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1. INTRODUCCION

Nuestro pais no esla gjeno a la deficiencia de alimentas, en especial los de
buena calidad nutritiva; ya que hay suficiente informacion que pone de manifiesto
el alto grado de desnutnicidn en una gran parte de {a poblacion, en especial, en las
zonas marginadas tanto urbanas como rurales Sabemos que la dieta del
mexicano consiste de 70% de productos vegetales y el restante 30% de productos
de origen animal. {Comision 1990)

En un principio se consideraba que la mayor parte de la desnuiricion era
causada por la carencia de proteina; sin embargo, en la actualidad existen
pruebas suficientes que demuestran que otro factor muy importante es la
deficiencia energética. Estos dos factores funcionan gencralmente en forma
simultanea, y se ha observado que en muchaos casos de desnulricion infantil, ésta
se presenta por una deficiente cantidad de alimentos ingerido o por el consumo de
una cantidad adecuada pero de baja densidad calérica. (Comisidén 1990, Murphy
1994}

Aqui es donde cobra vital importancia el estudio sistematico de las especies
vegelales poco estudiadas, ya que muchas de ellas pueden tener un gran
potencial alimenticio. Lo anterior queda de manifiesto en el profundo
desconacimiento de las condiciones reales de alimentacion de ciertas
comunidades rurales aistadas, ya que se desconoce hasta fo mas basico, como
son los recursos naturales con que cuentan para satisfacer sus necesidades
primarias, estas regiones indigenas. En estos entornos rurales, se corre el riesgo
de la implantacién de una modernidad mal planeada, que pone en peligro muchas
especies vegelales que hasta el momento no han sido valoradas o en el mejor de
los casos han sido pobremente estudiadas en el aspecto nutritivo v fitogquimico.

La deficiencia en el suministro de alimentos en estas zonas marginales,
exige socluciones urgentes de preferencia a corte plazo, siendo una de ellas el
estudio sistemdtico y multidisciplinario de aquellos alimentes "no tradicionales”,

para su valoracion y propuesta en alimentacion animal, o en el mejor de los casos



directamente como complemento en la alimentacidon  humana, Sobre estas
plantas, algunos autores las denominan como de cultivo incipiente o protegidas, ya
que en jos lugares donde se reproducen, los habitarites solo fas protegen hasta su
recoleccion y aprovechamiento, sin darles un cuidado especial

En el departamento de Farmacia, hace ya varios afos se nicid una linea de
investigacion, en la cual se han estudiado tanto especies vegetales silvestres
como semi-silvestres con potencial alimenticio. Ademas, tenemos conocimiento
que las nueces y almendras de algunas especies vegelales tradicionales, se
comerclalizan por ser fuente de proteina y grasa, como son la nuez de Brasil,
pinén, castana, entre otras. Dentro de este tipe de material bioldgico, hemos
realizado el estudio bromatologico de vatias almendras, destacando por su
contenido de grasa (46 a 48%) y proteina (12 a 33%), las almendras de mamey,
capulin y napahuite, entre otras. (Castillo 1987)

Las tres almendras antes mencionadas, mostraron una composicién de
acidos grasos similar 2 los aceites vegetales comestibles, con excepcion de ia
grasa de capulin, mientras que para la fraccion proteinica, su indice de
aminoacidos esenciales (IAE) fue de 69, 59 y 83 por ciento para mamey,
napahuite y capulin respectivamente, indicandonos una calidad nutritiva adecuada
para proteinas de origen vegetal, si consideramos que al huevo se le asigna un
IAE = 100. Entre otros resultados interesantes, tenemos que estas almendras son
fuente de wvitamina A y E, incluso la almendra de mamey es buené fuente de
vitamina C. (Castilio 1997}

No obstante, que fos prnmeros resultados quimicos obtenidos de estas
aimendras indican que potencialmente pueden ser fuente de macro vy
micronutrimentos, debido a que las podemos considerar como alimentos no
tradicionales, sera necesario evaluarias desde el purnto de vista toxicoldgico. Por lo
tanto, sera necesano delerminar la presencia de factores toxicos vy
antinutricionales en dicho material, ya que con esta informacion, se estara en la

posibilidad de hacer una propuesta mas sustentable para su utiizacion.



2. OBJETIVO

2.1 General.

Determinar en las almendras de mamey (Calocarpum sapola), capulin (Prunus
serolna) y napahuite (Trichia hirta) el contenido de los factores toxicos y

antinutricionales naturales que con mayor frecuencia se presentan en los

almentos de ongen vegetal y evaluar para la fraccion proteinica su

chgestibilidad “/n vitro".

2.2 Particular.

Determinar la cantidad de factores téxicos y/o antinutricionales termolabiles, en
caso de encontrar la presencia de estos realizar un tratamiento térmico y

evaluar su efectividad

Determinar la cantidad de factores toxicos y antinutricionales termoestables
para evaluar la posible destoxificacion y utilizacion de las almendras como

alimento.

Determinar la digestibilidad “in vitro® de las almendras antes y después del

fratamiento térmico

-t



3. GENERALIDADES

3.1 Historia.

La humanidad desde sus inicios ha sustentado una lucha continua por el
abastecimiento de sus necesidades, siendo una de ellas, la alimentacion, actividad
que seguira siendo una de las principales del hombre Definitivamente, los
ahmentos fueron esenciales en la supervivencia de los organismas, vIvos junto con
el agua y el oxigeno, y nuestros ancestros aprendieron a preparar sus alimentos
desde tiempos prehistoricos. En realidad el conocimiento sistematico de
sustancias dafiinas en los alimentos, se inicio aproximadamente hace 20d anos y
apenas hace algunas decadas, se ha establecido la toxicologia de los alimentos
como disciplina de ensefianza universitaria. (Leopold et all 1974, Liener 1980)

El hombre primitivo disponia en un principio de una restringida variedad de
alimentos, a causa de la toxicidad de vanos de los recursos naturales en especial
del reino vegetal. Se sabe que muchas plantas tienen la capacidad de sintetizar
una ampla variedad de sustancias quimicas, que sjercen efecto dafiino cuando
estas son ingeridas por un organismo extrafio. En base a lo anterior el hombre no
requind de mucha experieﬁcia para poder entender y avitar el consumo de
aquellas plantas que de manera inmediata le producian una reaccion
desagradable sensorialmente y que en muchos de los casos podian ser dafinas
poniendo en riesgo su salud y hasta su vida. (Castillo 1997, Leopold et all 1974)

Nuestros ancestros seteccionaron sus viveres en base al sistema empirico
de ‘ensayo y error”, que definitivamente fue muy drastico, y solo pudo evidenciar
el efecto daftino a corto plazo o sea su toxicidad aguda, ya que en realidad las
plantas y animales que ha servido histéricamente como alimentos para el hombre,
no fueron disefiadas por ia naturaleza para tal propésito, con excepcion de la
teche materna. Sin embargo, el valor de, “inocuos” conferido a los alimentos
tradicionales, es relativamente aparente, ya que un alimento es un complejo
agregado quimico, formado de elementos sencillos y sales inorganicas, hasta
macromoléculas. Asi, por ejemplo, la papa que es un alimento muy comun,

contiene aproximadamente 150 compuestos quimicos, dentro de los que tenemaos,



solanina, chaconina, acide oxalico, arsénico, taninos, nitratos y otros, mas, sin
reconocida accion nutritiva y si con una franca actividad farmacologica. (Ferrando
1980, Liener 1980)

Se menciona que no fue sino hasta hace aproximadamente 20,000 afios
que el hombre utilizd el fuego para el cocimiento de algunos alimentos,  Se
considera que después del conocimiento del fuego, se amplio significativamente fa
disponibilidad de alimentos principalmente de origen vegetal, lo anterior se refiere
a que hay la tecria de que las plantas a diferencia de los animales no pueden huir
de sus depredadores y eflas han evolucionado y permanecido debido a que
pueden biosintetizar metabolitos secundarios que no son vitales para ellas, pero
que tienen un caracter toxico hacia organismos extrafios que las ingieren. Se
sugiere que un gran avance evolutivo del hombre fue el uso del fuego para cocinar
sus alimentos, siendo lo anterior mas significativo para los alimentos vegetales; ya
que el cocimiento de éslos puede producir la destruccion o disminucion sustancial
de ciertos toxicos naturales, ademas de hacerlos en ocasiones mas palatables.
(Leopold et all 1974, Liener 1980)

Sin embargo, en los Oltimos siglos la tendencia de seleccion de plantas para
el suministro de viveres se ha acelerado y por consiguiente la varedad de
alimentos ha disminuido a fal nivel, que en la actualidad el género humano
depende de aproximadamente 20 especies vegetales que proporcionan el 90% de
fos suminisiros almenticios. Con la domesticacion de las plantas y animales
seleccionadas, se ha llegado al extremo gue estas especies no pueden sobrevivir
sin el cuidado del hombre, pero a su vez éf las necesita para poder subsistir; o
sea, que el hombre y las especies domesticadas han quedado intimamente
relacionadas en la que algunos investigadores denominan como “evolucion

adaptativa conjunta”.

3.2 Alimentos “no tradicionales”.
En varios paises en vias de desarrollo como el nuestro, no obstante el

incremento en fa produccion y las importaciones de alimentos, se sigue

o



presentando una deficiencia de ellos, en especial los de buena calidad nutritiva,
manifestandose una mala nutricidn, la cual se pone en mayor evidencia en las
zonas marginales rurales. Aunado a lo anterior, en estas comunidades indigenas,
sus patrones alimenticlos se estan transformando hacia el consumo de alimentos
de menor valor nutntivo, que les produce un desequilibrio en su dieta,
presentandose una deficiencia tanto energética como proteinica. (FAOQ 1883,
Ferrando 1980)

Un hecho que ha modificado profundamente los hébitos alimenticios en
estas zonas rurales marginales, es la presion externa ejercida por siglos, por los
patrones o modelos agropecuarios traidos del viejo continente, que con tal de
obtener tierras adecuadas para el sistema de monocultivo, se fafan
indiscriminadamente bosques silvestres o semi-silvestres que ponen en peligro ¢l
potencial germoplasmico, que algunos autores denominan como "Erosién
genética”. Lo anterior cobra vital importancia desde el punto de vista de la
biodiversidad; ya que nuestro continente, tienen una enorme riqueza en lo que a
especies vegetales y animales se refiere. Ademas, nuestro pais se localiza en
trapico de Cancer y Capricornio, en el denominado "Cinturdn Gengtico”, del cual
Harlan, identifica los centros genéticos ancestrales de origen agricola. (Bermejo et
all 1892, Castillo 1997).

Precisamente en Mesoamérica, el cambio y marginacion de plantas
alimenticias ha sido un proceso relativamente largo y dificil, y los cambio
drasticos y violentos que trajo fa conquista espanola, afectaron con mas rapidez a
las comunidades que tuvieron mayaor contacto con fa poblacion dominante. Asi, las
comunidades indigenas mas aisladas, han mantenido sus cultivos tradicionales y
conservan sus técnicas de manejo y utilizacion de aquellos alimentos que se
denorminan como “no tradicionales”. Esta informacion empirica se ha acumulado a
través de los siglos, en busca de satisfacer sus necesidades con las variedades de
especies vegetales y animales que les rodea, tratando de aprovechar los recursos
naturales en forma integral, lo cual es congruente con la denominada "Agricultura

Sustentable”. {(Esquinas 1983, Trapaga et all 1994)

[



A principios de este siglo se descubrit que algunas semillas de alimentos,
al incorporaise de forma cruda a dietas experimentales se presentaban
crecimientos anormales debido a la presencia de sustancias que se consideran

toxicas tanto para el hombre ¢como para los animales. (Liener 1980}

3.3 Clasificacion botanica de {as almendras analizadas.

3.3.1 Capuiin (Prunus serotina)

Nombre vulgar: capulih, capulin blanco, cerezo, black cherry, wild cherry
cusabi, jeco.

Familia: Rosaceae

(Sinonimia botamica: Prunus capuli).

Arbol de 10 a 15 metros; hojas lanceoladas aserradas, flores blancas en
amentos; fruto globoso de 1 em, negio o rojizo, comestible con una semilla. Habita
en ciimas calidos, semiaridos, semisecos y templados. Se cultiva en las casas v
crece de manera silvestre asociado a la selva tropical caducifolia y subcaducifolia,
matorrai xerofilo, bosques montana, de encino y pino
Es una especie usada en el centro del pais desde tiempos antiguos, por ejemplo
en Agua Morelos, Hidalgo, Estado de Meéxico y el Distrito Federal, donde es
recomendada para el alivio de [a tos, gripa v el mal de orin, mediante el uso del
cocimiento del fruto como agua de uso; también en olras regiones es empleada la
corteza y las hojas para los casos de diarrea, catarro y fiebre. Resulta igualimente
il contra afecciones como disenteria e insomnio y diversos grupos indigenas del
centro del pais lo usan para curar el mal conocido como empacho. Otra aplicacion
generalizada es su empleo en fimpias, usando las ramas frescas en manojo, ya
sea para pasairlas por el cuerpo o bien en bafios. Cabe mencionar gue, entre las
creencias populares refacionadas con esta planta, esia la de la proteccidon que

brindan sus ramas para alejar males.



Las zonas de cultivo son Hidalgo; San Luis Potosi, Veracruz, Oaxaca,
Michoacan, Jalisco, Colima, Nayarit; Valle de México; Guanajuato y en lugares
frios y templados. (Martinez 1979)

Desde Venezuela hasta Perdl podemos encontrar alrededor de las grandes
villas arboles de capulin. Es un arbol faciimente identificable y representa para los
Andes lo que la palma representa para les zonas costeras. A pesar de que se
localiza en los Andes se piensa que puede ser de origen mexicano, ya que su
nombre proviene de la palabra azteca capuli.

El capulin es de la familia de la cereza negra y tiene un sabor y apariencia
similar. Sin embargo se transporta como si fuera uva y su sabor se relaciona con
el de la ciruela. Estos frutos son redondos, brillantes, parpuras o negras, Su pulpa
es verde, carnosa y jugosa. La piel es delgada, pero lo suficientemente fuerte para
evitar que el fruto se rompa. Aungue comunmente se consume fresca, también se
le ha industrializado como vino y mermelada.

Las areas de cultivo van desde los Andes hasta latitudes tropicales, estos
arboles crecen en areas templadas (2200 — 3100 m de altitud, a una temperatura
de 10° a 22°C). También se ha cultivado en zonas subtropicales y calientes.

Algunas nuevas variedades fueron introducidas en Nueva Zelanda, donde
no hay o se presentan con poca frecuencia heladas.

El hueso es grande con respecto al tamafio del frulo. Tambien debe
considerarse que la piel tiene un sabor amargo. Sin embargoe, hay veriedades que
pueden incluso competir con las mejores cerezas.

Su propagacion como cultivo se debe el aprovechamiento de la semitla y
cualquier mejoramiento del arbol se ha logrado mediante injertos y germinacion.
Los arboles son extremadamente vigorosos. Las flores y frutos aparecen al tercer
e Incluso segundo afio de vida.

Sus raices alcanzan una longitud de 10m y los requerimientos del suelo no
son muchos, puede crecer en cualquier suelo lo suficientemente fértil. Solo es
susceptible al hongo negro y no se desarrolla en zonas himedas.

