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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

La vid es una planta dicotiledónea de la familia de las vitáceas. originaria de las regiones 

cercanas a los mares Negro y Caspio en Asia Menor. La especie Vitis vinifera. comprende 

varios miles de variedades resultado de cruzamientos naturales. y que en la actualidad 

son las que se explotan en todo el mundo. El fruto de esta planta es la uva; la cual es 

materia prima para elaborar vino y otras bebidas alcohólicas. El vino es pues, el producto 

de la fermentación alcohólica del mosto de uva. el cual se compone de pulpa, escobajo, 

semilla y hollejo o cascarilla, dicho mosto es fermentado por acción de las levaduras 

presentes en el hollejo y escobajo. el producto fermentado es separado por prensado con 

el fin de eliminar el orujo que es todo el material sólido del cual se ha agotado ya la 

porción fermentable. Comúnmente la pulpa gastada, semillas y hollejo son desechados 

por la ·industria vinífera, este material podria ser utilizado como complemento en la 

elaboración de alimento para animales. Los animales contribuyen grandemente como 

proveedores de alimento para el hombre mediante la transformación de productos con 

escaso o nulo valor alimentario en productos muy nutritívos para el hombre: la dieta de 

mayor éxito para el hombre, en términos de una nutrición óptima, es aquella que contiene 

productos de origen animal, es por ello que se justifica la necesidad de aumentar la 

producción animal en donde la generación de alimentos para éste sector representa una 

fracción de importancia. La producción mundial de vinos y licores ocupa un lugar 

importante dentro de la economfa, por lo tanto la generación de desechos es elevada y 

entonces se hace necesaria la generación de tecnologfas eficientes para su correcta 

eliminación, como seria su utilización como complemento de alimentación animal, 

logrando asf el adecuado tratamiento de este residuo industrial y la disminución en el 

consumo de alimentos básicos, en la dieta humana. que se emplean comúnmente en la 

formulación de dietas para animales. El presente trabajo tuvo como objetivo conocer la 

14 



Introducción 

composición qulmica, el valor nutricio y la presencia de compuestos tóxicos y factores 

antinutricionales en los residuos de la uva utilizada para la obtención de vinos y licores, 

con el fin de valorar su posible uso como complemento en la elaboración de alimentos 

para animales monogástricos y I o rumiantes. 

J_j 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer la composición quimica, el valor nutricio y Ja presencia de compuestos tóxico y 

factores antinutricionales en los residuos de Ja uva utilizada para la obtención de vino y 

licores, con el fin de valorar su posible uso como complemento en la elaboración de 

alimentos para animales monogástricos y/ o rumiantes-. 

OBJETIVOS ESPEC(FICOS 

o Realizar el análisis proximal de los residuos para conocer el contenido de grasa. 

proteina, cenizas, fibra e hidratos de carbono. 

e Conocer el contenido de azúcares reductores y totales. 

e Evaluar la composición de aminoácidos de la proteína presente. 

e Determinar el contenido de minerales presentes en el residuo. 

a Evaluar el perfil de ácidos grasos del aceite contenido en el residuo. 

a Cuantificar los siguientes factores antinutricionales: lnhibidores de tripsina. 

Jectinas. taninos. ácido fítico, oligosacáridos y glucósidos cianogénicos. 

a Averiguar la presencia y cantidad de metales pesados contenidos en el residuo 

a Realizar las pruebas de digestibilidad in vitro; para manogástricos y rumiantes. 

a Proponer mezclas del residuo con otros alimentos para su aplicación en 

alimentación animal. 

16 



Antecedentes 

ANTECEDENTES 

1. LA VID 

La vid pertenece a la familia de las vitáceas y es una planta dicotiledónea perteneciendo 

al género Vitis. La especie Vitis vinlfera es la vid de mayor antigüedad, la cual está 

constituida por. 

o La raiz; la cual profundiza en el suelo para alimentar a la vid, 

e El tallo y sarmientos; que son las partes aéreas de la vid que poseen la 

resistencia para aguantar el conjunto de ramas que en la vid se conocen como 

sarmientos, 

a El limbo; que es la hoja propiamente dicha. de color verde y 

o Los zarcillos; que son órganos de sustentación que permiten a los sarmientos 

apoyarse a las estacas o alambres. 

En la figura 1 se presenta el detalle de algunas partes de la vid. 

El fruto o grano, el cual está compuesto de 88% pulpa, 8% de hollejo y 4% de pepitas, 

transporta los jugos para hidratar y nutrir el globo fructlfero además de sostenerlo. se 

constituye por: la piel, pellcula u hollejo; que es el elemento envolvente que le confiere al 

vino su bouquet particular. la pulpa; que es jugosa e incolora, compuesta por azúcares y 

ácidos, las pepitas o semillas en el centro de Ja pulpa que generalmente son dos y 

finalmente los racimos; constituidos por el escobajo o raspón y los granos. 

17 



Antecedentes 

Figura 1. Diagrama del sarmiento de vid. 4 

El soporte y via de unión de los granos con los sarmientos es el escobajo. por donde se 

nutren y mantienen los granos 1• Ver figura 1. 

