N

5.C. Gola
194,30 H

22.68 N

45,39 <

28,56 M
(PcD.05)

AS

430.46

204,17

7e.pb¢"



CAPITULO SEXTO

* CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos del An&lisis Praximal se observa-
gue en las dos variedades el contenido de protelnas y carbohidratos ---
promedio en las distintws partes de la planta varib de 20 a 26% y de 30

8l B9% respectivamente.

Los resultados obtenidas en este estudlo respecto e los inhibidores de-
tripsina gue mostraron su méx‘mé actividag en el grano seca, viene a --
confirma: gue la funcién c2 este compuesto es de Frenador de los proce-
s0s de desarrollo de la nueva plantas en aonge algunas protessas endbge-
nas desencadenan el proceso que se inicias en la germinacidn y que no es

observacs en ningin otro estadle de crecimiento.

También zodria considerarse que su accldr sea de defensa hacla protes--

sas exbgenas de bacterias, hangos, lnsectes, etc.

La actividad de hemaglutininas solamente se encontrd en el grano y en--
el germinadnylu que nn va de acuerdo con la hipdtesis propuests por o--
.tres autzres de gue les hemaglutininas juegan un papel importante en la
selectividad del rizoblum para fijar el simblonte especifico pars cada-
leguminesa, asungue no hay que descartar la posibilided de que la sangre
probada en estas dos veriedades no haya sido la més especifice, ya que

de datos enteriores se Sabe gque todas les hemsglutininas de Phaseolus -

Vulgaris aglutinan eritrocitos de conejo.



Encontramas una alte correlecidén para el frijol Cenario-107 (r = 0.35)
y pera el frijol Negro-Jamapa (r = 0.96) entre el contenido de hemaglé
tininas y el contenido de carbohidratos.

Ya que en el deserrollo de este trabajo se vid que el contenido de he-
meglutininas y carbohidratos se localiza princlpalmentg en los estae--
dios de greno inicial, grano final y‘gzrm!naciﬁn, lo gque nos hace su--
poner que las nemaglutininas tengsn en la plante de frijol la misibn -

ae ligar 8 los carbohidretos consigulendo su almacenamiento.

La conclusidn de este trabajo es de que tanto la actividad de los !ﬁhl
cizores de tripsine como de les hemaglutininas, asl como de los carbo-
hizratos Investigados en las distintas partes de las plantas y en los-
ciztintos estz0ios de su desarrollo, Onicamente se encuentra en mayor-

ccncentraclién en el frutn seco.
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