Otro uso que se le da es en la reforestacion ya que es una especie de

rapido crecimiento y ademas se desarrolla en suelos pobres. Después de cinco



afos de plantado, su madera puede usarse como carbén de madera, postes y
para lefna. Después de 6-8 afos puede aserrarse su madera para fabricar
guttarras, muebles, atatdes y otros productos. Sus ramas jovenes son fuertes y
flexibles, como bastones de mimbre, y los restos son usados para fabricar
canaslas. Al capulin es frecuentemente utifizado como un sistema agroforestal.
Sus raices son profundas y ayudan a prevenir la erosion y evita que el suelo se
seque se ha interplantado con cultivos de maiz, alfalfa y papas. Les proporciona
proteccion del viento y sirve como una barrera bioldgica ya que los pajaros
consumen sus fritos antes de consumir los cultivos. Sin embargo, hay excelentes
posibilidades para seleccionar los frutos mas carnosos y de mejor sabor. Con una
propagacion vegetativa, seleccion horticultural de variedades puede incrementar
su poblacion en America Latina donde su siembra es pobre,

Algunos arboles producen frutos carnosos y grandes, estas son las
variedades que se deben seleccionar y prope{gar por capulios o injertos.

Las diferencias de sabor son muy importantes, hay algunos arboles que
producen frutos de sabor amargo hasta desagradable y algunos ofros frutos de
sabor dulce, placentero y deficioso. Este tipo es comparable con las cerezas, por
lo que se debe ser seleccionado y propagado.

Aunque es un arbol conccido en las Américas y los mejores frutos se
encuentran en los Andes, se le debe dar mayor difusion en los paises de América
Latina. En  Quite se han plantado &rboles en zonas urbanas y sus frutos son
consumidos por los escofares.

Tambien ha empezado a cultivarse fuera de América, por ejemplo en
Europa donde las cerezas no se cultivan. En Asia menor, en el norte de la India y
en otras regiones de clima similar puede tener un gran vaior,

Aunque no se puede comparar con el cultivo de la cereza producida por
seleccion de generaciones y propagacion vegetativa el capulin es un alimento de

buena calidad y tiene mucho potencial de mejoramiento.(Bostid 1989)



3.3.2 Mamey {Colacarpum sapota).

Nombre vulgar: mamey, mamey colorado, mamey sapote o sapote.

Familia: Sapotaceae

{Stnonimia botanica Colacarpum mammosumn, Achraderpha mammaosa, Pouteria
sapota, Pouteria mammosa)

Pertenece a la familia de las sapotaceas gue engloba cerca de 35 géneros
y unas 700 a 800 especies de arboles perennifolios y algunas plantas trepadoras.

Una de las caracteristicas principales de esta especie, es la exudaciéon de
latex Compuesto de color blanco y pegajoso. (Escalante 1989)

Asbol frutal, de 10 a 30 m. de hojas ovadas, de 10 a 30 cm., con nervaduras
paralelas; cuyo tronco llega a alcanzar un didmetro de 80 a 100 cm.; flores blancas
de 9 a 10mm. De 5 I6bulos; fruto ovoide de 8 a 20 com. Con el epicarpio pardo y
aspero y la pulpa roja, dulce y comestible. (Escalante 1989, Martinez 1979)

Es un arbol que crece espontaneamente en diferentes regiones del pais,
puesto que se ha propagado de manera natural por medio de semillas. Se
considera originario de las selvas del sur de México y América Central, debido a la
cantidad de tipos criollos originarios de semillas de esta region.

Actualmente se encuentra distribuido en Centroamérica, las Antillas,
Sudameérica, Filipinas, Cuba y E.U.A.. El area mas probable de dispersién original
se ubica en Guatemala, Honduras, Costa Rica y el Sur de México, que comprende
el Sur de Veracruz, Tabasco y el Norte y Oriente de Chiapas.

El sabor del fruto, cosechado en su estado de madurez ha favorecido para
que se encuentre prosperando fuera de su habitat original, dando como resuitado
el intercambio de especies. Por ello, es comln encontrar plantaciones de arboles
de mamey aisladas en diferentes regiones como son: Colombia, Ecuador, E.U.A,
{California y Florida}, Filipinas, Jamaica y Venezuela.

La época de cosecha de la fruta comprende de los meses de abril a julio vy
generalmente ioda se vende en forma natural en los mercados internos, A pesar

de que no se considera una fruta de estacidn, el pericdo donde se obtiene la

mayor produccién es de abril a mayo.
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Su comercializacion se ha realizado por fos productos alternos a su fruto
como es su madera, latex y por la extraccién del aceite de su semilla.

En general la pulpa se consume de manera natural en las regiones
productoras. Sin embargo en algunas regiones se le industrializa en forma ristica
para preparar dulces y conservas. En ~Centroamérica se mezcla con cacao para

la elaboracion de chocolate. (Campbell 1967, Escalante 1989)

3.3.3 Napahuite (Trichilia hirta).

Nombre vulgar: Napahuite, Cabo de hacha

Familia: Meliaceas.

(Sinonimia batanica: Trichilia havenensis.)

Arbusto 0 arbolillo gue se cosecha en lugares de clima calido del pais.
Alcanza de 3 a b metros de altura. Sus hojas pinadas, compuestas de 7 a 23
hojuelas lanceolaso-ovaladas o elipticas de 5 a 8 cm. Las flores verdoso-
amarillentas se producen en racimos axilares, son pequefias con calizde 4 a 5
piezas; los petalos de unos 4 mm y con 8 & 10 estambres formando un tubo.

Eil fruto es una capsula como de 2 centimetros de didmetro de superficie
rugosa, que se abre en 2 6 3 valvas descubriendo 3 semillas globosas, de unos
6mm de diametro y de color amarillo moreng, envueltas en un arilo carnoso y
oleaginoso de color naranjado oscuro.

Tanto el arilo gue se acaba de mencionar, como la almendra de la semilla,
tienen aproximadamente 48.52% de aceite, cuya cantidad vara naturalmente
segun el estado de madurez del fruto, la época de recoleccion, etc.

La madera det arbol es de color rojizo, es fuerte y pesada.

A partir de fa semilla se exiraen compuestos llamados protolimonocides los
cuales tienen un efecto mhibidor en el crecimiento de gusanos polifagos

lepidopteranos Peridoma saucia y spodoptera litura (Martinez 1979)



3.4 Analisis proximal de las tres almendras.
De un trabajo previo, realizado con el mismo lote examinado en el presente -
trabajo, se obtuvieron los siguientes resultados de analisis proximal en las tres

almendras. (Castillo 1997)

Tahla No. 1.

| N Mamey Capulin Napahuite
; Determinacién

E {% en peso) Base seca ?ase Base seca Base Base seca Base
i humeda humeda himeda
;F‘Humedad - 45.36 - 4.54 - 328
iiSalidos totales | 100 5436 100 9546 700 96.72
fl Proteina* 13.05 713 3318 3167 12.03 11.64
% Grasa 48 29 26.38 45.30 44 .22 49 48 47 86
E[!Cenizas 293 1.60 2,72 260 2.37 229
liFibra 3.98 718 780 767 1697 16.41
; Carbohidratos 3174 17.34 15 14.32 1815 18 52

"+ Para determinar el contenido de proteina se utilizo el factorde 6 25
** La determinacion del contenido de grasa se realizd con hexano (grado R A ).

De esta tabla se observa una alta cantidad de proteina en el capulin y gran

cantidad de grasa en las tres muestras.

3.5 Factores toxicos y antinutricionales.
Por su modo de accidn, las sustancias nocivas de los alimentos pueden
clasificarse en dos grandes grupos
a) Las sustancias antinutritivas. El efecto téxico de las cuales se basa en
disminuir la disponibilidad o provocar una pérdida suplementaria de los
nutrientes esenciales. Estas sustancias provocan un desequilibrio, que se
compensa por un aporte suplementario de los nutrientes implicados, a la larga
determinan la aparicion de una patologia particular. Pertenecen, por gjemplo a

este grupo las sustancias que impiden el aprovechamiento del yodo



b)

provocando bocio, gue actlan aumentando las necesidades de yodo del
organismo y los inhitndores de enzimas digestivas, como el factor antitripsinico
de las leguminosas.

Los estudios de degradacion in vitro bajo la accion de enzimas digestivas son
indispensables para definir la cualidad del alimento y para verificar la ausencia
o presencia de sustancias antinutricionales.

Los efectos nocivos de las sustancias antinutricionales pueden pasar
desapercibidos en el caso de una copiosa alimentacion. En el caso contrario, la
compensacion del nutriente deficitario puede mejorar rapidamente el estado
general. Cuando la carencia cronica determina un estado grave del organismo
resulta imposible restablecer la actividad normal por simple administracion del
elemento en defecto

Los toxicos de los alimentos, de efectos indeseables, que no pueden
compensarse por aporte suplementario de nutrientes. Son compuestos que
tienen un efecto taxico directo sobre el organismo. Su modo de accion puede
explicarse, sea por su particular reactividad, por un mimetismo molecular de las
hormonas, aminoacidos, o, en ciertos casos por la existencia de una
informacién genética gue favorezca la aparicion de una determinada patologia.
(Derache 1990)

Los factores toxicos 0 antinutricionales mas comunes en alimentos de origen

vegetal y los cuales seran estudiados son:

3.5.1 Inhihidores de tripsina.

Los inhibidores de proteasas son también proteinas que tienen ia capacidad

de inhibir la actividad proteolitica de ciertas enzimas. Los inhibidores de tripsina

son probablemente los mas distribuidos en el reino vegetal y particularmente en

fas leguminosas. Actian inhibiendo a la tripsina la cual es una enzima proteolitica

de suma importancia en la digestion de nutnmentos de los humanos y animales

rnonagastricos.

Estos inhibidores son considerados factores antitripsicos que han sido

aslados en una gran variedad de fuentes naturales vegetales. Los inhibidores de



proteasas son proteinas termoldbiles que se encuentran en granos y semillas,
cuyo consumo reduce la digestibilidad y el aprovechamiento de proteinas que
participan en el proceso digestivo. Los inhibidores mas conocidos son los de
Kunitz y Bowman-Birk de la soya; el primero es una proteina celular, no helicoidal,
con 197 aminoacidos de un peso molecutar de 21,500 con dos enlaces disulfuro,
de los cuales uno de elios es fundamental para su actividad; el segundo consta de
72 aminodcidos, con un peso molecular de 7,975, éste contiene ocho enlaces de
disulfuro, se asocia reversiblemente y forma una mezcla de mondémero-dimero
siendo mas estable al calor, a los Acidos y a la pepsina que el primero. ambos
nhiben el crecimiento, reducen la absorcion de lipidos, la digestibfidad de
proteinas, causan hipertrofia pancredtica, aumento de la secrecidn de bilis y jugo
pancreatico. (Liener 1975, Lidner 1980)
Principales efectos nocivos de los inhibidores de tripsina:

¢+ Inhibe el crecimiento

o Reduce la digestabilidad de la proteina

+ Incrementa los requerimientos de aminoacidos azufrados

+ Hipertrofia del pancreas

« Estimula la secrecidén de enzimas pancreaticas

» Estimula la actividad de la vesicula biliar

« Reduce la energia metabolizable

« Inhibe la protedlisis

En cuanto al mecanmsmo de inhibicion existen varias teorias entre los
investigadores entre las cuales se menciona que.
« Los mhibidores de enzimas proteoliticas forman fuertes complejos con las

enzimas gue eflos inhtben.
« La enzima e inhibidor experimentan un tipo de interaccion enzima-sustrato.
« los inhibidore son resistentes a la proteclisis, aunque en la interaccion puede
ocurriy la ruptura de algunos enlaces peptidicos.

La mayoria de los inhibidores de tripsina pueden ser destruidas mediante

un iratamiento térmico adecuado, con lo que se logra mejorar el valor nutritivo de

las proteinas (Feeney et all 1969 Lindner 1980)



3.5.2 Fitohemaglutininas o lectinas

En muchas semillas principalmente de leguminosas existen sustancias de
origen protéico, llamadas fitohemagiutininas o lectinas por la capacidad de
aglutinar a los globulos rojos humanos y de otras especies animales debido a su
especificidad para glucoprateinas de los sitios receptores en la superficie celular.

La primera descripcion de una lectina fue presentada por Stillmark que en
1889 estudio la semilla de ricino y atribuyd su toxicidad a una proteina que Hamo
ricina. Landstiner en 1808 encontro en las leguminosas el grupo de lectinas mas
importante, desde el punto de vista nutricional, observaron que los extractos
producian aglutinacién pero en otros no se detectaba accion toxicologica. (Liener
1980)

Posteriormente, Summer aisld de una leguminosa una globulina gue llamo
concavanina A, la cual tiene actividad aglutinante. La hemaglutinina de soya fue
aistada por Liener en 1853. (Jaffé 1968)

Para que una lectina presente un efecto daiiino sobre el organismo es
necesario que resista et proceso de digestion.

Jaffé en 1960 encontro que la causa del efecto téxico de las lectinas
ingeridas se relaciona con su accién sobre la absorcion intestinal. Se supone que
la lectina interacciona con grupos receptores situados en la superficie de las
células que conforman la muccsa gastrica, de una manera semejante como se
combinan con los globulos rojos, interfiriendo en la absorcién de nutrientes. Se ha
cbservado en estudios anteriores que cuando animales en experimentacion
consumen una dieta preparada con semillas de leguminosas con elevado
contenido de lectinas presentan diarreas, dafio hepatico, absorcion reducida de
aminoacidos, hipoglucemia, pérdida de pesc y en algunos casos la muerte. (Jaffé
1973, Liener 1975)

Las fitohemagiutininas como la mayoria de las proteinas, son termolabiles y
generalmente su efecto toéxico se puede eliminar o disminuir notablemsnte por
medio de un tratamiento térmico adecuado, presentandose asi, un incremento en

cuanto al vator nutritivo de las leguminosas. (Hughes et all 1973}



3.5.3 Alcaloides
Los alcaloides son una clase heterogénea de productos naturales de las

plantas. La palabra alcaloide es derivada del termino “alcali”, usado originalmente
para descrnibir un grupo de bases de origen hotanico, lo cual nos indica que estas
sustancias se comportan como alcali guimico. (Hughes et alt 1973)

Los alcaloides contienen nitrogeno en su molécula, frecuentemente en un
anillo heterociclico, son de naturaleza basica. Generalmente se encuentran como
sales de acidos organicos y la mayoria poseen importantes propiedades
farmacolégicas. La mayoria contienen oxigeno y son solidos cristalinos. Todos son
opticamente activos. En general son insolubles en agua como base y solubles en
disolventes organico; sus sales si son solubles en agua; en estas propiedades se
fundan los procedimientos que siguen para su extraccion de las plantas, asi como
para su purificacion. Algunos compuestos han sido considerados como alcaloides,
pero son considerados como excepciones como: fa colchicina y ricinina ya que no
son basicos o Iz efedrina, muscarina y mescalina que no son compuesios
heterociclicos nitrogenados. (Goodwin et all 1974)

Los alcaloides con anillos heterociclicos son llamados Alcaloides
verdaderos y son clasificados de acuerdo al sistema anular presente en fa
molécula. Ademas poseen las siguientes caracteristicas:

+ El atomo de nitrogeno es parte del sistema heterociclico.
« El compuesto tiene una estructura molecular compleja.

» FElcompuesto posee importante actividad farmacologica.
« FEl compuesto pertenece al reino vegetal.

Aqueilos gue no tienen anillos heterociclicos son conocidos como
Protoalcaloides y son aminas. Los Protoalcaloides vy los Alcaloides verdaderos
son generalmente derivados directamente de aminoacidos. (Goodwin et all 1974,
Pelletier 1982)

El nitrégenc de los alcaloides puede ser primario, secundario, terciario o
cuaternario, o puede estar presente como un oxido de amina.