La especie Vitis vinífera presenta excelentes cualidades y calidad para la producción de 

vino. de uvas para el consumo en fresco (de mesa) y de uvas para la elaboración de 

pasas.2 

Las cepas son las variedades de la vid de la especie Vitis vinífera. cada uno de estos 

cultivares tienen caracterlsticas o aptitudes particulares para la elaboración de vino en 

general se utilizan cepas nobles que permiten elaborar vinos de buena calidad tales 

como: Cabemet Sauvignon, Ruby Cabemet, Mertot, Cabemet, Franc, Zinfandel y Pinot 

Noir en el caso de vinos tintos y Chenin Blanc, Chardonnay, Gewürztramlner, Rlesllng y 

Semillón en el caso de vinos blancos. 2 

u; 



Antecedentes 

La tabla 1 muestra la composición general de la uva utilizada en la elaboración de vinos. 

Tabla 1. Composición de la uva (Vitis vinifera¡' 

Componente 

Energla (Kcal/1009) 

agua (g/1009) 

Protelna total (g/1 OOg) 

Grasa total (g/1 OOg) 

Hidratos de carbono total 

(g/1009) 

Ceniza (g/1 OOg) 

Calcio (mg/1 OOg) 

Hierro (mg/1 OOg) 

Cantidad 

68 

81.6 

0.6 

0.7 

16.7 

0.4 

12 

0.9 
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Antecedentes 

2. EL VINO 

El vino es el producto de la fermentación alcohólica del mosto de uva. A continuación se 

describe brevemente el proceso de elaboración del mismo con el fin de mostrar como se 

da origen al residuo que será efecto de estudio en este trabajo. 

Las uvas al llegar a los locales donde se llevará a cabo la vinificación pueden someterse a 

dos tratamientos distintos: 

e Si se elabora vino tinto, las uvas se machacan y prensan para quebrar su 

envoltura; enseguida se ponen en cubas, en las que se mezcla el jugo, la cáscara 

y el escobajo. En este caso el pigmento presente en el hollejo se conserva y es 

responsable de la intensidad del color del vino. Al contacto de las partes sólidas 

con el jugo debe comenzar el proceso de fermentación, ya que es en éstas donde 

se encuentran las levaduras que dan origen al proceso. Asi el primer paso es 

desgarrar el hollejo, operación realizada con estrujadoras de rodillos; que son dos 

cilindros rotativos entre los que pasan las uvas. Más tarde, unas bandas 

transportan las uvas estrujadas a unas cubas donde sufrirán su fermentación. 

e Si su destino es vino blanco, se separa lo más pronto posible las cáscaras 

coloreadas del jugo blanco. En este caso es necesario mantener sólo el jugo 

incoloro en las cubas para que sufra su fermentación. Esta operación se lleva a 

cabo con algunas variantes, generalmente se usan uvas blancas, los racimos son 

pisados como para los vinos tintos pero deben escurrirse inmediatamente dejando 

fluir el jugo blanco para que se separe de la piel y del escobajo, se puede dejar 
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Antecedentes 

escurrir la cuba, a la salida de estos, los hollejos y los escobajos pasan a la prensa 

para extraerles todo el jugo; el liquido es recolectado en las cubas de 

fermentación 1 • 

El líquido en el cual se lleva al cabo la fermentación y obtención del vino se le conoce 

como mosto, que en el caso del vino tinto está compuesto por el jugo de la pulpa, el 

hollejo y escobajo y en el vino blanco está compuesto solamente por el jugo de la uva 4
• 

El siguiente paso, es la fermentación del mosto, que es el momento crucial para el 

nacimiento del vino y como se sabe, el proceso de transfonnación del liquido azucarado a 

alcohólico se efectúa gracias a la acción de levaduras del género Saccharomyces. 

especies cerevisiae y oviformis que son generadoras de ácido carbónico. 

Cuando por el oldo deja de ser detectable el desprendimiento de dióxido de Carbono, 

viene el descube; el vino es separado del orujo fermentado, este descube se logra al dejar 

escurrir el vino o bien sacarlo por medio de bombas. El vino nuevo se pone en barriles 

limpios, donde se lleva a cabo la fermentación lenta1 • 

Una vez efectuado el descube se procede a prensar el orujo para extraerle el vino que 

embebe. Del peso del orujo se calcula un 40 a 50% de vino5 . Este prensado comprende 

el orujo gastado, en donde están involucrados los hollejos, pulpa prensada, escobajos y 

semillas, siendo eSte material el que se someterá a estudio para evaluar su composición 

asf como otras características mencionadas anteriormente. 
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Finalmente los vinos destinados al consumo rápido son filtrados y embotellados después 

de un corto periodo de reposo. Los otros son llevados hacia las bodegas de 

almacenamiento o de envejecimiento. Éstos permanecerán en cubas o barricas por un 

tiempo determinado. Durante este periodo una transformación interna se desarrolla 

lentamente, afirmando el carácter y el aroma del vino. 

Después de la filtración y embotellado, el vino continuará su evolución lentamente antes 

de alcanzar su pleno desarrollo. 2 
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3. PRODUCCIÓN VITIVINÍCOLA 

La industria vitivinicola juega un papel importante en la economia mundial. encontrándose 

a México con una participación significativa. principalmente en lo que a calidad de vinos 

respecta. 

La superficie global de producción de vid se mantiene estable desde hace 20 años en 

10. 107, 000 ha.6 Las estadísticas que a continuación se presentan (Tablas 2 y 3) no 

especifican variedades de vid, sólo se consideran los paises productores más 

importantes. Y se muestra la producción de uva y vino en el mundo. 

La participación de México parece no ser muy grande (su producción es menor al 1 '% y el 

consumo per cápita es <1 L), pues intervienen muchos factores culturales asi como 

económicos que hacen que su consumo y producción no puedan ser mayores, sin 

embargo la industria vitivinicola en México hasta hoy se considera exitosa siendo su 

producción de excelente calidad. 2·4 
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Tabla 2. Producción anual de uvas. 7 

País 

España 

Francia 

Italia 

Turquía 

Estados Unidos 

lrén 

Portugal 

Rumania 

Argentina 

China 

Total 

Resto del mundo 

Datos reportados hasta 1999. 

Producción mundial Ha 

(x1000) 

1180 

914 

899 

602 

364 

270 

260 

253 

210 

194 

5746 

2053 
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Producción 

mundial º/o 

15.1 

11.7 

11.5 

7.7 

4.7 

3.4 

3.3 

3.2 

2.7 

2.5 

65.9 

34.1 

24 



Tabla 3. Producción anual de vino. 7 

----Pa1s ________ vo1urñeñ-¡-.niifcii1é;.--- -P.ocfucclón 

FrariCia 

Italia 

España 

E.U.A 

Argentina 

Sudáfrica 

Alemania 

Rumania 

Australia 

Chile 

Total 

Resto del mundo 

de L) 

52,671 

54,188 

30,320 

20,450 

12,673 

8,156 

10,834 

5,002 

7,415 

5,475 

207,184 

49,592 

mundial º/o 

20.5 

21.1 

11.8 

8.0 

4.9 

3.2 

4.2 

1.9 

2.9 

2.1 

BD.6 

19.4 
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-------- -- -·- --------- -- -- --- ------- -----
Datos reportados hasta 1999. 
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4. LOS RESIDUOS DE UVA COMO DESECHOS INDUSTRIALES 

En general todos los residuos generados en procesos de alimentos contienen 

principalmente materia orgánica biodegradable, que ocasiona serios problemas 

ambientales.8 Estos pueden ser importante fuente de nutrimentos para los animales, pero 

a menudo son quemados o se degradan de manera natural por factores ambientales.9 

Afortunadamente existen muchas oportunidades de convertir éstos en valiosas 

bioproductos. 

Los productores de vino recogen los orujos en sacos de plástico, en las cuales 

efectivamente se conservan suficientemente bien durante varios dfas, dado el ambiente 

formado por la presencia de levaduras: rica en C02 y empobrecido en oxigeno. Estos 

orujos tienen como fin la incineración o bien el uso como fertilizantes agricolas. 5 

La vinicultura es una importante actividad en el Noroeste de México, donde 33,500 

hectáreas son cultivadas con diversas variedades de vid para Ja producción de vino. 

Como resultado de esta actividad aproximadamente 270, 000 toneladas de residuos 

agroindustriales son producidas cada año 10, Jo que sin duda representa un problema 

ambiental y justifica la necesidad de buscar un tratamiento adecuado a este residuo. 

Este residuo es usualmente quemado en el campa para prevenir la proliferación de 

fitopatógenos, causando un severo daño ambiental asf como problemas ecológicos y 

riesgos a la salud humana. 
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La lignina, que forma parte de este residuo, es uno de los mayores responsables del 

carbono agroindustrial desechado, produciendo compuestos hidrocarbonados policlclicos 

aromáticos como el benzopireno, catecol, hidroquinonas, fenantreno y naftaleno, cuando 

este residuo es degradado por de calor. Todos estos compuestos, pueden inhibir la 

síntesis de DNA e inducir a tumores cancerfgenos, en hígado, laringe, pulmón y cérvix 

tanto en animales como en humanos. 10 

Además, la incineración representa un consumo elevado de energia pues se requieren 

temperaturas en el rango de 900-1000 ºK para convertir todo a material inerte.8 Este 

gasto de energfa podrfa ser disminuido, o bien, eliminado totalmente con la participación 

de la industria vitivinlcola si se lograse el aprovechamiento adecuado de este desecho 

orgánico. 

Otro desecho producido por la vinicultura es el orujo gastado, este bioproducto es 

generalmente desechado en áreas abiertas, y puede ser usado en alimentación animal, 

especialmente en estaciones secas cuando las pasturas suelen escasear. Este sin 

embargo, es usado limitadamente (solamente un 30%) debido a su muy bajo valor 

nutricional asf como la presencia factores antinutricionales tales como compuestos 

polifenólicos que inhiben la flora ruminal presente en rumiantes. 10 

27 



Antecedentes 

5. ALIMENTACIÓN ANIMAL Y SU IMPORTANCIA EN LA 

NUTRICIÓN HUMANA 

El objetivo fundamental de la producción animal consiste en proporcionar alimentos de 

alta calidad para el consumo de la especie humana. La necesidad de encontrar 

soluciones alimentarias para la producción animal que a su vez no compitan con los 

alimentos para el hombre ha conducido a la búsqueda de fuentes potenciales para la 

alimentación animal. entre las que se encuentran los subproductos agroindustriales, 

leguminosas no convencionales y residuos orgánicos, entre otros. Desde el punto de 

vista económico del 60 al 80% de los costos totales de la producción animal se deben al 

concepto de alimentación, por tanto lograr una reducción en el mismo, es la meta de 

todos los productores y nutriólogos. 11 

Existe un incremento en la necesidad de fuentes de proteína y grasa, ambas para el 

crecimiento de la población humana y la alimentación animal. En paises donde hay 

pobreza y alta tasa de natalidad, las plantas son consideradas como la mayor fuente de 

proteína dietética. Si se lograra incrementar la producción animal, esto podria traducirse 

en una fuente de proteína animal más accesible para la población en donde la escasez de 

alimentos de origen animal es alta.12 

La eficiencia de los animales como fabricantes de alimentos varia ampliamente pues 

depende de sus habilidades genéticas, de la nutrición apropiada y del manejo, entre otros 

factores. 
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Los animales contribuyen como proveedores de alimentos para el hombre, 

mediante la transformación de productos con escaso o nulo valor alimentario en 

productos muy nutritivos para el hombre. 