Los alcaloides se encuentran principalemente en las Centrospermae, Magnoliales,

Renunculales, Papaveraceae, Leguminoseae, Papulioaceae y Rutaceae. Las

L6



Monocotiledéneas son generaimente pobres en alcaloides a excepcion de lag
Litiflorae y Graminae. Los alcaloides tienden a acumularse en cuatro tipos de
tejido. tejido activamente creciendo, células epidérmicas e hipodérmicas, cubiertas
vasculares y en vasos.
Algunos alcaloides se relacionan como precursores de aminoacidos
La amplia distribucién de alcaloides en hojas y raices indica una funcion de
estos compuestos en el metabolismo general de plantas. Aparte del efecto
biologico de proteccidn contra depredadores, otras funciones han sido propuestas:
1) Los alcaloides son productos finales del metabolismo del nitrogeno asf como
son la urea y acido Urico en animales
2} Es una reserva de nitrogeno que es utilizada bajo condiciones de deficiencia de
nitrégeno.
3) Actian como reguladores del crecimiento, posiblemente como inhibidores de la
germinacion, ya que son agentes quelantes.
4) Ayudan a mantener el balance tonico. (Goodwin et all 1974, Hughes et all
1973)

Los alcaloides y sus preparados constituyen una importante proporcion de las
sustancias empleadas frecuentemente en [a moderna terapéutica. Como
medicamentos se caracterizan por su gran potencia; una ligera disminucion en la
proporcién de alcaloides en un preparado puede causar una imporiante reduccién
en su accion fisioldgica y por otra parte, un ligero exceso puede ocasionar efectos
toxicos
Las cantidades de alcaloides que se hallan presentes varian

considerablemente en las muestras debido a:

1) Edad de la planta en el momento de ia recoleccién.

2) Estacion del afo en que se efectda la colecta, clima y suelo en que se

desarrolla la planta.
3) Tipo de variedad de la misma especie. (Jenkins et all 1951)



3.5.4 Glucosidos cianogénicos.

El acido cianhidrico en cantidades traza se encuentra ampiiamente
distribuido en el reino vegetal, se presenta principalmente en forma de glucésidos
cianogénicos. Se han encontrado en relativamente altas concentraciones en
algunas gramineas, leguminosas, raices feculentas y almendras de frutas. Estos
glucodsidos pueden contener en su molfécula un monosacarido generalmente
glucosa, o bien un disacando como la gentohiosa unidas a una cianhidrina.

La amigdalina fue el primer gucésido cianogénico identificado en las
almendras amargas, presentandose también en otras clases de semillas. La
durrina se encuentra en el sorgo y algunos pastos, en la linaza podemos encontrar
lotastraulina y linamarina, esta Ultima se presenta en diferentes variedades de
leguminosas. Olros alimentos que contienen glucosidos cianogénicos son el frijol
de ima, la yuca, el lupino, la casava y la tapioca. (Liener 1980)

Los glucdsidos clanogenicos no son toxicos por si mismos, sino lo son por el
acido cianhidrico hberado; la forma como se libera el acido cianhidrico de estas
glucosidos es por via enzimatica, llegandose a presentar autdlisis de estos
compuestos, solo cuando hay un dafio fisico en la planta. La liberacion
espontanea del acido cianhidrico en la planta depende de la presencia de la
enzima especifica, p-glucosidasa y agua. Las enzimas se encuentran
extracelulares y actian solamente después de la ruptura de los tejidos de la
semifia. Ef rango de toxicidad permitida para los glucosidos cianogénicos es de 10
a 20 mg de HCN/100g de muestra). (Contreras et all 1972)

La dosis letal media de acido cianhidrico para un individuo cuando es
ingerida por via oral se ha estimado entre 0.5-3.5mg/kg de peso corporal. Con
esta dosis se presentan sintomas de adormecimiento periférico con ligeros
mareos, seguidos por confusién mental, cianosis, temblores, convulsiones, coma y
finalmente la muerte. El acido cianhidrico es un potente inhibidor del sistema
respiratorio a nivel celular, ya que su sitio de accion es sobre la citocromo oxidasa,
la cual es el catalizador respiratorio terminal de los organismos aerobios. En caso
de dosis subletales se puede presentar dolor de cabeza, sensacion de opresién en

la garganta, palpitaciones y debilidad muscular En estos casos el orgarmismo es



capaz de llevar a cabo un proceso de destoxificacion, ya que existe una
sulfotransferasa (rodonasa) gue cataliza ia reaccion del acide cianhidrico con el
tiosulfato formando sulfito y tiocianato que es eliminado por orina. (Conn 1980,

Haborne et alt 1971)

3.5.5 Fitatos.

Ciimicamente el acido fitico es hexafosfato de inosotol, es un constituyente
de los cereales. Es conocido por que diminuye la bicdisponibilidad del zinc y otros
elementos traza necesarios para humancs y animales monogastricos. (Wolfgang
et all 1983)

Puede ser desfosforilado en cierfo grado hasta inositol en el lumen intestinal
por la enzima fitasa, ademas se encuentra en abundancia en el trigo en el centeno
y la cebada, la fitasa de centeno es mas activa. Esta fitasa es destruida por el
cator. (FAO 1980}

Este acido esta ampliamente distribuido en la naturaleza. En las plantas
particularmente en los cereales y las leguminosas, localizandose frecuentemente
en el pericarpio, es la principal forma de almacenamiento de fdsforo. Por
tratamiento con acido y calor o por la accion de la enzima fitasa presentes en los
alimentos ricos en &cido fitico, este se hidroliza, liberando inositol y acido fosférico

El acido fitico y sus sales, fitatos, son componentes comunes de los tejidos
vegetales relacionados con productos alimenticios.

Seis grupos reactivos de fosfato presentes en la molécula del acido fitico
hacen de esle compuesto un agente fuertemente quelante, en el que 8 de los 12
protones disociables del fitato estan disponibles para atrapar metales que se une a
nunerales tales como Ca™, Cu™ zZn*2, Mn*? y Fe*? . Bajo las condiciones de pH
en el interior del conducto gastrointestinal se forma complejos insolubles de metal-
fitato, los cuales hacen que algunos minerales como el Calcio, Fierro, Zinc y otros
metales bivalentes no estén disponibles para su absorcidn en las paredes del
inlestino de animales monogastricos y seres humanos. Ademas, forma complejos

con proteinas impidiendo la absorcion de estas.



La absorcidn de calcio esta influenciada no solo por el fitato sino también
por la vitamina D, lipidos, y otros factores Sila vitamina D es limitante en la dieta,
la absorcion de calcio serda menos eficiente y el efecto del fitato sera mas
pronunciado. Un gramo de acido fitico secuestra irreversiblemente un gramo de
calcio.

La absorcion de fierro depende de fa abundancia de cuerpos férricos, de ia
cantidad y forma quimica ingerida de fierro, acido ascorbico y otros factores
interrelacionados. El fitato de fierro es menos soluble en cido diluido, por lo que
es insoluble en &l estomago, pero empieza a disociarse al pH del duodeno y forma
hidroxido férrico. El fitato disminuye la habilidad del fierro por la disminucion del
acomplejamiento del fierro con gastroferrina en él estomago.

El efecto del fitato en la disminucidn de fa disponibilidad de los elementos
antes mencionados se debe a que forma sales muy insolubles de fitato a valores
de pH encontriados en la parte superior del intestino delgado. (Oberleas 1975)

El acido fitico es dos veces desmineralizante; lo es una primera vez
proporcicnando fosforo inutilizable; y una segunda vez acomplejando elementos
indispensables al organismo, puede preovocar osteoporosis yfo raquitismo debido
al papel descalcificante del acido fitico. El papel desmineralizante dei acido fitico,
aumenta a causa de preparaciones culinarias que destruyen la fitasa debido al
calentamienta, (FAO 1980)

Los fitatos reducen la digestibilidad de las proteinas, almidon y lipidos.
También se ha visto gue la accidn de algunas enzimas es inhibida por el acido
fitico y también por inositol pentafosfato.

El acido fitico se considera como una mala fuente de fosfato para et hombre
porgue no se libera o porque se encuentra en forma de sales insolubles. Existen
numerosos reportes que indican gue este acido aumenta la pérdida fecat de calcio
y contribuye a la descalcificacién del organismo con un aporte normal de calcio y
vitamina D, también pueden quedar reducidas la utilizacion digestiva de

oligoelementos como cobre, zinc, magnesic y hierro. {Derache 1990)



3.5.6 Oxalatos.

El acido oxalico (COOH-COOH) es el acido dicarboxilico mas simple, esta
presente en numerosas plantas en forma libre o en forma de sales solubles de
sodio y potasio y sales insolubles de calcio, estas titimas cas! insolubles en agua.
El interes en la toxicidad de los oxalatos radica en el severo o fatal
envenenamiento ocasionado por el consumo de hojas de ciertas plantas (ej.
nubarbo) conocidas por tener grandes cantidades de oxalatos. La ingestion
accidental de acido oxalico quimicamente puro es conocido gue produce severa
accion corrosiva, por lo que se supone el envenenamiento por ingestion de altos
contenidos de oxalato de plantas esta probablemente relacionada con esta
propiedad. Los dos aspectos de toxicidad presentados por el acido oxalico son ia
interferencia con la asimilacién del calcio y Ja formacién de calculos renales, por
consecuencia de la débil disociacion de las sales de oxalato calcico. Ei umbral de
toxicidad del acido oxalico es bastante bajo, la dosis letal minima en el hombre se
valora en 5g aproximadarﬁente para un adulto, por otro lado el margen de
seguridad es limitado, un consuma excesivo de riubarbo puede representar una
décima parte de fa dosis letal minima. Por otra parte se ha visto que el 15% del
total de oxalato de calcic es degradado durante el paso de esté a través del tracto
gastrointestmal.

El efecto del oxalato en la absorcion de otros metales (e zinc) indica una
posible interaccion de estos con otros agentes quelantes como los fitatos.

Desde un punto de vista estrictamente nutricional, el problema principat que
determina es el de la disponibilidad de calcio en la racidn alimentaria. Si
consideramos que 2.5 g de acido oxalico precipitan ig de calcio, la disponibilidad
de calcio de un alimento viene determinada por [a relacion g de acido oxalico/ g
de calcio. Algunos alimentos tienen relaciones altas: ruibarbo (1/0.04), espinacas
{1/0 1), papas {0.15/0.03). Todos fos alimentos que tengan una relacidn superior 2
2 25 constituyen una mala fuente de calcio y ademas pueden considerarse cono
descalcificantes.

Se ha observado que para que hubiera un problema crénico tendria que

haber una combinacion de circunstancias, como son; -una muy alta ingesta de



oxalatos con una simultanea baja de czlcio y vitamina D por un largo periodo

(Derache 1990, Fasset 1973)

3.5.7 Saponinas

Las saponinas son glucosidos anfifilicos, en los cuales la parte polar la
constituyen los aziucares (pentosas, hexosas o acidos urdnicos) que se
encuentran enlazados a un grupo no pelar llamado aglicona o sapogenina, el cual
puede ser ya sea un esterol 6 un triterpeno, aunque la mayoria de las saponinas

que han sido identificadas son triterpenocides

R-OH + HO-X — R-0OX + H:0

azicar sapogenina saponina agua

Las saponinas se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal
en hojas, raices, tallos y flores.

Las saponinas son sustancias en su mayor parte amorfas, de sabor
amargo, en general incdoras, de dificil cristalizacién; sus soluciones coloidales al
producir espuma, reducen fuertemente la tensién superficial por lo que pueden
estabilizar las emulsiones de grasas y aceites, tienen propiedades estornutatorias,
irritan los ojos y la piel cuando se frotan, son termoresistentes, forman complejos
con el colesterol y otros hidroxiesteroles. Son medianamente solubles en agua y
muy solubles en alcohol. Al enfriarse las saponinas precipitan. En disolventes
organicos son insolubles

En acido sulfanco concentrado, las soluciones de saponinas esteroides
producen una coloracién que varia del rojo al violeta. Las soluciones alcohélicas
de saponinas reaccionan con soluciones también alcohdlicas de colesterina
formando precipitados caracteristicos, (Giron 1992)

Algunas saponinas infnben el crecimiento de ciertos microorganismos y
hongos, ya que actdan precipitando esteroles en la pared celular

Estudios realizados de los efectos que las saponinas de alfalfa tienen sobre
algunos animales, mostraron diferentes respuestas en los animales monogastricos

con dietas en las cuales el contenido de saponinas era variable. Con un nivel de

il



0.3% de saponinas, se detectd un decremento en el peso. En general et modo de
accion de las saponinas sobre los animales monogastricos es poco conocido

En cuanto al contenido de saponinas para el hombre en ciertos productos
alimenticios, el estratus del Merck Index (1978) indica que practicamente las
saponinas no son toxicas por ingestion oral. La dosis letal media (DLso), estudiada
en perros conejos vy ratas va de 25 a 3000mg/kg de peso corporal. Las saponinas
crean lesiones gastrointestinales y si pasan a la corriente sanguinea pueden
hemolizar las células de los giébulos rojos, pueden producr fallas en la
respiracion, convulsiones y coma. (George 1865)

Las saponinas producen hemolisis en diferentes tipos de globulos rojos; la
hemdlisis se define como la destruccion de los gldbulos rojos, que produce
fiperacion de hemogiobina.

La membrana celular de los eritrocitos estd constituida por esteroles,
fosfolipidos y proteinas, se observé que quince sapeninas y seis sapogeninas
formaron complejos con el colesterol, pero no con lecitina ni con albimina; esto
implica que el punto de ataque en la hemolisis con saponinas, es el colesterol de
la membrana de los eritrocitos. Se observé que se necesita una minima cantidad
de saponinas gue rodeen a la membrana para que se produzca la hemdlisis que
es una consecuencia de que las moléculas de saponina se unan al colesterol,
dando lugar a la formacion de canales en la membrana y / o una posible
desnaturalizacion. (Clavert et all 1967)

La toxicidad de Jas saponinas esta a discusion ya que en algunos paises se
tienen limites permitidos mientras que en otros se wtilizan como aditivos para

alimentos. {Giron 1992)

3.5.8 Taninos.

Entre los compuestos polifendlicos que se encuentran en los almentos, los
taninos constituyen un grupo caracterizado por su facuitad de combinarse con las
proteinas. Esta reactividad particutar en la gue se basa el curtido de pieles, que
presentan los taninos hidrolizables y los taninos condensados, define también su

actividad biolégica, que se manifiesta por su gusio astringente.

~J
s



La presencia de estos polifenoles en los alimentos determina una
disminucion del valor bioldgico de éstos, debido, en gran parte, a una interferencia
con la utilizacion digestiva de las proteinas

Numerosos trabajos muestran, en efecto, la accion antinutritiva de los
taninos presentes en los alimentos (cacao, platanos, habas, sorgo).

Los taninos se usan también como aditivos en enoclogia, cerveceria y en la
industria de conservas, su dosis diana admitida es de 500 mg/dia", esta dosis es
facilmente superada en dietas alimentarias que se consideran normales.
Efectivamente en los frutos, fos taninos estan presentes en tasas que varian entre
los 0 2 y 1 g por 100g de peso fresco y en las verduras entre 0,5 y 2g.

Ei nivel de astringencia de las raciones parece tener una funcién importante
en la eleccién alimentaria.

Los efectos antinutricionales de estos polifenocles se manifiestan
principalmente por un aumento de la excrecion fecal de nitrégeno. Diversas
hipdtesis han intentado explicar el fenémeno.

s Presencia en los alimentos de complejos tanino-proteinas resistentes al

ataque de enzimas digestivas.

« Inhibicion no especifica de las enzimas digestivas por ios taninos libres

de los alimentos.

» Accion directa de los taninos saobre la mucosa digestiva que estimula las

secreciones.