Los animales producen carne y leche en lugares que son muy secos o pobres para poder 

ser cultivados. Existe entonces una indudable justificación, para la existencia de una 

industria animal. 

Los rumiantes domésticos aprovechan mucho de las pasturas y praderas y algo de 

bosques para producir carne y leche. En muchos paises los animales también proveen 

fuerza locomotriz para producir y transportar cosechas. 9 

Existe la preocupación internacional de que la población del próximo decenio, rebasará la 

capacidad mundial de producir alimentos, debido a las limitaciones de tierra, agua y 

energfa, sin embargo, se cree que la creciente demanda puede ser satisfecha mejorando 

la tecnología, a través de un incremento coordinado de cosechas y de la producción 

animal y de un empleo más completo de las tierras marginales y materiales de desecho. 

La mayorfa de la leche y carne producida en el mundo por el ganado, búfalos, ovejas y 

cabras se derivan de pastorear en sitios no aprovechables, asf como del empleo de 

subproductos de desecho y residuos de cosechas. Por lo tanto, ellos si contribuyen a 

proveer alimentos para el hombre.9 

Los paises en desarrollo, donde la desnutrición ocurre con mayor frecuencia, tienen 70% 

de todo el ganado bovino y búfalos o bisontes, 63% de los ovinos y caprinos y 60% de los 

porcinos, sin embargo producen sólo 34% de la carne de vacuno, 21% de la leche, 50% 
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de la carne de oveja y cabra y 37o/o de la de cerdo. Es evidente que uno de los caminos 

para incrementar el aprovisionamiento de protelna es mejorar las condiciones alimentarias 

y de manejo de los animales domésticos de esas naciones. Dichas condiciones en 

donde los animales son explotados en forma controlada y donde comen residuos con 

suplementos limitados, no ingerirán productos comestibles para el ser humano; por lo que 

mejorarán su rendimiento, en comparación con la baja productividad prevalente en áreas 

subdesarrolladas, 9 en donde parte de su alimentación está constituida por alimentos 

convencionales para el humano: es decir, una cantidad considerable de alimentos 

suministrados a los animales, en algunos paises entra en competencia directa para el 

consumo humano. Se calcula que los alimentos suministrados en Jos Estados Unidos a 

los animales domésticos, podrla alimentar- aproximadamente a 40 millones de personas, 13 

por lo que si es posible sustituir al menos en parte éstos alimentos, disminuirla dicha 

competencia. 
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6. ALIMENTACIÓN DE MONOGÁSTRICOS Y RUMl~NTES 

A continuación se presentan algunos aspectos generales sobre la alimentación de las 

especies más importantes que forman parte de la producción animal en México, 

considerándose como posibles vlas de aprovechamiento del residuo estudiado en este 

trabajo. 

6.1 Generalidades de alimentación de rumiantes 

La industria del ganado se ha convertido en una parte altamente especializada del campo 

agropecuario. Los animales rumiantes necesitan un tiempo para adaptarse a los 

alimentos; principalmente, debido a que los microorganismos del rumen, que predigieren 

el alimento, se desarrollan en poblaciones que reflejan la composición del alimento. Los 

problemas, con respecto a la nutrición, se relacionan con el modo de adaptar al ganado, 

en forma demasiado rápida, a las dietas. 

Además es frecuente la utilización de subproductos o alimentos de desecho, de los cuales 

no se tiene buena infonnación en cuanto a su valor nutritivo. La necesidad de 

obtener una conversión alimentaria eficiente para minimizar los costos de alimentación, ha 

traido como consecuencia la utilización masiva de granos procesados en diferentes 

formas. Aunque los granos procesados generalmente son más digeribles y producen 

ganancias de peso más eficientes, tienen mayor probabilidad de producir trastornos 

digestivos si se utilizan en forma impropia en las raciones de finalización. 13 
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6.2 Alimentación de rumiantes 

Los rumiantes domésticos se alimentan principalmente de forrajes: planteas herbáceas y 

arbustivas de pastos naturales, plantas forrajeras cultivadas y subproductos agricolas. 

(pajas, etc.) 

La cantidad de energia que un rumiante puede obtener de un forraje consumido a 

voluntad depende de dos caracterfsticas de este forraje: 

o Su ingestibilidad, que es la cantidad de forraje ingerida y se expresa siempre en 

Kg de materia seca, para obviar el inconveniente que representan las grandes 

variaciones existentes en el contenido de agua de los alimentos 

o Su digestibilidad, es decir la proporción de este forraje, o más precisamente de su 

materia orgánica, que se absorbe en el tubo digestivo. Este parámetro determina 

el valor energético. 