Es dificil evaluar la imporancia relativa de estos mecanismos en el efecto
final, que depende también del tipo de tanino presente en el alimento y de su
estado, libre o asociado a poteinas. La deshidratacion puede favorecer la
oxidacion de los taninos. Las quinonas asi formadas contribuyen al
establecimiento de enlaces covalentes con las proteinas. Estos complejos,
dificilmente hidrolizables por las enzimas proteoliticas, participan en la pérdida
fecal de nitrégeno.

La actividad antinutricional de los taninos puede manifestarse también por la
aptitud que tienen estos polifencles a asociarse a los iones di- y trivalentes. Se ha

demostrado que la ingestion de té disminuye la disponbiidad de fierro del



alimento. En cambio, la formacion de complejos con el plome y los metales
pesados puede tener una funcion protectora impidiendo su absorcion. E! acido
tanico, al combinarse con la vitamina Biz y al factor infrinseco, disminuye la
disponibilidad de esta vitamina. Por otro lado, la vitamina By puede ser destruida
por los taninos del té& y las reservas hepaticas de vitamma A, disminuyen en

presencia de determinados taninos en la dieta (Derache 1990)

3.6 Digestibilidad “in vitro”.

Hoy en dia es necesario determinar el sitio y los productos finales de los
componentes durante el proceso de digestion.

El proceso de digestion se ha definido, como el proceso de reduccion del
tamafio de una molécula organica por hidrolisis, ella precede a la absorcion que es
ia entrada de nutrimientos, iones y moléculas de las células de la mucosa
intestinal. Sin embargo los dos fenomenos se miden combinados y al valor
obtenido se le llama digestibilidad de un nutrimento.

El analisis de la digestibilidad de un alimento es muy importante ya que
este es el que va a marcar la diferencia entre la alimentacion cuantitativa de la
cualitativa. En las pruebas de digestibilidad o de balance se cuantfican ios
nutrimentos que se ingieren y se absorben en el tubo digestivo y las cantidades
que se eliminan en fas heces. Para esto es necesario conocer [a cantidad del
alimento ingerido como excretado, siendo la diferencia entre ambas cantidades la
parte que se asume fue digerida y absorbida, que al ser expresada cocmo
porcentaje resulta ser el coeficiente de digestibilidad aparente de la matena seca o
de cada uno de los componentes de los alimentos, en general, los valores de la
digestibilidad obtenidos son aparentes ya que normalmente no se hacen
mediciones, ni correcciones de los aportes metabdlicos endagenos, tales como
enzimas, hormonas, metabolitos y células de descamacion, entre otros, que se
producen como consecuencia del proceso digestivo y que aparecen en las heces
sin ser un residuo alimentaric. Cuando dichos wvalores son tomados en

consideracion y corregidos se obtiene la digestibilidad verdadera.



Las condiciones de procesamiento y almacenamiento pueden tener efectos
adversos en la calidad nutricional de las proteinas, especialmente en su
digestibilidad.

La utilizacion bioldgica de una proteina es primariamente dependiente de su
digestiblidad por peptidasas gastricas, pancredticas e intestinales, por esto es de
suma importancia, para poder evaluar la calidad nutricional de un alimento.

Existen diferentes métodos para determinar la digestibilidad de un almento,
entre ellos se encuentran la digestibilidad “in vivo", “in vitro” e "in situ”.

El valor nufritivo potencial de un alimento puede ser determinado en primera
instancia por el anpalisis quimico proximal, pero el valor real del mismo para el
animal solo se puede lograr a través de un analisis de las pérdidas inevitables que
ocurren durante la digestion, absorcion y metabolismo. Esto ohedece que después
de consumir un alimento, hay residuos no digeridos y que son excretados en las
heces. Lo cual significa una merma en términes de ia utilizacion del alimento por io
que la primera pérdida impuesta al mismo esta representada por fa parte que no
es digerida, ni absorbida.

El analisis de la digestibilidad de un alimento es muy importante ya que
existen diferentes moléculas en éste, unas de facil absorcidén y otras gue son
resistentes a la degradacion enzimatica en el caso de los animales monogastricos
y por ende excretadas en las heces; es precisamente este tipo de analisis los que
marcan ia diferencia entre la alimentacion cuantitativa de la cualitativa de un
alimento
« Los métodos para la medicién de la digestibilidad "in vivo” implican el empiec

de animales de laboratorio. El experimento se refiere a {a cantidad de alimento
que se puede digerir por unidad de tiempo y es funcion de la dieta. Este tipo de
experimento resulta costoso por el tiempo, la mano de obra cahficada, las
grandes cantidades de alimento y al numerc de andlisis quimicos que
requieren, pero poseen menos posibilidades de error en relacidn a los métodos

alternos.

Los estudios “in vitro se han desarrollado como alternativa a las técnicas de

digestibilidad “in vive®, en condiciones de laboratorio Los métodos “in witro”



para probar la digestibilidad se basan en el uso de enzimas proteoliticas para
correlacionarse con la digestion de la proteina "in vivo”. Para imitar la digestion
humana, se usan enzimas gastricas y/o pancredticas ademas de enzimas
intestinales en el ensayo. La principal ventaja de esté método es la rapidez de

esté y la poca cantidad de muestra que se requiere para el ensayo.

La fécnica "in situ”, usa pequefas bolsas de nylon con un poro de 20 micrones.
La muestra dentro de las bolsas sufre una predigestion con proteasas. La
técnica ha sido utlizada durante varies afios para proporcionar valores
estimados de la fasa de desaparicion de la materia seca, proteina cruda y
fundamentaimente de la fibra y sus fracciones en tracte intestinal, estas son
introducidas mediante una canula duodenal y recuperada en las heces, esta
técnica tiene la ventaja de dar una estmacion rapida de la tasa y el grado de
degradacién de los alimentos, sin necesidad de ningin procedimiento
complicado mas gue simplemente pesar. Otra ventaja consiste en que el
material alimenticio se encuentira en intimo contacto dentro del tracto intestinal
con el ambiente digestivo (temperatura, pH, enzimas, etc.) cosa que no sucede

en la técnica de digestibilidad “in vitro”.(Boisen et ail 1931, Swaisgood et all

1991)
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4. METODOLOGIA

En el siguiente diagrama de bioques, se muestra el desarrollo que se sigud

para realizar el estudio de las tres muestras.

Figura No. 1.



4.1 Obtencion de a Harina de Almendra Desengrasada
Debido al alto contenido de grasa de las almendras, es necesario separar
ta fraccion lipidica, ya gue en la mayoria de las determinaciones quimicas esta

fraccion produce interferencia

4.1.1 Capulin,
Se toma una muestra homogénea de las semillas y se extrae la almendra,

rompiendo el caparazon, tratando de no danar fa aimendra.

Se muelen en meiino Willey modelo 4 y que pasen por malla No. 1.

Se coloca la harina, en cartuchos de celulosa y se desengrasan con hexano
en un aparato de extraccién continua tipo Goldfish, por un tiempo minimo de 6
horas, a una temperatura aproximada de 40°C para no dafiar los factores

termolabiles. Se elimina el disolvente en rotavapor.

4.1.2 Mamey.
Se extraen las almendras del mamey rompiendo ias semillas con la ayuda

de pinzas. Como el contenido de humedad en la almendra integra es elevado
(45.36%)" se secan en una estufa de recirculacion a una temperatura de 50°C
hasta peso constante.

Se muelen en molino Willey modelo 4 y que pasen por malla No. 1.

Se coloca la harina, en cartuchos de celulosa y se desengrasan con hexano
en un aparato de extraccion continua tipo Goldfish, por un tiempo minimo de 6
horas, a una temperatura aproximada de 40°C para no danar los factores

termolabiles. Se elimina el disolvente en rotavapor.

4.1.3 Napahuite.
Se contaba con suficiente harina desengrasada, hecha en estudios previos.



4.2 Almacenamiento de la harina desengrasada.
Ya desengrasada la harina de cada una de [as muestras s& evapora el
dsisolvente, dejando las muestras a temperatura ambiente por 30 minutos Se

guardan en frascos color ambar y se almaecenan en un lugar fresco

4.3 Caracterizacion toxicolégica de las muestras.
Contando con harina de almendra desengrasada de cada muestra, se
procede a la determinacion de los siguientes factores toxicos y antinutricionales

{tabla No. 2}.

Tabla No. 2.

Factores termolabiles iactores termoestables

tnhibidores de tripsina Alcaloides

Fitohemaglutininas Glucdsidos cianogénicos
Fitatos

Oxalatos

Saponinas

Taninos

4.3.1 Inhibidores de tripsina {Kakade et all 1974, Liu ef all 1989)

FUNDAMENTO:

La técnica es una modificacion de la utilizada por Kakade y colaboradores la
cual se basa en cbservar la inhibicion producida por un extracto acuoso de la
muestra sobre una solucion estandar de tripsina. Ei extracto se pone en contacto
con una solucion estandarizada de tripsina y después de un cierto tiempo se
determina la actividad proteclitica remanente por medio de un susirato sintético

{(BAPNA Benzoll-arginina-p-nitroantlida) la cual produgira una coloracién debido a



la produccion de p-nitroanilina, que se lee en el espectrofotémetro a una longitud
de onda de 410nm. Dicha coloracién es inversamente proporcional al contenido de
nhibidores de la muestra. (fig. No. 2).

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un incremento
de 0 01 unidades de absorbancia a 410 nm, La actividad de inhibidores de tripsina
se expresa en términos de unidades de tripsina inhibida (UT).

Las modificaciones hechas en este trabajo son las sigulentes’

1. Se usa agua en vez de una disolucion de alcali para extraer los inhibidores.

2 E| extracto acuosc es desestabilizado con buffer Tris (Hidroximetil-amino-
metano) y filtrado antes en vez de después de realizar la reaccion.

3. Se usa tripsina porcina {Tipo X, Sigma) en vez de bovina.

4 Laenzimay no el sustrato es agregada al final de la mezcla de reaccion, lo que
efimma la espera de 10min que se llevaba la reaccion enzima-sustrato,

5 Ei volumen de la mezcla de reaccion es reducido de 10 a 4 mi, por lo que se

ahorran reactivos.

Hidrélisis de BAPNA con tripsina.

NH, NH
~7 NH NH
N
| c
(cHZ)J I
(CH,),;
"H CH C-RH Tripsina I
NH CH- COOH H

—

K j H )] e (} o) @J

N 2
NU 2
Benzoil-arginina-p-nifroanilina Benzoil-arginina p-nitranilina
(BAPNA) {Amarillo)

Figura No. 2.



MATERIAL Y REACTIVOS:
Potenciometro CORNING, pHmeter 430

Barnio GRANT, mod SE 10

Especrofotometro SEQUOIA-TURNER, mod.340

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

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

Solucion BAPNA (b)

Acido acético al 30%

Solucién estandar de tripsina (c)

HCI 0.001N

(a)

(b)

(c}

6.06g de TRIS (hidroximetil-amino-metano) y 2 94g de CaClL.H0 se
disuelven en 900ml de agua destilada. Se ajusta el pH a 8.2y se afora a
un volumen de 1 1t

100mg de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) se disuelven en
2 5mi de dimetil sulfoxido y se diluye a 250ml con amortguador TRIS
previamente calentado a 37°C. ESTA SOLUCION DEBE SER
PREPARADA EL MISMO DiA Y CUANDO ESTE EN USO DEBE
MANTENERSE A 37°C.

Una solucion stock de tripsina se prepara disolviendo 10mg de fripsina
porcina cnstalina (Type 1X, SIGMA CHEMICAL Co., St Luis , MO) en 50m!
de HCI 1mM, con un pH de 2.5 aproximadamente. La solucion se guarda a
4°C donde puede durar de 2-3 semanas sin perder actividad Para
preparar fa solucidn de trabajo de tripsina, se toman 2mi de la solucidn
stock y se diluye a un volumen de 25m!, usando la solucion de HCI 1mM.

Esta solucion tiene 16ug de tripsina/ml.



PROCEDIMIENTO

A)

B)

Preparacion del extracto:

Se pesa aproximadamente medio gramo (0.5g) de muestra, que se extrae con
50mi de agua destilada por 30min con agitacién mecanica a una velocidad de
200rpm 10ml de la suspensién se desestabilizan agregando un volumen de
buffer necesario para tener una inhibicion de 40-60% por ml de muestra, esto
se realiza para reducrr la desviacion estandar relativa después se agita de 2-

3min, st es necesario filtrar con papel Whatman No.2

Determinacion de la actividad:

Toda la reaccion se debe llevar a cabo a una lemperatura de 37°C. En un tubo
de ensayo se agregan 2mi de la solucion de BAPNA, recién preparada, luego
se agrega 1ml de la muestra y 0.5ml de enzima. Exactamente 10min después
de haber agregado [a tripsina, se detiene {a reaccion con 0.5ml de acido
acélico al 30%. Es necesario correr un blanco, en el cual se siguen los mismos
pasos, pero Ja muestra es sustituida por 1ml de agua destilada

Enlatabla No. 3, se muestra la secuencia de mezclado de los reactantes

Tabla No. 3.
Orden de mezclado ) Reactive Volumen
tro BAPNA 2mi
2do Muestra Tml
3ro Enzima 0 5ml
I TV A Acido acético | ToBmt T
Volumen total 4mi

La leciura en el espectrofotometro se realiza a 410nm. Es necesario

primero ajustar el aparato a 100% de transmitancia con agua.

7]
d



CALCULOS.
Definiendo una Unidad de Tripsina como el incremento de 0.01 unidades de

absorbancia Asp bajo tas condiciones de prueba, la actividad de los inhibidores
de tnpsina son expresados en unidades de tripsina inhibida (UTH) por miligrama

de muestra, como se muestra en la figura No. 3.

UTIimg musstra = [(A 10— ATar0) * 100} F

mg mtra/ B

Figura No. 3.

Donde:
AP, 1p=Absorbancia del blanco
A™, o=Absorbancia de la muestra
F= Factor de dilucion

B= Aforo al que se llevo la muestra.

4.3.2 Fitohemaglutininas.

FUNDAMENTO:
La deteccién de hemaglutininas o lectinas en extractos de plantas se lleva a

cabo con una técnica de diluciones seriadas en la cual se determina el punto final
por una estimacion visual de la aglutinacion de los glébulos rojos en estudio.

El método de microtitulacion es rapido y requiere una minima cantidad de
muestra. Se necesita trabajar con globulos rojos lavados y activados con una
solucién de proteasa disponible (como pronasa, tripsina o papaina), ya que la

sensibilidad de fa agiutinacion se mejora considerablemente con este tratamiento.

MATERIAL Y REACTIVOS
» Agitador magnético con tacometro THERMOLINE.

» Centrifuga para tubos DYNAC.



Tubos de centrifuga de 18ml con graduacion.
Jeringa de 5 o 10ml # 22.

tncubadora BLUE-M.

Espectrofotometro COLEMAN, Junior i-A
Microtiter kit {Cook Eng-Alexander Virginia USA).
Filtro de vidrio poroso.

Sangre de hamster desfibrinada y lavada.
Solucion anticoagulante (a).

Solucion salina al 1%.

Solucién salina al 0.9%.

Solucion de proteasa al 0.1% en solucion salina (b).

Pronasa de S. grigens (sigma P-5003).

(a) Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar ya sea

solucion de heparina o citrato, las cuales se usan en {a siguiente relacion.

Sol. Heperina:sangre = 15- 20Ul 1m| sangre

Sol. de citrato:sangre = 0.1 ml:1ml sangre
Sin embargo, si la sangre no se va a trabajar de inmediato y se desea
conservar en refrigeracién por unos dias, lo mas conveniente es usar comao
solucion anticoagulante, 1a solucion ELSEVER, en la siguiente proporcion: 1:1

o sea 1ml de solucion ELSEVER por 1mi de sangre fresca.