Estas dos características varian dentro de límites muy amplios. De manera general, 

ambas disminuyen en el curso del ciclo de vegetación, al aumentar las proporciones de 

tallos, de tejidos lignificados y de paredes celulares. 

En las raciones de los animales con producciones elevadas, los forrajes se complementan 

con alimentos más digestibles, con menor (o nulo) contenido de tejidos lignificados, y que 

son ricos en proteínas y otros constituyentes intracelulares; estos alimentos son los frutos, 

Jos granos y las ralees, asi como diversos subproductos de todos ellos.14 
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6.3 Digestión ruminal 

La mayor parte de la digestión de materiales empleados para la alimentación animal de 

rumiantes ocurre en el rumen. un especializado órgano en el cual Jos microorganismos 

fermentan el material alimenticio para producir primariamente ácidos grasos y 

aminoácidos que son usados por el animal como una fuente de energia y proteina, 

respectivamente.15 

Los rumiantes no tienen incisivos superiores por lo que dependen de una almohadilla 

dental superior y de los incisivos inferiores en unión con los labios y la lengua para la 

prensión de los alimentos. además de una abundante y continua producción de saliva que 

es fuente de nitrógeno, fósforo y sodio que utilizan los microorganismos del rumen. 

El estómago del rumiante se divide en 4 compartimentos: el reticulo; que moviliza el 

alimento digerido hacia el rumen, el rumen: que actúa como un recipiente de fermentación 

con una alta población microbiana, el amaso: que ayuda en la reducción del tamaño de 

las partfculas del alimento digerido asl como el control del paso del bolo digestivo y 

finalmente el abomaso. 

En todo el proceso digestivo existe un patrón bien desarrollado de las contracciones 

ritmicas que se llevan a cabo en los diversos compartimentos del estómago. las cuales 

hacen que el alimento Ingerido penetre y circule a través del numen, luego pase por el 

amaso y salga de éste para penetrar finalmente en el abomaso. También tienen 

importancia las contracciones que ayudan a la regurgitación durante la rumia que es un 

fenómeno natural siendo ésta una forma controlada del vómito, que permite que los 
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materiales semiHquidos se regurgiten al esófago. los líquidos se deglutan y se efectúe una 

remasticación pausada y una nueva deglución de Jos sólidos, y finalmente el eructo que 

permite eliminar el gas producido por la fermentación microbiana. 13 

La información que se tiene sobre los rumiantes domésticos indica que aproximadamente 

dos terceras partes de la sustancia orgánica digerible y de la energia se absorbe del 

estómago anterior (reticulo-rumen. amaso) y el resto se digiere en los intestinos. Las 

porciones más fibrosas (fibra cruda, paredes celulares), lo mismo que los glúcidos de fácil 

disponibilidad, también se digieren en una proporción un poco mayor (de 65 al 90% de la 

digestión total) en el estómago anterior. La digestibilidad del nitrógeno es bastante 

variable pero es relativamente mucho más importante en el intestino delgado; esto refleja 

el paso de grandes cantidades de proteinas microbianas al intestino delgado. 13 

6.4 Características del rumen 

El rumen reúne una serie de condiciones favorables a la actividad de una población 

microbiana anerobia extraordinariamente densa. como son: el aporte alimenticio semi

continuo un medio diluido y bien acondicionado y Ja eliminación de los productos 

residuales de la fermentación. 14 

La población microbiana en el rumen está regulada por el peculiar balance ecológico que 

da condiciones para que prevalezcan ahi. El ambiente del rumen contiene un número de 

cualidades únicas que provocan diferencias con otros sistemas anaeróbicos ya que es 
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esencialmente isotérmico y está regulado por el metabolismo homeotérmico de los 

animales huéspedes. 

Los microorganismos del rumen son predominantemente anaerobios obligados aunque 

pueden tolerar algo de oxFgeno, a lo largo de la fermentación algo de oxígeno es 

introducido a través del alimento y el agua, y se difunde a través de la pared del 

rumen. 1e.17 

La población microbiana del rumen incluye: bacterias. protozoos y hongos. 

Existen más de 200 especies de bacterias, aproximadamente 101º bacterias por mL de 

contenido ruminal, donde destacan las especies celutoliticas, que tienen un papel 

irremplazable al atacar las paredes celulares intactas. Una parte de las bacterias son 

destruidas en el rumen por los protozoos, pero la mayor parte. sin embargo. abandona el 

rumen, pasando hacia et amaso y cuajar, bien en el liquido ruminal o bien adheridas a las 

partfculas del alimento, sin embargo estas pérdidas son compensadas permanentemente 

mediante la multiplicación de la población. 

Los protozoos del tipo ciliado prosperan en el rumen, estos atacan todos Jos 

constituyentes principales de los alimentos, degradando incluso, algunos de ellos. las 

paredes celulares. Estos están en competencia con las bacterias por los sustratos 

nutritivos y por la importante depredación que realizan sobre éstas. En su mayor parte 

permanecen en el rumen. 

Finalmente los hongos, que se fijan sobre soportes rigidos, son capaces de degradar la 

celulosa y las hemicelulosas a pesar de la presencia de liginina. 14
•
17 
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6.5 Monogástrlcos 

En general los monogástricos ajustan, en la medida de lo posible, el consumo de alimento 

a sus necesidades energéticas, de conservación y producción; viéndose influenciado por 

el contenido de proteina de la ración, apetitos especificos (v.g. la gallina presenta un 

apetito especifico para el calcio durante el periodo de formación de la cáscara de huevo). 

la forma de presentación del alimento etc.18 

6.6 Generalidades sobre alimentación de cerdos (monogástricos) 

El manejo de la nutrición y la alimentación son aspectos importantes en la producción 

porcina. El programa de alimentación puede tener un efecto importante sobre el desarrollo 

del animal y sobre toda la rentabilidad del rebaño de cerdos. 