(b) En términos generales se usa tripsina al 0.1% en solucion salina, para el

proceso de sensibilizacion; sin embargo, cuando se trabaja con sangre de
cualquier roedor {raton, hamster, etc j, es conveniente trabajar con pronasa al

0 2% en solucién salina 0.9%.



METODOLOGIA:

a)

b)

c)

Preparacidn del extracto
Una vez que se tiene la muestra finamente molida {y desengrasada si el caso
lo amerita), se suspende 1 gr en 10 mi de solucién salina al 1%, se efectla una
exiraccion con agitacion mecanica durante 2 horas a 300 rpm. a la
temperatura ambiente.
Después de este tiempo se centrifuga el extracto a 1400 rpm ( 40 U )
durante 15 minutos para eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtra
a través del filtro de vidric y de ser necesario se puede lavar el residuo con

mas solucion salina al 1%, para llevar el extracto filtrado al volumen inicial.

Preparacion de la sangre:

Una vez que se sangra por el ojo al animal, fa sangre se coloca en un matraz
pequefio que contenga solucion anticoagulante, agitar suavemente para la
completa homogeneizacion de la sangre con la solucion anticoagulante (No
interrumpir hasta el momento de diluiria)

La sangre con anticoagutante se trasvasa a tubos de centrifuga para lavarla
(3 veces) con solucidn salina al 0.9%. La relacion sangre.solucion salina es
aproximadamente 1:5.

Se centrifuga a 1500 rpm (50U) durante 10 min. Después del Ultimo lavado,
se mide en el tubo de centrifuga, la cantidad de paquete de ertrocitos y se
diluyen al 4% para lo cual se agregan por cada mililitro de globulos rojos 24ml
de solucion salina al 0 9%.

Sensibilizacién de los globulos rojos:

A cada 10m! de suspension de globulos rojos al 4% agregarles 1mi de
solucion de tripsina al 0.1% (en solucion salina) y colocarlos en incubadora por
espacio de 1 horaa 37°C.

Después del tiempo estipulado, centrifugar para eliminar la enzima

sobrenadante, dando ademas 3 lavados con solucion salina 0.8%.



Despues del Gltimo lavado se resuspende el paquete de globulos rojos al 5%,
por lo cual cada mililitro de paguete de eritrocitos se le adicionan 19ml de
solucion salina 0.9%

NOTA: Cuando se observa gue la sangre tiene algunos coagulos (aungue
sean pequefios), es necesario separarlos de esta suspensién, para lo
cual se puede hacer a través de un pequefio trozo de gasa, colocado
dentro de un embudo de cuello corto.

d) Ajusle de ia suspensién de glébulos rojos:

Se toma 1ml de la suspension de gldbulos rojos ya sensibilizados y se
agregan 4ml de solucién salina al 0.85%. Se lee el espectrofotometro a 620nm,
usando un adaptador de celdas que permita el paso de solo tem? de luz y

como blanco solucién salina al 0.85%.
La fectura que se debe obtener sera de 25% + 1 de transmitancia, en caso

contrario se realizar3 la dilucion necesaria para que la suspension de glébulos
quede dentro de dicho rango.

e) Microtitulacion:
En las placas tipo "V" de! microtiter, colocar, en cada pozo una hilera de

50ul de solucién salina al 0.9% con el pipeteador de gota evitando tocar las

paredes dei pozo.{fig 4 y 5).

1 Pz

SLCTON/FILTER ADAPTER—

S1,TEP REGEPTAGLE - ','
CELLULCSE ACETATE FH.TEH—\‘ \I!
PIPETTE BCUY—

HO WMISREL.TIR

77 MICROLITES

Figura No. 5.

Figura No. 4.



A continuacion llenar el microdilutor de 50ul (fig. 8) por contacto con la
superficie del extracto problema para proceder a realizar las diluciones sucesivas

en la hilera escogida, introduciendo el microdilutor en el pozo y rotandolo sin

excesiva presion,

NOTA: Es recomendable checar que el volumen que esté tomando nuestro

microdilutor, sea el requerido. Esto se realiza con selucidn salina en

una placa de prueba. {fig. 7).

Figura No. 6. Figura No. 7.

Por ultimo con un pipetero de gota colocar en cada pozo 50pl de la
suspension de glébulos rojos sensibilizada y ajustada. Luego se rota la placa en

forma circular y se lleva a la incubadora a 37°C por espacio de 1 hora. (fig. 8).




f)

Lectura:

Una vez transcurndo el tiempo, se coloca la placa sobre el dispositivo de
lectura {fig. 9). Se observa a traves del espejo ef fondo de los pozos de cada
hilera de prueba.

Se reporta la Ultima dilucién que presenta aglutinacion

Figura No. 9.

4.3.3 Alcaloides {Abisch el alt 1960}

FUNDAMENTO:

E| material seco de ta planta se extrae con metanol. Una solucion acuosa

de la porcién soluble en acido del extracto con metanol fue hecha basica con

amoniaco y sujeto a extraccion diferencial con cloroformo-etanol, Los 2 extractos

asi obtenidos fueron entonces ensayados con 7 reactivos para alcaloides:

7
2)
3)
4)
3)
6)
7)

Reactivo de MAYER (cloruro de mercurio y yoduro de potasio).
Reactivo de WAGNER (triyeduro de potasio).

Reactivo de DRAGENDORFF (nitrato de bismuto y yoduro de potasio)
Reactivo de SONNENSCHELIN (acido fosfomolibdico).

Reactivo de HAGER (acido picnico).

Reactivo de SCHEIBLER (acido fosfotingstenica).

Reactivo de ACIDO SILICOTUNGSTENICO.



El precipitado formado con los reactivos para alcaloides varian en cantidad con
los diferentes alcaloides, en consecuencia, una estimacién de la concentracion de
los alcaloides a partir de la cantidad de precipitado con un reactivo, es solamente

aproximado.

La exactitud puede ser mejorada usando varios reactivos y el métedo esta
basado en la comparacion de la cantidad de precipitado obtenido con los 7
diferentes reactivos de alcaloides, comparando con los precipitados obtenidos con

una solucién de estricnina de concentracion conocida.

MATERIAL Y REACTIVOS:

» Ermbudo de separacién de 125ml.

+ Parrilla de agitacion CORNING, mod PC-351.

» Estufa de vacio marca LAB-LINE INSTRUMENTS.
+ Pape! filtro Whatman # 1.

« Rotavapor BUCHI 461, mod RE 111.

« Acido nitrico {30% 0 5=1.180).

« HCI 1%

+ Acido silicotugstico (4H20-502-1 2W0,-22H,0).
« Metanol (R.A}

« Amoniaco concentrado {(aprox. 25%).

+ Diclorometano (R.A ).

« Etanol {R.A).

« Sulfato de sodio anhidro (R.A.).

« Estricnina (U.S.P}.

+ Reactivo de MAYER (a).

» Reactivo de WAGNER (b}.

» Reactivo de DRAGENDOREFF (c}).

« Reactivo de SONNENSCHEIN (d).

« Reachvo de HAGER (e}
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+ Reactivo de SCHEIBLER (f)
+ Reactivo de ACIDO SILICOTUGSTENICO (g).

{a) Se disuelven 1 36gr de HgCl; en 60 ml de agua y bg de yoduro de potasio en
10ml de agua. Se juntan las dos soluciones y se aforan a 100ml con agua
destitada.

(b} Se disuelven 1.27g de yodo {resublimado) y 2g de yoduro de potasio en 20ml
de agua; ia solucién se afora a 100ml con agua destilada.

(c) Se disuelven 8gr de nitrato de bismuto pentahidratado en 20ml de acido nitrico
y 27.29g de yoduro de potasio en 50mi de agua. Se mezclaron las 2 soluciones
y se dejaron reposar 24 horas. Se decanta la solucion y se afora con agua a
100mt.

(dYA 100ml de una solucion caliente de molbdate de amonio (43g/100mil),
adicionar 100ml de una solucién caliente de fosfato de sodip dibasico anhidro
(10g/100m); a esta solucién clara adicionar 10ml de acido nitrico concentrado,
al precipitado amarillo en 50mi de agua destilada y calentar. A la suspension
caliente adicionar 100mi de la solucidon de carbonato de sodio anhidro caliente
{28g/100mi). Una solucidn clara debe formarse, y esta solucion es evaporada
en capsuta a sequedad; flamear la superficie def polvo con un mechero bunsen
hasta encenderse para evaporar las sales de amonio. Pesar el polvo y debe
ser aproximadamente 30g. Disolver el polvo con 200ml de agua destilada
caliente, calentar y adicionar a esta solucién 50mi de acido nitrico concentrado,
a esta solucion adicionar agua destilada hasta llevar a un aforo de 300ml |
resultando una solucidn clara amarilla de acido fosfomolibdico.

{e) Preparar una solucion acuosa saturada de acido picrico (2g/100ml).

{f) Se disuelven en 50m} de agua 10g de tungstato de sodio y 7g de fosfato
disodico. La solucion se acidufa con acido nitrico.

(g) Se disuelven 5g de acido silicofigstico en el acido suifirnico (6N) necesario

para formar 100mt de solucion.
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PROCEDIMIENTO
2-4g. de muestra seca y molida (se debe secar por debajo de 50°C), es

mantenida toda la noche con 40mi de metanol; a continuacién se calienta durante

4 horas a 50°C (agitando ininterrumpidamente). La mezcla es entonces filtrada y el

residuo es tavado con 20ml de metanol y los extractos se combinan y se evapora

el metano en un rotavapor. El residuo es resuspendido con 2mi de metanol y 12ml
de HCI al 1% la mezcla es agitada vy filtrada, para lavar el residuo se usan 8ml de

HCI al 1%, se combman los extractos filtrados y se hace basice con amoniaco

concentrado (aprox. 25%). Se exirae con tres porciones de 20ml de cloroformo

cada una, dando ia FRACCION “A”.

A la solucién acuosa residual de la anterior extraccion, se procede a
exiraerla con una mezcla de cloroformo-etanol (3.2 viv), con tres porciones de
20mi cada una, con lo cual se obtiene la FRACCION "B".

Las fases organicas son lavadas con 5ml de solucién media saturada de
sulfato de sodio y secada con sulfato de sedio anhidro.

Las dos fracciones Ay B, son evaporadas en un rotavapor por separado; y
el residuo es resuspendido con 1.5mi de HCI al 1% y 1.5m) de cloroformo, se agita
vigorosamente y la fase acuosa de cada fraccién es pipeteada y filtrada a través
de algodon y dividida en 7 porciones; estas alicuotas son ensayadas con los
siguientes 7 reactivos de alcaloides:

(1) Reactivo de MAYER: El reactivo s6lo debe afiadirse a soluciones previamente
acidufadas con HCI o H2S04 diluidos. La solucién no debe contener acido
acético o etanol, porque disuelven el precipidado. Solo deben agregarse unas
cuantas gotas de reactivo porque algunos alcaloides son solubles en exceso
de reactivo.

(2) Reactivo de WAGNER: La mayoria de las soluciones aciduladas de alcaloides
forman precipitados floculentos color marron.

(3) Reactivo de DRAGENDORFF: Se usa sobre soluciones aciduladas. Se puede
recoger el precipitado anaranjado-marron, liberar los alcaloides con solucion de

carbonato de sodio y extraerse con éter etilico o con disolvente similar.



(4) Reactivo de SONNENCHEIN. Los alcaloides y sales de amonio dan
precipitados amarillos. Se puede recuperar los alcaloides disolviendo en
amoniaco,

{5) Reactivo de HAGER La mayoria de soluciones aciduladas de alcaloides
forman precipitados color amarillo.

(6) Reactivo de SCHEIBLER., La solucion acidulada da un precipitado color blanco
grisaceo

(7) Reactivo de ACIDO SILICOTUGSTENICO: La solucidn acidutada da un

precipitado color blanco grisaceo.
RESULTADOS:

Debido a la frecuencia de reacciones falsas-positivas con los reactivos
comunes de alcaloides, solo se considera como positiva la presencia de ellos en
nuestra muestra, cuande cualquiera de las dos fracciones (A o B) dan reaccion
positiva con seis o siete reactivos anteriormente enumerados.

Hay que mencionar que para el caso del reactivo de HAGER, debido a su
baja sensiilidad, cuando da una reaccion negativa y todas las demas dan
reaccion positiva, este resultado se puede descartar, considerando positiva la
presencia de alcaloides en la muestra.

Esta prueba preliminar de seleccion para la determinacion de alcaloides, se
puede manejar en forma semi-cuantitativa cuando los precipitados formados se

comparan con soluciones de estricnina de concentracion conocida.

4.3.4 Ghucosidos cianogénicos. (Lucas et ali 1984)

FUNDAMENTO

El acido clanhidrico en cantidades trazas esta ampliamente distnbuido en el

reino vegetal y se presenta principalmente en forma de glucosidos crancgeénicos;



sin embargo concentraciones relativamente aitas de estos toxicos son
encontradas en algunas gramineas, leguminosas, raices feculentas y aimendras
de frutas

El presente meétodo aprovecha la reaccion sensile y especifica de
Grignard. la cual es ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la

deteccion tanto de glucosidos cianogénicos como del propio HCN. (fig. No. 10).

oH oM
NU\: ~._ N0 Medio KO 2 .. NHDH
O + 2HCN ————p> O +1/20,
Alcalino o N
N NO
Acido picrico isopurpurina

Figura No. 10.

Para poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado
se hace uso de una hidrolisis enzimatica (por medio de una p-glucosidasa} del
correspondiente glucasido cianogénico; y para poder cuantificar en forma precisa
el HCN hiberado, es conveniente trabajar algunos pasos a temperaturas bajas.

Con el anterior método se pueden detectar cantidades del orden de 5pg de

HCN, equivalente a 46ug de glucdsidos cianogénicos (referido con linamarina).

MATERIAL ¥ REACTIVOS.

e Potenciometro, CORNING, phmeter 430.

« Incubadora marca BLUE-M.

s Congelador comercial

» Espectrofotdmetro, SEQUOIA-TURNER, mod 340.

+ Bario de agua con agitacion marca LAB-LINE INSTRUMENTS.
» Tubos de cultivo con tapon de rosca PYREX # 9825 y 9826.

¢ Micro-molino marca TECATOR, mod CYCLO_TEC.
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» Papel indicador de HCN (a).

« Solucien de B-glucosidasa con activador (b)

«  Solucion de KCN equivalente a 100pg HCN/mt (24 1mg KCN/AQ0mI)
« HCI0.5N.

» Buffer de fosfatos pH 7 (c}.

» Solucion de picrato de sodio alcalinizada (d).

+« Fecula de maiz comercial.

{a} Pape! Whatman del # 2 se empapa en una solucién de picrato de sodio (c), se
deja escurrir y se coloca en una estufa a secar a una temperatura de 55-60°C

por espacio de 30 minutos. Acontinuacion se cortan tiras bien medidas de 2 x

10 cm. {fig. No. 11)

Impregnacion Secado en
con solucisn de estufa a
—_——— e ——
acido picrico 60°C/30 min
alcalinizado
Papel filtro Papel humedecido
Whatman # 2
. Recorte del papel
Para su uso se requiere filtro seco
humectar la tiracon 8 P R——— —
gotas de agua

Tira de
2x10cm

Figura No. 11.



(b) 0 25g de p-glucosidasa (250mg) se disuelven con buffer de fosfatos pH 7 (c)
teniendo 1a precaucion de agitar suavemente {(de lo contrario se formara una

gran cantidad de espuma) una vez disuelta la enzima se le adiciona 1.7 g de

NaNQ,.

{c) Se preparan las sigulentes scluciones:
A: Sol. de fosfato de sodio monobasico 0.2M (27.8g en 1L).
B- Sol. de fosfato de sodio dibasico 0.2M (53.65g de Na,HPO, . TH,0 0 71.7g
de NaHPOQy . 12H,0 en 1L1).
Mezclar 39mi de A y 61ml de B y aforarlo a 200ml. Ajustar el pH a 7.0
empleando un potenciometro.
{d) Se disuelve en agua destilada 2.5g de acido picrico y a cantinuacion 12.5g de

carbonato de sodio, llevandose a un volumen de 500mi con agua destilada.

PROCEDIMIENTCO

1). Curva estandar: Para la elaboracion de nuestra curva de referencia, se
usa una solucion de cianuro de potasio cuya concentracion equivalga a 100pg
HCNImL. Ademas con el fin de simular la interaccion muestra-HCN liberada, se
infroduce en nuestra curva estandar la lamada matriz alimenticia, que en este
caso se uso fécula de maiz comercial. {tabla No.4).

La curva estandar va de 5-60pg de HCN ya que fue el rango Optimo
encontrado en la respuesta concentracton de HCN vs D.O. (r=0.99) en donde se
cumple la ley de Lambert-Beer. Dicha serie de tubos se trabajan en la misma

forma que para la Iiberacion de HCN en la muestra.
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CURVA ESTANDAR:

Tabla No. 4.

ml solucién Matriz HCI Q5N

estandar alimenticia pH7 40°C {en frio)
Ji i
% 0.00 500mg 5ml 4 horas 1l Blanco
I oos 500mg 5ml Tl 5
;
I o1 500mg 5ml Tml 10
I o2 500mg Sml Tl 20
§| 0.4 500mg 5l Tt 40
N 500mg 5ml thy 60
| (I W (N R R

2). Preparacion de la muestra: Cuando se requiere determmar con suma
precision el contenido de HCN en una muestra fresca, es necesario partir del
material integro; para lo cual el material integro fresco se somete a una moiienda
fina e Inmediatamente se pasa a un frasco que cierre perfectamente y st no se va
a realizar en ese momento la determinacion, se procede a colocar la muestra ya
molida en el congelador.

3). Liberacion del HCN de la muestra: Se coloca en un tubo de cultivo Pyrex
# 9826 de 20-500mg de muestra, dependiendo de su contenido aproximado de
glucésidos cianogénicos (cuando no se tiene informacion se coloca la cantidad
maxima de 500mg), a continuacidn se le adicionan 5ml de solucidn de
f}-glucosidasa (fria) se homogeniza y se procede a colocar |a tira de papel
indicador humedecida (aproximadamente con 8 gotas de agua) en la boca del tubo

y se cierra herméticamente con un tapdn de rosca. {fig No. 12).
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Figura No. 12.

Una vez que se tiene el anterior dispositivo se coloca en el bafic maria que
esta a una temperatura de 40°C + 1 y con el contral de velocidad de agitacion
ajustado a 3.5 por espacio de 4 horas. Al final de dicho tiempo se saca el tubo y se
coloca en el congelador por 30 minutos.

Transcurrido el anterior tiempo se saca el tubo y se destapa para
adicionarle 1ml de HCH O 5N (frie); hay que hacer notar que si se usan los tapones
adecuados, la tira de papel indicador quedarad adherida a dicho tapén y no se
presentaran problemas de manipulacion en este paso.

Una vez adicionado el HCIL se vuelve a cerrar perfectamente, se
homogeniza teniendo la precaucion de gue el liquido no toque et papel indicador y
se coloca en la incubadora por espacio de 15 minutos a ta temperatura de 66°C.
Transcurndo el tiempo se saca de la incubadora y en ese momento se puede
realizar visualmenie la deteccién cualitativa, ya que aquellos tubos que no
muesiren ni siquiera ligera coloracion café-rofiza en el papel indicador, se
consideran negativos; en tanto que aquellos que si muestran aunque sea una
tenue coloracion se consideran positivos y se procede a su deteccion cuantitativa.

4). Determinacion cuantitativa: Con cuidado se procede a recuperar el
alcaloide del papel indicador y para esto se coloca en un tubo de cullive Pyrex #
9825, se le adiciona 20ml de agua destilada (medidos con bureta) se tapa y se
agita vigorosamente con el fin de extraer el pigmento de isopurpurina del papel

indicador en el agua.
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Después de extraer el pigmento {aproximadamente de 2-5 minutos) se
recupera el solvente {agua), eliminando los residuos del papel por una simple
filtracion con papel de filtracion rapida Hay que hacer notar que cuando asi se
requiera se puede hacer ofra nueva adicion de agua (20ml} para extraer
completamente el pigmento {dilucion)

{a solucion filtrada se coloca en la fotocleda para su lectura en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 520nm; previamente ajustado at100%
de transmitancia con el blanco correspondiente (todos los reactivos excepto |a

muestra).
CALCULOS:

Una vez que se tiene elaborada la curva estandar, en donde se encuentra
relacionado el contenido de HCN vs D.O. expresado en absorbancia, se pasa el

valor obtenido de % T a A.

A=lo
our /100

Con el dato de absorbancia se puede interpolar o calcular de acuerdo a la
ecuacion de la regresion lineal, el correspondiente contermido de HCN (X).

A% Dx100 = mgHCN 100g de muestra

Donde :
X =pg de HCN
D = nimero de veces de adicion de 20ml de agua {(dilucion)

M = mg de muestra.
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4.2.5 Fitatos {Wolfgang et all 1983)

FUNDAMENTO:

El método se basa en la determinacién colorimétrica indwecta del fosforo de
fitato en la muestra El extracto de la muestra es calentado con una solucion
acidificada de hierro 1l de concentracion conocida de hierro. El decremento de
hierro (determinado colorimétricamente con 2,2-bipiridina) en el sobrenadante es
una medida del contenido def acido fitico. E! método debe ser calibrado con

soluciones estandar de acido fitico

MATERIAL Y REACTIVOS:

« Parrila de calentamiento, SUPELCO, mod 3-3315
« Espectrofotometro, SEQUOIA-TURNER, mod 340.
» Mezclador de tubos LAB-LINE, mod. Super-mixer.
s HCI02N.

+ HCI2N.

« Acido tioglicolico.

« Solucidn de referencia de fitato {a).

« Solucion fernca (b).

« Solucidn de 2,2 -Bipiridina (¢).

{(a) Se prepara una solucion stock que contenga 150mg de sal sodica de acido
fitico, (type V, 97%, SIGMA No. P-5756), se afora a 100ml con agua destiada.

Como la fitasa esta ausente esta solucion es estable.
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(b) Disolver 0.2g de sulfato de amonio fierro (U1} . 12 H,O (Merck At 3778) en

100ml de HCI 2N y aforar a 1L con agua destilada.
{c) Disolver 10g de 2,2'-bipiridina {(Merck Art. 3098} y 10m] de acido tioglicolico en

agua destilada y aforar a 1L

Estas soluciones son estables por varios meses a temperatura ambiente

PROCEDIMIENTO:

1) Curva patron:
Se quiere gque la curva entre en un rango de 3 a 30ug/ml de fésforo de fitato

{tabla No. 5)

Tabla No. 5.

Solucion de Concentracién
. HCI 0.2N
refarencia (ng P/ml}

imi 100ml 3

2mi 1G0mi 6
4ml 100mi 12

omi 100ml 18

8mli 100ml 24

10mi 100mi 30

2) Muestras:
Se pesa 1g de la harina desengrasada y se extrae con 100mi de HCI 0.2 N.
Se pipetean 0.5 ml de este extracto en un tube esmenlado. Agregar mi de solucion

fernca. Cubrir el tubo con el tapdn y enroscar un clip para evitar que se salga.
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Calentar el tubo en la parrilla de calentamiento a 95 + 2 °C por 30min. Tener
cuidado los primeros 5min, de que los tubos esten bien tapados Transcurridos los
30min dejar enfriar un poco y enfriar en agua con hielo por 15min hasta alcanzar la
temperatura ambiente, una vez que los tubos han alcanzado la temperatura
ambiente se agregan 2ml de solucién de 2,2-bipiridina y se mezcla el contenido.
Se mide Ja absorbancia 2 519nm a tos 30seq exactos después de haber agregado
fa 2,2’ -bipiridina a cada tubo, ya que la bipiridina reacciona con el fitato de fierro y

el color cambia con el tiempo.
CALCULOS:

Se elabora una curva patron Absorbancia vs Concentracion (ng P de
fitato/mi), se extrapola el valor obtenido de la muestra en la curva patron. El rango
recomendado para el analisis es de 3 a 30 ug de fosforo de fitato/ml.

Con el dato de absorbancia se extrapola o calcula de acuerdo a la ecuacién
de 1a regresion lineal, el contenido de fitato (g de Pfml) (X).

&
mgP 1100g de.muestra = X 1';—0 0

4

Donde:
=pg de P/ml

M=mg de muestra

4.3.6 Oxalatos, A0AC 1999

FUNDAMENTO:
La determinacion de oxalatos se fundamenta en una determinacion

permanganimétrica en donde se realiza una titulacion del acido oxalico (H2C204)

con una solucion valorada de KmnQ, 0.01N. El acido oxalico se oxida hasta CO,.

2MnO, + 5C,0,% + 16H" —* 2Mn*' + 10CO; + 8H,0



£l limite de deteccion de esta metodologia es de 140-700mg de Acido

oxalico
MATERIAL Y REACTIVOS:

* [hgestor, LABCON CO, No. 30001,

» Matraz digestor de 600mi Bercellius.

+ Potenciémetro, CORNING, phmeter 430,
« Bureta 50ml.

« Papel Whatman # 30.

+ Tubos conicos para centrifuga de 50mi.
s Centrifuga, DYNAC.

« HCIBN

+ NH.OH

» Antiespumante

» HS50,/H,0 (1:9).

« Reaclivo de acido tungstofosfbrico {a).
« Buffer de acetato (b).

« Liguido de lavado {c)

« KmnQ, 0.001 N (d}.

{a) Disolver 2.5g de Na,WO, . 2H,0 en la mezcla de 4l de acido fosforico y 50ml

de agua y aforar a 100ml con agua destilada.



(b) Disolver 2 5g de cloruro de calcio anhidro en 50 ml de CH,COOH [ agua

(50.50) y anadir a la solucion 33g de CH;COONa . 3H,O diluido a 50ml con

agua destilada.

(c) Diluir 12.5mi de acido acético concentrado con 250mi de agua destilada y
anadir polvo de oxalato de calcio, saturar con 4cido oxalico. Enfriar a 4°C.
Antes de su uso filirar y mantenerla fria durante su uso.

(d) Pesar 0.32g aproximadamente de KMnO, y disolver en un litro de agua
destilada. Calentar la solucién hasta gue hierva de 15-20min evitando que la
ebullicién sea tumultuosa. Dejar enfriar y filtrar en papel de filtracién rapida.
recibir en frasco ambar limpio. Después se titula fa solucion pesando con
exaclitud 0.02-0.03g de NayC,0O, previamente secado a 100-110°C y colocar
en un matraz erlenmeyer de 250-300ml. Disolver en agua {50-70ml) y agregar
de 15-20m! de acido sulfurico diluido 1:8. La solucion se calienta a 70°C y se
mula con agitacion dejando caer fa solucién de permanganato de potasio
lentamente hasta una coloracion rosa permanente.

Ejemplo de calculo:

Se pesaron 0.0279g de NayC:0..

Vol. gastado de KMnO, = 39.8ml
(0.0279/0.0670) = 0.4164mi normales.

39 8ml ———— 0.416417N
m — X X =0.01N.

PROCEDIMIENTO:

A. Preparacion de la muestra:
Se pesan de 5 a 10g de harina del matenal en estudio, se coloca dentro de un
vaso Bercelliuz graduado (digestor de fibra) de 600ml, se agregan 200m! (en
marca del vaso o con probeta) de agua destilada y se agita en la parrilla por
15min. Llevar a 300ml enjuagando las paredes, afiadir 55ml de HCI 8N, 2 gotas

de antiespumante y llevar a ebullicion durante 15min en reflujo, dejar enfriar.
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Aforar a 500ml con agua destiiada enjuagando las paredes del vaso, agitar y
dejar reposar toda fa noche. Filtrar a través de pape! filtro Whatman No. 4 y
desechar los primeros 100ml {(con la finalidad de acondicionar nuestre
sistema)

Precipitacion de! acido oxalico:

Tomar una alicuota de 25mi y afadirle 5ml del reactivo del acido
lungstofosforico y dejar reposar por un tiempo minimo de § horas. Filtrar a
través de papel Whatman No 40. Tomar 20ml del filtrado y depositarios en un
tubo conico para centrifuga de 50ml Adadir hidréxido de amanio gota a gota
con cuidado hasta un pH = 4 — 4.5 utlizando un potenciometro. Afadir bmi de
la solucién precitante y amortiguadera (buffer) de acetato y mezclar con una
varilia de vidrio, enjuagaria con un pequeiio chorro de agua destitada y dejar
reposar toda la noche dentro del tubo de centrifuga. Centifugar a 3000g
{1700rpm) por 15min para compactar el precipitado. Decantar el sobrenadante
con una inversion suave del tubo de centrifuga teniendo cuidado no romper o
agitar el precipitado de oxalato Lavar el precipitade con 20ml det liquido de
lavado frio en un chorro fino rompiendo completamente el precipitado, repetir
lacentrifugacion y el drenado del liguido de lavado. Afadir 5mi de H,S0, (1:9)
al precipitado, homogeneizar en un matraz de erlenmeyer enjuagar el tubo con
20mi de agua destilada primero y luego otros 2 enjuages con 5mi.

. Ttulacion:

Calentar la muestra y et blanco (5ml de HaS0,4 (1-9)) en un baic de agua
hirviendo., Tiular las soluciones calientes con KmnQ4 0.001 N hasta que

persista una coloracion rosa.
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CALCULGS

(Fi-r2)7> N

in

myg.dc oxdlice H100g denuestra = X 160

Donde-
V1=Volumen gastado
V2=\olumen del blanco
N= Normalfidad del KmnQOy4

m= gramos de muestra

4.3.7 Saponinas, ‘¢ 1992

FUNDAMENTO:

La deteccién de saponinas en extractos de plantas se lleva a cabo con una
lécnica de diluciones seriadas en la cual se determina el punto final por una
estimacién visual de la hemdlisis de los gldbulos rojos de sangre de conejo.

El método de microtitulacion es rapido y requiere una minima cantidad de
muestra. Se necesita trabajar con globulos rojos lavados y activados con una
solucion de proteasa disponible (como pronasa, trpsina o papaina), ya que la

sensibilidad de la aglutinacion se mejora considerablemente con este tratamiento.

MATERIAL Y REACTIVOS:

« Extractor de grasa Goldfisch, LABCON CO.
« Cartuchos de celulgsa Whatman 22x88mm.
» Rotavapor Buchi, 461, modelo RE-111

+ Centrifuga Dynac.

» Incubadera bacteriologica, BLUE M.



- Espectrofotometro COLEMAN, Junior II-A.

+ Tubos de centrifuga de 15ml con graduacion.

+ Jeringade 50 10ml# 22

« Microtiter kit {Cock Eng-Alexander Virginia USA).

s Filtro de vidrio poroso

+  Solucion de metanal (R A) y agua destiltada al 85% (w/v).
» Sangre de conejo desfibrinada v lavada.

» Solucién anticoagulante {(a).

» Solucidn salina al 1%.

+ Solucion salina al 0.9%.

« Solucion de proteasa ai 0.1% en solucion salina (b).
+ Tripsina de pancreas de porcino (Sigma t-8128).

» Solucién estandar de saponinas al 0.5% en solucton salina (c)

(a) Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar ya sea

sclucion de heparina o citrato, las cuales se usan en la siguiente relacion.