En general, el cerdo tiene la habilidad de obtener nutrientes a partir de una amplia 

variedad de alimentos. Esta especie, junto con las aves y a diferencia de los rumiantes, 

depende totalmente de los aminoácidos presentes en la proteina dietética, por lo que el 

balance de aminoácidos en la proteina es extremadamente importante, ya que, a 

diferencia de los rumiantes, tanto los cerdos como las aves no pueden sintetizar todos los 

aminoácidos a partir de protelnas de pobre calidad o de fuentes de nitrógeno no 

proteinico, además estas especies requieren carbohidratos fácilmente digeribles para 

cubrir sus necesidades de energia por lo que celulosa y hemicelulosa no son 

aprovechados adecuadamente por éstos. 19 
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Los cambios en los requerimientos nutricionales que se presentan a medida que el cerdo 

madura se relacionan con los cambios en la tasa de crecimiento y la composición 

corporal. 

La alimentación completa de los cerdos con una dieta alta en energta produce un indice 

máximo de ganancia y de eficiencia en la utilización del alimento. La alimentación 

limitada puede producir canales magras. pero la tasa de crecimiento más lenta disminuye 

la eficiencia energética debido a la mayor proporción del consumo de energia diaria que 

se necesita para el mantenimiento. 

El hecho de suministrar una dieta deficiente de proteínas durante el periodo de 

crecimiento trae como resultado la presencia de una canal más grasa. Además de los 

factores nutricionates, la forma física de la dieta es importante. El hecho de hacer 

comprimidos de ciertas dietas, especialmente aquellas con cebada y granos fibrosos, 

puede mejorar el crecimiento y la eficiencia en la utilización del alimento. El grado de 

trituración y pulverización contribuye a que se presenten variaciones en el rendimiento de 

los cerdos en crecimiento.13 

6.7 Caracterlstlcas de la digestión de cerdos 

La boca y las estructuras afines: lengua, labios y dientes, se utilizan para obtener y 

masticar Jos alimentos. En las especies omnívoras, las que se alimentan tanto de plantas 

como de alimentos de origen animal, tal como los cerdos, los dientes incisivos se utilizan 

principalmente para morder los trozos de comida y los dientes molares se han adaptado 

para la masticación de alimentos no fibrosos. Durante el proceso de la masticación se 
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vierte la saliva, que proviene principalmente de tres pares de glándulas bilaterales: las 

submaxilares, fas sublinguales y las parótidas. La saliva ayuda a convertir la comida en un 

bolo que se deglute fácilmente además de suministrar una fuente de enzimas para iniciar 

los procesos digestivos. 

El cerdo tiene un estómago relativamente grande, con tejidos mucosos que recubren el 

interior del estómago el cual tiene diferentes clases de glándulas. En la región del 

cardias, las células producen principalmente moco como medio de protección del 

recubrimiento gástrico. En la región glandular péptica, la mucosa está recubierta con 

depresiones gástricas que se comunican con las glándulas gástricas. Estas producen una 

secreción mixta de ácido, enzimas y moco dando lugar a enzimas proteóliticas y 

producción de HCI. 

El Intestino delgado es relativamente largo: el duodeno, primera sección corta produce 

varios jugos digestivos. Además de esta función, una gran variedad de jugos digestivos 

provenientes del páncreas. lo mismo que la bilis, penetran al duodeno a una corta 

distancia del pilero. Se puede presentar un volumen considerable de absorción en el 

duodeno. En términos generales, el intestino delgado es el responsable de la mayor parte 

de la absorción del aparato digestivo y está recubierto por vellosidades de borde en 

cepillo que aumentan el área de absorción. El intestino grueso está formado por el ciego, 

el colón y el recto. En general el intestino grueso funciona como una zona de absorción 

del agua y de secreción de algunos elementos minerales, tales como el Ca. En el ciego y 

en el colon se lleva a cabo una cantidad considerable de fermentación bacteriana. Esta 

área resulta indispensable para la slntesis de algunas vitaminas hidrosolubles. 
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El páncreas y el hfgado son indispensables para efectuar los procesos digestivos debido a 

las secreciones digestivas que producen. La bilis. que proviene del higado. tiene muchas 

funciones importantes y éste es un órgano sumamente activo para la sfntesis y 

desintoxicación; también es un sitio de almacenamiento importante de la mayoria de las 

vitaminas y de minerales traza. 13 

6.8 Generalidades sobre alimentación de aves 

Los principales ingredientes que forman en la actualidad una parte integral de las raciones 

para aves de corral son el maíz, como fuente de energia, y la soya, como complemento 

proteínico. Estos son disponibles y permiten que haya un crecimiento rápido o una 

elevada producción de huevo y carne con una conversión alimentaria bastante eficiente. 

Sin embargo, las raciones de maíz-soya suelen ser deficientes en algunos nutrimentos. 

Debido al acelerado crecimiento de los pollos, Jos requerimientos nutricionales son 

muchos más importantes que en las aves adultas. Por lo que se debe brindar más 

atención a la calidad de la protefna y a la suficiencia de los aminoácidos indispensables 

especialmente metionina y lisina. Las dietas ricas en energia requieren una concentración 

mayor de todos los otros nutrimentos, siempre y cuando no se altere la digestibilidad y 

absorción.13 

6.9 Caracteristlcas de la digestión de aves 

El aparato digestivo de las especies aviares se diferencia considerablemente en su 

anatomfa con relación a las especies monogástricas. El pico y las garras, les sirven para 
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reducir parcialmente los alimentos a un tamaño que puede deglutirse. La comida digerida 

pasa directamente al buche donde probablemente se lleva a cabo la fermentación. 

El proventrtcula de las aves es el lugar donde se producen los jugos gástricos, la molleja 

ejerce algunas de las funciones de los dientes en las especies mamiferas, por medio de 

las cuales se reduce físicamente el tamaño de las partículas de comida. El pH del 

intestino delgado es ligeramente ácido y se supone que la digestión de las proteinas se 

lleva a cabo mediante una combinación de las enzimas proteoliticas comunes. 

La absorción es semejante a la de las especies de los mamiferos. La reabsorción del 

agua se lleva a cabo en el ciego y el intestino grueso. Alguna parte de la digestión de las 

fibras se lleva a cabo en el ciego por medio de la fermentación bacteriana, pero en un 

nivel mucho más bajo que la mayoria de los mamíferos. 13 

La tabla 4 muestra los principales requerimientos nutricionales necesarios para el 

adecuado desarrollo de las 3 especies antes mencionadas. 

Tabla 4. Requerimientos nutricionales para animales en etapa de desarrollo. 19•2º 
Requerimiento Rumiantes Aves Cerdos 

Proteina total (%) 10-12 14-18 15 

Proteina digerible (%) 7.5 

Calcio(%) 0.20-0.25 3.2 0.6 

Fósforo(%) 0.20-0.21 0.56 0.5 

-valores no reportados para esa especie 

Los valores pueden cambiar dependiendo el estado de desarrollo del animal, asl como la función 

del mismo. 

Los datos se expresan en ºk en la ración. 
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7. COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LOS ALIMENTOS Y SU 

IMPORTANCIA 

Los animales requieren la ingestión permanente de alimentos para el funcionamiento 

normal de sus procesos vitales. Los alimentos de especies animales explotadas por el 

hombre son principalmente. vegetales o productos de origen vegetal asi como algunos 

subproductos de origen animal: al ser consumidos, la energia contenida en ellos es 

utilizada para el mantenimiento de las funciones orgánicas, para la formación de tejidos 

en los animales en crecimiento asi como para a producción de leche, huevos, lana, etc. 

El agua es, cuantitativamente hablando, el componente predominante en el organismo 

animal, superando con diferencia a la suma de los demás componentes. La mayor parte 

de la materia seca de los animales y plantas, se compone de tres grupos de compuestos 

orgánicos (protefnas. grasa e hidratos de carbono} asi como de materia inorgánica 

(minerales) y componentes presentes en cantidades reducidas como vitaminas, ácidos 

nucleicos y otros compuestos. 11 

7.1 Agua 

La mayoria de las funciones biológicas del agua están relacionadas con su propiedad de 

actuar como solvente de numerosos compuestos. Participa en la digestión (hidrólisis de 

las proteínas. grasas e hidratos de carbono). la absorción de los nutrimentos digeridos, el 

transporte de metabolitos en el organismo y la excreción de los productos de desecho asl 

como medio donde se llevan a cabo las reacciones metabólicas de un organismo. 
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Los animales pueden tener acceso al agua de las siguientes formas: como agua de 

bebida, la contenida en los alimentos y el agua metabólica. Los forrajes y ensilados 

suelen contener hasta un 90°/o de humedad, lo que representa un aporte sustancial para 

cubrir las necesidades de los animales, mientras que Jos alimentos secos como los 

concentrados y el heno, contienen entre el 7º/o y el 15%. 

El contenido en humedad superior al 15% en los alimentos secos no es admisible, ya que 

se supone una disminución del valor nutritivo y la predisposición de los mismos para el 

desarrollo de hongos y podrirse.21 

7.2 Hidratos de carbono 

Los hidratos de carbono constituyen una de las tres principales clases de nutrimentos y 

suelen proporcionar la mayor parte de la energia en las dietas.22 Se hallan en los 

alimentos como azúcares y almidones, mismos que representan una de las principales 

fuentes de energia de la dieta, y como celulosa, la cual es uno de Jos principales 

componentes de la fibra dietética.23 

En términos químicos, los hidratos de carbono están compuestos de carbono, hidrógeno y 

oxigeno, con dos átomos de hidrógeno por cada uno de oxigeno. El grupo comprende los 

azúcares (mono, di y trisacáridos), asl como almidones y celulosas que son polisacáridos. 

Sólo las plantas y frutos inmaduros forman almidón. Durante la digestión en el anlmal. 

éste se hidroliza a glucosa. 
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La rafinosa y la estaquiosa son oligosacáridos compuestos por unidades de O-galactosa. 