Sol. Heperina:sangre = 15- 20Ul 1ml sangre

Sol. de citrato:sangre = 0.1 ml. iml sangre
Sin embargo, si la sangre no se va a frabajar de inmediato y se desea
conservar en refrigeracion por unos dias, lo mas conveniente es usar como
solucién anticoagulante, la solucion ELSEVER, en la siguiente proporcion: 1:1
o sea 1mil de solucion ELSEVER por 1mi de sangre fresca.
(b) Se usa tripsina de pancreas de porcino (Sigma t-8128).a1 0.1% en solucidn

salina al 0.9%, para el proceso de sensibilizacion;

(c) El estandar de saponinas es una mezcla 1:1 de digitonina (saponina tipo

esteroidal) y un extracto de quillaja (saponina tipo triterpenoide).
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METODOLOGIA

a) Preparacion del extracto:

b)

<)

Una vez que se tiene la muestra finamente molida (y desengrasada si el caso
lo amerita) ya desengrasada se pesan 7.5g en el cartucho de celulosa, se
colocan en los portadedales y en el extractor Goldfisch. La extraccioén se
realiza a la maxima temperatura del aparato por 2 horas, con metanol-agua
(85.15) como solucidn extractora de tas saponinas. Una vez transcurrido el
tiempo de extraccion, el extracto se concentra a sequedad en el rotavapor, a
una temperatura aproximada de 65°C, la muestra se redisuelve con solucion
salina 0.9% y se filtra con ayuda de vacio para aforar a 100mi con la misma
solucidn. Si no se realiza la determinacion de inmediato, el extracto se debe
refrigerar o congelar para evitar contaminacion.

Preparacion de {a sangre:

Una vez que se sangra al animal, la sangre se coloca en un matraz pequefio
que contenga solucién anticoagulante, agitar suavemente para la completa
homogeneizacién de la sangre con la solucion anticoagulante. {No interrumpir
hasta el momento de diluirla).

La sangre con anticoagulante se trasvasa a tubos de centrifuga para lavarla
(3 veces) con solucién salina al 0.9%. La relacién sangre:solucion salina es
aproximadamente 1:5.

Se centrifuga a 1500 rpm (50U) durante 10 min. Despues del dltimo lavado,
se mide en el tubo de centrifuga, la cantidad de paquete de eritrocitos y se
diluyen at 4% para lo cual se agregan por cada mililitro de glabulos rojos 24ml
de solucién salina al 0.8%.

Sensibilizacion de los gidbulos rafos:

A cada 10m! de suspension de glébulos rojos al 4% agregarles 1ml de
solucion de trpsina al 0.1% (en solucion salina) y colocarlos en incubadora por
espacio de 1 hora a 37°C.

Después del tiempo estpulado, centrifugar para eliminar la enzima

sobrenadante, dando ademas 3 lavados con solucion salina 0.9%.
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Después del Gitimo lavado se resuspende el paquete de gldbulos rojos at 5%,
por lo cual cada mililitro de paquete de eritrocitos se le adicionan 18mi de
solucion salina 0.9%. ‘

NOTA: Cuando se observa que la sangre tiene algunos coagulos (aungue

sean pequeos), es necesario separarios de esta suspension, para o
cual se puede hacer a través de un pequefio trozo de gasa, colocado
dentro de un embudo de cuelio corto,

dy Ajuste de la suspensian de glébulos rojos:

Se toma iml de ja suspension de glébulos rojos ya sensibilizados y se
agregan 4ml de solucion salina al 0.85%. Se lee el espectrofotometro a 620nm,
usando un adaptador de celdas que permita el paso de solo 1em? de luz y
como blanco solucién salina al 0.85%.

La lectura que se debe obtener sera de 25% + 1 de transmitancia, en caso

contrario se realizara la dilucion necesaria para que la suspension de glébulos

quede dentro de dicho rango.

e} Microtitulacion:
En las placas tipo “U" del microtiter, colocar, en cada pozo una hilera de

504 de solucion salina al 0.9% con el pipeteador de gota evitando tocar las

paredes del pozo. {fig 13y 14).

SLOTION/FILTER AGAPTER=
€'y 7EP HECFPTACLE -5 ;
hl

CPLILLGSE ACEVATE FRTER- 4
Y 1Y i

BIPFTTE B0V, 1
e ey

D

a5 ACASITER 9 MICRY PTFR

Figura No. 14,

Figura No. 13.



A continuacion llenar el microdilutor de 50pl (fig. 15} por contacto con la
superficte del extracto problema o de estandar de saponinas para proceder a
realizar las diluciones sucesivas en la hilera escogida, introduciendo el
microdilutor en el pozo y rotandolo sin excesiva presion. Se elimina el residuo
de la uitima dilucidn

NOTA Es recomendable checar que ei volumen que este tomando nuestro

microdilutor, sea el requendo. Esto se realiza con soiucion salina en

una placa de prueba. (fig. 16)

Figura No. 16.

Figura No. 15

Por (itimo con un pipetero de gota colocar en cada pozo 50ul de ia
suspension de giobulos rojos sensibilizada y ajustada teniendo también un
contra! negativo con solucién salina 0.9% sin exiracto problema y otro positivo
con solucion safina 0.9% y el estandar de saponinas al 0.5% en solucion salina.
Luego se rota la placa en forma circular y se lleva a la incubadora a 37°C por

espacio de 1 hora. {fig. 17).

Figura No. 17.
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fi Leciura
Una vez transcutrido el tiempo, se coloca la placa sobre el dispositivo de

iectura (fig 18). Se localiza en la placa, el nimero que corresponde al Ulitimo
pozo donde se aprecia hemodlisis y que resulta ser la minima cantidad de

muestra que produce prueba positiva de hemdlisis.

Figura No. 18.

CALCULOS:
Las unidades asignadas en el método se definieron como unidades

hemoliticas por miligrama de muestra (U.H /mg de muestra), 1o cual se explica
de la siguiente forma.

La mezcla de saponinas triterpenoide y esteroide (1:1) tiene una
concentracion de 0.5% en la solucion estandar; si en fa microtitulacion se
toman 0 05mi. se tiene entonces una concentracion de 0.25mg de saponina en

dicho volumen.
£n una dilucion seriada se tiene [a formula:

Concentracion del extracto
2[

t= titulo de hemdlisis
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Si la solucien estandar de saponinas tiene un valor promedio de 8 para el

titulo de hemohisis, entonces en este pozo se tiene la siguiente concentracion:

0.25mg = 0001mg = ug
28

por definicion 1ng del estandar de saponinas es equivalente a 10 Unidades

Hemoliticas (U.H.).
El calculo para las muestras es:
La concentracion del extracto de la muestra para todos los casos es de

75mg/ml, en 0.05ml tenemos 3.75mg; para un titulo de hembélisis con valor de

1 se tiene la siguiente concentracion:

3.?5 = 1.875mg de muestra
2

Por definicion se obtienen ias Unidades Hemoliticas por miligramo de

muestra {U H./mg de muestra).

10 4.H. = 5.3 U.H /mg de muestra
1.87 mg de muestra

4.3.8 Taninos.
FUNDAMENTO;

Se realiza una extraccién de los taninos presentes en la muestra con una
agitacion con dimetiformamida para despues centrifugar y adicionar citrato férrico
amoniacal y amoniaco a una alicuota de sobrenadante para desarrollar color y leer
absorbancia de la solucion obtenida en espectrofotometro a 525nm. Se determina

el contenido de taninos usando una curva patron preparada con acido tanico.



MATERIAL ¥ REACTIVOS.

+ Centrifuga, DYNAC.

+ Tubos para centnfuga de 50ml con tapén

s Agitador magnetico.

» Mezclador de tubos LAB-LINE, mad. Super-mixer.
« Bafo de agua, GRANT, mod. SE-10.

» Espectrofotometro, SEQUOIA-TURNER, mod 340
« Solucion de referencia de acido tanico (a).

« Amoniaco (D).

e Dimetilformamida {c).

+ Citrato férrico de amonio (d}.

(a) Se prepara una solucién estandar de referencia en la cual se pesan 0,2g de
acido tanico y se afora a 100ml con agua desionizada.

(b) Se pesan 0.232 g de hidroxido de amonio (NHs) y se aforan en 100m! de agua
desionizada

(c) Se debe preparar una solucion al 75% (viv), para lo cual se vierten 75ml de
dimetilformamida en un matraz volumétrico de 100ml. Diluir con agua
desionizada, dejar enfriar y llevar a la marca de aforo.

(d) Se requiere un contenido de fierro de entre 17 — 20 %, por fo cual se pesan
0.35g de citrato férrico de amonio (Sigma # F-5879) y se afora a 100ml con

agua desionizada. Preparar 24 horas antes de usarse.



PROCEDIMIENTO

A Preparacion de curva patron

1

Preparar 7 matraces volumétricos de 25ml y usando micropipetas afadir
1.2,3,4,5,6 y 7 ml respectivamente de la solucién estandar de acido tanico,
llevando a la marca de afore con la solucion de dimetilfformamida. La escala
asi obtenida corresponde a 2,4,6,8,10,12 y 14 mg de &cido tanico
respectivamente.

Rotutar 8 tubos de ensayo correspondiando el No.1 ai blanco de la curva, al
cual se le adiciona 1ml de la solucidn de dimetilformamida. Los restantes
corfesponden a los puntos de la curva a los cuales se les adiciona
respectivamente 1ml de las soluciones de acido tanico preparadas
anteriormente. El intervalo obtenido es de 80 a 560 pg de acido tanico.
Anadir 5mi de agua a cada fubo y mezclar unos segundos. Después afiady
iml de solucion de citrato férrico amoniacal, mezciar y posteriormente

afiadir 1ml de solucidn de amoniaco. (tabla No. 6).

Tabla No. 6.

| Sol. acido tanico Citrato férrico ]
‘ Agua ) Amoniaco
i Tubo (2-14mg) . amoniacal

; (mi) ()

1 (mi) (mf)

i

;1 {Blanco) - 5 1 1
b 2 1 5 1 1

I 3 ] 1 5 1 1
| 4 1 5 1 1
t 5 | 1 5 1 1

6 : 1 5 1 1

7 ; 1 5 . 1

8 i 1 5 1 1
L | S SN N

*En vez de sol de Acido tanico se agrega tml de dimetilformamida al 75%
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4. Después de la dltima adicion, agitar en bafio a temperatura controlada y
mantener 10min + imin a 30 + 1°C para permitir el desarrolio optimo de
color

5. Transferir a celdas de medicion y leer en espectrofotometro a 525nm

6. Trazar la grafica de absorbancia vs concentracién de &cido tanico
expresada como ng de acido tanico.

B Obtencion del extracto.

1. Pesar de 0.3 a 1g de muestra y pasar a un vaso de precipitado de 50mi

2 Disolver con 20ml de dimetiformamida medidos con probeta y agitar
moderadamente en agitador magnético durante 60 + 3min.

3. Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25ml, enjuagando
el vaso y magneto 3 veces con porciones de 1ml cada una, de la solucion
de dimetilformamida. Llevar a la marca de aforo con el mismo reactivo,
homogenerzar y transferir a un tubo de centrifuga de 50ml, tapar el tube y
centrifugar a 2700rpm (correspondientes a 100 U en la centrifuga Dynac)
por 10min + 1.

4. Decantar el sobrenadante en un vaso de precipitado y homogeneizarlo

C. Determinacién:

Una vez obtenide el extracto de la muestra problema, rotular como minimo 3
tubos de ensayo (uno correspondiente al blanco y los restantes al problema,
llevandose a cabo la lectura por duplicado como minimo).

Afadir los diferentes reactivos, de acuerde at orden propuesto en |a tabla No.

7. Mezclar perfeclamente el contenide de los tubos despues de cada

adicion.
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Tabla No.7

Muestra Citrato férrico Amoniaco
Tubo

(ml) amoniacal (ml) (mi}

il 1 (Blanco) -

Después de la ultima adicién, agitar e introducir en bafio de temperatura
controlada y mantener 10 + 1min a 30 + 1°C para permitir el desarrollo
optimo de color.

Transferir a celdas de medicién y leer en espectrofotoémetro a 525nm.

Mediante la ecuacion de la linea recta obtenida con los datos de la curva
patron determinar el contenido de taninos y reportar como % de acido

tanico

4.4 Tratamiento térmico.

En base a la informacion obtenida en el paso previo, de enconirarse un contenido
significativo de toxicos termolabiles, se procedit a someter fas almendras a un
proceso térmico, de preferencia similar al gue se realiza en los lugares donde se
consumen; pero si no se cuenta con esta informacion, se expuso a un tratamiento
con calor humedo. Para observar como funcioné este proceso, serd necesario
volver a determinar el contenido de estos toxicos en el material procesado. (Jaffé

et all 1872, Leopold et all 1974)
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4.4.1 Tratamiento térmico a la almendra de capulin,

4.4.1.1 Tratamiento con calor hiimedo (en autoclave)
Se pesaron aproximadamente 15g de semilla de capulin, las cuales se
pusieron en un vaso de precipitado y se pusieron en el autoclave a 15 libras de

presion por 30 minutos, después se extrajo la almendra se molié y se desengraso.

Debido a que se conoce que en ciertas regiones se consume la aimendra

de capulin asada se realizd este tratamiento

4 4.1 2 Tratamiento de {ostado.

Se pesaron aproximadamente 15g de semiilla de capulin, estas se tostaron
en un comal que aproximadamente alcanza 200°C, durante 5 minutos. Este
tratamiento se lleva a cabo ya que se sabe que en ciertas regiones la almendra del
capulin es consumida de esta manera, bajo condiciones similares. Después del

asado se extrajo la almendra, se molio y se desengraso.
4.4.2 Tratamiento térmico a la almendra de mamey.
4.4 2.1 Tratamiento con caler himedo (en autoclave)
Se pesaron aproximadamente 15g de semilla de mamey, las cuales se

pusieron en un vaso de precipitado y se pusieron en el autoclave a 15 libras de

presion por 30 minutos, se molid y se desengraso.
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4.5 Digestibilidad “in vitro”. #A¢ 1950

FUNDAMENTO:

Durante la protedlisis, protones son liberados por la ruptura de enlaces
peptidicos, resultando en un decremento del pH en una suspensidn. Asumiendo
una correlacién entre la liberacion peptidica y la digestiblidad de la proteina, esta

dltima puede ser evaluada por el registro de la disminucion del pH.
MATERIAL ¥ REACTIVOS:

+« Baiio GRANT, mod SE 10
« Potenciometro, CORNING, phmeter 430.

« Parrilla de agitacion CORNING, mod PC-351.

« HCI

s« NaOH

« Caseinato de Sodio.
s Solucion A (a).

+ Solucion B (b).

(a) Pesar 13.645mg de tripsina (tipo IX), 36.47mg de o-quimotripsina y 5.098mg
de pephidasa. Aforar a 10mi con agua destilada y llevar a un pH 8 + 0.03.
(b} Pesar 11.818mg de proteasa (pronasa £). Aforar a 10ml con agua destilada y

llevar a pH 8 + 0.03.

PROCEDIMIENTO:

Conociendo la cantidad de proteina en la muesfra analizar, pesar una

muestra o conlrol con un contenido de 10mg de nitrogeno.
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Aplicar la cantidad apropiada de proteina control, caseinato de sodio o
muestra en un vial etiguetado con una barra magnética Adicionar 10ml de agua y
dejar por una hora.

Usando un potenciometro en un bafio a 37°C y agitando, equilibrar la
muestra y el control a pH 8 + 0.03 a 37°C con adiciones de HCiy NaOH. En este
tiempo también equilibrar las soluciones enzimaticas a pH 8 + 0.03 a 37°C y luego
pasarias a hielo. Mantener la muestra a 37°C.

Una vez equilibrado el vial, adicionar 1mi de solucidon A mientras se agita.
Exactamente 10min después, agregar iml de solucion 8 y llevar el bafic a 55°C.
Exactamente a los 19min de haber agregado la solucion A regresar ef vial al baiio
de 37°C. Leer el pH a los 20 minutos exactamente el pH de la caseina debe ser

de 6.42 + 0.05, por tanto dando un valor de digestibilidad de 90%.
CALCULOS:
Para calcular la digestibilidad se usa la siguiente formula.

SDigestbilidad = 234.84 ~ 22 .56 (pH)
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RESULTADOS Y DISCUSIoN.

£n todos los resuliados se considera la cantidad de grasa de cada muestra

que se observa en la Tabla No.1

Las determinaciones se realizaron por trplicado y algunas por duplicado

reportando el promedio de éstas.
5.1 Factores termolabiles

5.1.1 Inhibidores de Tripsina.
UT = El incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410nm. La actividad

de inhibidores de tripsina se expresa en términos de unidades de tripsina inhibida

(UTH)

511 1 Almendra de capulin.

Tabla No. 8. CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA EN CAPULIN

UT! /mg de muestra

Tratamiento en Tratamiento de

Sin tratamiento
autoclave asado

térmico
{15lb 30min) {200°C 5min.)

3.659 3.348

Aunque la almendra de capulin presento inhibidores de tripsina, su
contenido no es alto, si lo comparamos con granos donde este tipo de factor toxico
es relevante, como se observa en la figura No 19. Con &l tratamiento térmico se

obtuve un 70% de reduccion como se observa en la tabla No. 8 y graficamente en

1a figura No 20.
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511 2 Almendra de mamey.

Tabla No. 9. CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA EN MAMEY.

UT! /mg de muestra

Tratamiento en autoclave

Sin tratamiento térmico
(15ib 30min)

4.25 2.675

En la tabla No. 9 se muestran los valores del contenido de inhibidores de
tripsina en el mamey, en la figura No. 19, vemos la comparacion del contenido de
este factor con el de la soya, que da la idea del bajo contenido de este
antinutricional en el mamey. En la figura No. 20 se obseiva el efecto del
tratamiento térmico en el contenido de inhibidores, resultando estos sin

significancia toxicologica.

5.1.1.3 Almendra de napahuite.

Tabla No. 10.CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA EN NAPAHUITE.

UT! /mg de muestra

Sin tratamiento térmico

1.654

En ia tabla No. 10 tenemos el vator del contenido de inhibidores de tripsina
en el napahutte, en donde se ve gue es la muestra con menor cantidad de este
factor, no se realizdé mingun tratamiento térmico ya que se observa un valor muy

bajo de inhibidores
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COMPARACION DEL CONTENIDO DE INHIBIDORES DE TRIPSINA EN VARIAS
MUESTRAS

u.T.l
myg mtra

175

140

105

70

35

0 - - Cor PRI -
Soya Frijo! Capulin Mamey
Figura No. 19.

COMPARACION DE LOS VALORES DE INHIBIDORES DE TRIPSINA A
DIFERENTES TRATAMIENTOS TERMICOS.

_UT
mgmtra 12
10 Sin tratamiento térmico
0 15lb, 30min
8
B2060°C, 5min
6
4
2

Capulin
Figura No. 20.



5.1.2 Lectinas.
Se reporta el titulo gue es la maxima dilucién que presenta aglutinacion.

5.1.2.1 Aimendra de capulin.

Tabla No. 11.CONTENIDO DE LECTINAS EN CAPULIN

Titulo

Tratamiento en Tratamiento de

Sin tratamiento
autoclave asado

térmico
{15lb 30min) (200°C 5min.)

1 2

Se considera un contenido alto de lectinas, aguellas muestras con un titulo
igual o mayor a 10. De la tabla No 11, se observa gue la almendra de capulin ain
sin tratamiento térmico presenta un valor menor por o cual no representa un
riesgo a la salud. En la figura No. 21 se observa que con el tratamiento térmico en

autoclave se logra disminuir significativamente el contenido de este factor toxico.
5 1 2.2 Almendra de mamey.

Tabla No. 12,CONTENIDO DE LECTINAS EN MAMEY

Tratamiento en autoclave |
(15tb 30min)

1

En la tabla No. 12 se puede observar que el titulo en la muestra de

almendra de mamey es bajo por o que no hay riesgo a la salud y en la figura



No 71 se ve que con un tratamiento térmico casi se eliminan las lectinas de esta

miuestra

5 1.2 3Almendra de napahuite.

Tabla No. 13.CONTENIDO DE LECTINAS EN NAPAHUITE.

Titulo

Sin tratamiento térmico

2

En la tabla No. 13 vemos que el titulo de la muestra de napahuite es muy
bajo por lo que no se realizd ningan tratamiento térmico ya que casi no hay

presencia de lectinas en esta muestra

COMPARACION DE LOS VALORES DE LECTINAS A DIFERENTES
TRATAMIENTOS TERMICOS.

Sin tratamiento térmico
1 151ib, 30min
£1200°C, 5min

Capulin Mamey

Figura No, 21.
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5.2 Factores termoestables.

5.2.1 Alcaloides.

Por tratarse de una técnica cualititativa tnicamente se reporta presencia o
no de alcaloides en {as muestras.

Tabla No. 14.PRUEBA DE ALCALOIDES

Presencia de Alcaloides |

l Capulin Negativa
: ! Mamey Negativa
|

) Napahuite Negativa ]

Segun ia metodologia aplicada, no se encontraron alcaloides libres en
ninguna de las tres muestras

5.2.2 Glucosidos cianogénicos.

Tabla No. 15. CONTENIDO DE GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Glucosidos cianogénicos

|

(mg HCN/-100g mtra.) !

Capulin 198.17 l
Mamey 61.718 [
:

;' Napahuite | = - i

En ia tabla No. 15 observamos los valores de la cantidad de glucésidos
clanogénicos en las tres muestras, para el caso del napahuite se sabe que la

sensibilidad de esta metodologia es de 1mg de HCN/100g de muestra, por lo gue
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podna tener una cantidad menor at limite de deteccion de la metodologia, pero lo

anterior nos indicaria que la muestra nc tiene riesgo en el contenido de éste

toxICcOo
En la figura No. 26 se marca el limite permitido de HCN/ 100g de muestra,

observando que el capulin y el mamey sobrepasan por mucho esté limite, por lo

que este toxico si representa un riesgo para la salud en las almendras de capulin y

mamey

COMPARACION DE LOS VALORES DE GLUCOSIDOS CIANOGENICOS DE
VARIAS MUESTRAS, ASi COMO EL LiMITE PERMITIDO® !

mg HCN
100gq mtra

200+
160
1204

80

404 Limite permitido

e s el

Frijol Soya Haba
Figura No. 26.
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5.2.3 Fitatos,

Tabia No. 16.CONTENIDO DE FITATOS

Fitatos

{mg de P de Fitato/100g de muestra)

Capulin 227.58
Mamey 19.236
Napahuite 222.24

En la tabla No. 16 se observan los valores del contenido de fitatos en las
tres muestras, siendo el capulin y el napahuite los valores mas altos. Se sabe que
a valores arriba de 400mg de ac fitico/100g (02" 19%0 g6 qumenta la perdida fecal
de calcio y ademas puede quedar fuertemente reducida la utilizacion digestiva de
ofigoelementos (Cu, Zn, Mg, Fe), en la figura No. 27 se observa que en el caso del
capulin y napahuite se recamienda no exceder la cantidad de 200g para no llegar
a este valor, por debajo de esta cantidad de acido fitico no hay riesgo a la salud.
También se observa en esta figura la comparacion con otros alimentos que su
contenidos de fitatos en 100 gramos de muestra, rebasan los 400mg de acido
fitico considerandose alimentos desmineralizantes.

Para el caso del mamey el contenido de acido fitico presente es muy bajo
por lo que se considera que los fitatos no representan un problema en esta

muestra.
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COMPARACION DE LA CANTIDAD DE ACIDQ FITICO EN VARIAS MUESTRAS
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ESTA TESIS Mg pepr
5.2.4 Oxalatos. w M u Bmm”ﬁﬁ

Tabla No. 17.CONTENIDO DE OXALATOS

% Oxalatos Refacion: ac. Oxalico/Calcio
| (mg de ac. Oxalico/100g de mtra) (mgi100g/mgi100g)
;5 Capulin | - | -
Mamey 191.84 1.33
Napahuite | -—-— | -

El minimo de deteccitn de la metodologia es de 140mg de acido oxdlico,
por lo que las muestras de capulin y napahuite que, como se muestra en la tabla
No 17 dieron esta prueba negativa, pudieran tener una cantidad menor a esta sin
poderse cbservar.

Para el caso del mamey observamos en esta tabla que el contenido
encantrado es muy bajo ademds conociendo su relacién de acide oxalico/calcio
podemos ver que no es fiesgosa dicha cantidad, ya que observamos en la figura
No 28 que, se consideran alimentos descalcificantes aquellos que tienen una
refacion superior a 2.25 P 1990 ohservando que el mamey a diferencia del
riubarbo, espinaca o cacao no alcanza dicho valor, por lo que no hay peligro de

descalcificacion por la presencia de oxalatos en el mamey.
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COMPARACION DE LA RELACION ACIDO OXALICO/CALCIO EN VARIAS
MUESTRAS

Relacidon:
ac. Oxalico/Caleio
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5.2.5 Saponinas.
U.H.= 10Unidades Hemoliticas = Ipg de estandar de saponinas

Tabla No. 18.CONTENIDO DE SAPONINAS

Saponinas

{U.H.Img de muestra)

Capulin

Mamey

Napahuite

La tabla No. 18 nos muesira los valores de la cantidad de saponinas
presentes en las muestras, para el caso del capuiin no se observd hemolisis de [a
sangre por lo que se consideran ausentes las saponinas en esta muestra.

En la figura No. 29 se observan que aunque la cantidad de saponinas en el
mamey es considerable, existen alimentos con mayor contenidos de este factor
antinutricional, como es el caso del haba, ain asi no se considera una muestra
riesgosa ya gue la toxicidad de las saponinas es disculida. El napahuite es una

muestra con bajo contenido de saponinas
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COMPARACION DE LA CANTIDAD DE SAPONINAS EN VARIAS MUESTRAS
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5.2.6 Taninos

Tabla No, 19.CONTENIDO DE TANINOS.

Taninos

{mg de acido tanico/100g de muesira)

Capulin 56.25
Mamey 3460.51

Napahuite 191.38

En la tabla No 19 se observan los valores del contenido de taninos en las
muestras estudiadas, destacando notablemente el valor de la almendra de mamey
siendo un valor mucho mas alto que los otros dos, aun asi este alimento no es
toxico con algunas limitantes ya que se sabe de la bibliografia que la dosis diaria
admitida (DDA) del acido tanico es de 500mg / dia P22 %59 egto implica que
para una persona de 70kg considerando una ingesta del 30% de Ia DDA solo
podria consumir 10.5g de acido tanico diarios por lo que se debe restringir el
consumo de la almendra de mamey a maximo 300g / dia para una persona adulta
de 70kg ya que de lo contrario el acido tanico puede disminuir la ahsorcion de
proteinas ocasionando problemas de digestibilidad. En el caso de los nifios
(aproximadamente hasta los 10kg) esto se limita a 43g/dia maximo.

En el caso del napahuite dado a la baja cantidad que presenta se puede
CONSUMIT $in causar ningun riesgo a la salud.

El contenido de acido tanico en el capulin es casi inocuo para este factor

toxico.

o
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5.3 Digestibilidad “in vitro”.

Se observan en la figura No 30 los valores de digestibilidad de las tres
mueslras Sin tratamiento térmico las tres muestras presentan un nivel alto de
digestibiidad siendo el menor valor el del mamey.

A las muestras de capulin y mamey que fueron sometidas a un tratamiento
térmico también se les evallo la digestibilidad, no teniendo una diferencia

significativa.

PORCIENTO DE DIGESTIBILIDAD EN LAS TRES MUESTRAS ANTES Y
DESPUES DE UN TRATAMIENTO TERMICO Y COMPARAGION CON OTRAS
MUESTRAS

%
0Sin tratamiento
100 térmico

O Después de un
tratamiento térmico

76
t
56
g E
5 3
_g gj
3 3
3 = A
ﬂ!&ﬂ?ﬁz- Rl FE YN NI
Ejote Frijol

Figura No. 30.
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6. CONCLUSIONES

6.1 Almendra de capulin.

(%

¥y

Esta muestra aunque fue la que contenia mayor cantidad de inhibidores de
tripsina y tuvo el titulo mas alto en la prueba de lectinas, no alcanzan niveles
riesgosos en estos factores; ademas de comprobar la disminucion de estos
factores al realizar un tratamiento térmico con calor hiimedo y otro de asado
ya que se sabe que asi es consumido en ciertas regiones de nuestro pais.

En el aspecto de los factores termoestables, presentd un nivel muy alto de
glucasidos cianogénicos lo cual implica estudiar un praceso de destoxificacion
ya que, representa un riesgo a la salud.

Con respecto at contenide de fitatos, se recomienda no ingerir mas de 200g
de almendra ya que arriba de esta cantidad, por la cantidad de acido fitico
presente se convertina en un alimento desmineralizante, solo considerando
este factor toxico.

Los demas factores toxicos o antinutricionales no representan riesge alguno.

L a digestibilidad fue la mas alta y no aumentd significativamente despues del
tratamiento térmico.

De estudios previos sabemos que la proteina de capulin es deficiente en
aminoacidos azufrados por lo cual de be ser complementada.

Para esta almendra podemos concluir, que es necesarioc eliminar los
glucosidos cianogénicos ya que por su alta digestibilidad puede ser
considerado un alimento alterno después de destoxificarlo; también se debe
contemplar la eliminaciéon o disminucién del contenido de fitatos

Cuando la almendra es consumida como botana, no representa riesgo

toxicoldgico ya que fa proporcion consumida es minima y no de riesgo.
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6.2 Almendra de mamey.

X Lo mas importante de esta semilta es su alto contenido de grasa, por lo que es
utiizada ampliamente en cosmeticos,

> Esta muestra no presenta gran cantidad de factores termolabiles, por lo gue
no representa riesgo en este aspecto, ademas de que al realizar un
fratamiento térmico estos disminuyen notablemente.

> Al igual que el la almendra de capulin, la de mamey tiene gran cantidad de
glucdsidos cianogénicos, por la que es necesario destoxificarla para evitar un
dano a fa salud.

{X> También esta almendra presenta gran cantidad de faninos. por lo cual se
recomienda estudiar la eliminacién de este factor o no ingerir mas de 300g
para no rebasar la dosis diaria admitida de &cido tanico en el caso de un
adulto y 43g en el caso de nifios.

© La digestibilidad de esta muestra fue la menor, pero aun asi puede
considerarse aceptable.

X De estudios previos sabemos que la proteina de mamey es deficiente en
triptofano y aminoacidos azufrados, por lo cual debe ser complementada.

[X> Para considerar esta almendra como alimento alterno es necesario eliminar o
disminuir los glucosidos cianogénicos y tener en cuenta las recomendaciones,

debido a la alta cantidad de acido tanico

6.3 Almendra de napahuite.

X> La cantidad de faciores termolabiles encontrados en esta muestra fueron muy
pequefias por lo que no representan riesgo alguno.

X La digestibilidad de esta muestra es buena.

X De estudios previos sabemos que la proteina es deficiente en triptofano, por lo
que se debe complementar.

> Unicamente siguendo la recomendacion, debido a la cantidad de acido fitico
presente en la muestra, esta almendra no liene ningin impedimento para

considerarse una fuente alterna de proteina y grasa.
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