O-glucosa y D-fructosa. no reductor.24 La presencia de estos oligosacáridos. puede 

producir gases en el tracto gastrointestinal (flatulencia), estos compuestos no son 

asimilados adecuadamente debido a la ausencia de a.-galactosidas en la mucosa 

intestinal. sin embargo, bacterias anaeróbicas fermentativas pueden romper el enlace a

(1-6) con la consecuente emisión de hidrógeno. bióxido de carbono. metano y ácido 

sulfhfdrico, dando lugar a flatulencias e interfiriendo con una adecuada digestión. Cabe 

mencionar que los rumiantes son capaces de asimilar estos oligosacaridos por sus 

características de digestión antes mencionadas. 25 

Otro grupo de hidratos de carbono corresponde a la celulosa; compuesta por enlaces 

gtucosidicos del tipo beta que sólo es asimilable por rumiantes, bovinos y ovinos, por Jo 

que éstos pueden utilizarla como fuente de energla gracias a las enzimas producidas por 

microorganismos presentes en el rumen.22 

7.3 Fibra 

La fibra es un residuo orgánico insoluble constituido principalmente por la celulosa. 

pectina, lignina, hemicelulosa, gomas y mucilagos. 

La celulosa es el hidrato de carbono más abundante en la naturaleza y es uno de los 

principales componentes estructurales de las células vegetales, representando un 20-40% 

de la materia seca de las plantas verdes. La unión de las mol6culas de glucosa, mediante 

un enlace p hace a la celulosa esencialmente insoluble y resistente a la degradación por 

las enzimas digestivas en los animales. No obstante. puede degradarse por la 
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fermentación llevada a cabo por los microorganismos ya que éstos conservan la enzima 

celulasa que los animales superiores han perdido en el proceso de evolución. Es por ello 

que tanto en el rumen como en la porción distal del tracto digestivo sea posible la 

degradación de celulosa, sin embargo animales monogástricos no poseen esta habilidad. 

Las pectinas son polímeros compuestos principalmente de unidades de (1-4)-a-D

galacturonapiranosilo, y se encuentran en las laminillas intermedias de las celulas 

vegetales. Un aspecto que diferencia a las pectinas entre si es su contenido en esteres 

metflicos, o grado de esterificación, que disminuye al produc_irse la maduración de 

plantas.24 

La hemicelulosa es de los polisacáridos más complejos, sin embargo al igual que la 

celulosa puede ser aprovechada por rumiantes gracias a microorganismos con actividad 

celulolítica y su digestión es considerada semejante a la de la celulosa en rumiantes. 17
•21 

Esta. posee un esqueleto de tipo xilano compuesto por unidades (1-4)-J3·D-xilopiranosilo. 

Este polimero contiene frecuentemente cadenas laterales de L-arabinofuranosilo unidos a 

la posición 3 de algunas unidades de D-xilosilo. Otros constituyentes Upicos son el 4-0-

metiléter del ácido 0-glucurónico, O- o L-galactosa y grupos acetiléster. No se conoce 

bien su función en la dieta, pero es buena fuente de fibra dietética al formar parte del 

complejo no digestible de las paredes vegetales, pareciendo probable que tenga efectos 

nutritivos y fisiológicos beneficiosos sobre la motilidad intestinal, peso y volumen del bolo 

alimenticio y tiempo que éste tarda en recorrer el intestino.24 

La lignina se asocia a los hidratos de carbono de la pared celular, es un polimero 

tridimensional formado por unidades de fenil-propano (tales como el siringalclehldo y la 
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vainillina) unidos mediante cadenas alifáticas laterales de tres carbonos. La liginificación 

de las membranas celulares, en especial de aquellas de los tejidos xilematosos y 

esclerenquimatosos, les proporciona una considerable resistencia y rigidez. 24 

La lignina no es aprovechada adecuadamente; ya que la capacidad nutricional de la 

celulosa depende notoriamente de la relación lignina-celulosa presente y en ocasiones 

cuando existe un alto contenido de lignina en los alimentos, los tratamientos con álcalis 

que disuelven parcialmente la lignina y rompen Jos enlaces entre Ja Jignina y los hidratos 

de carbono. permiten un mejor aprovechamiento de la celulosa. Se ha comprobado que el 

contenido de lignlna está relacionado con una digestibilidad baja de los principios 

nutritivos de los alimentos. 

Durante la maduración se acumulan concentraciones crecientes de fibra lignificada en la 

armadura estructural de las plantas. esto da lugar a menores valores de proteina e 

hidratos de carbono digestibles. 

Se ha comprobado que el contenido de lignina está relacionado con una digestibilidad 

baja en los principios nutritivos de los alimentos. 14
•
17 

7.4 Grasas 

Las grasas son un importante combustible contenido en los alimentos debido al alto 

aporte calórico que suministran y representan un almacenaje importante de energfa. Son 

considerados químicamente como ésteres de ácidos grasos y glicerol. Entre las 
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funciones más importantes de las grasas son: el mantenimiento del calor corporal, reserva 

energética y vehfculo de vitaminas liposolubles. 22 

Los ácidos grasos pueden ser sintetizados en el organismo mediante vias metabólicas 

especificas, sin embargo existen ácidos grasos de importancia nutricional ya que son 

indispensables, es decir es necesaria su ingesta ya que el organismo no los produce; tal 

es el caso del ácidos linoleico, linolénico y araquidónico, los cuales son necesarios para 

realizar funciones importantes en los organismos. 

As( mismo existen las ceras que son derivados de los lfpidos que se componen de un 

ácido graso de cadena larga esterificado con un alcohol monohfdrico de alto peso 

molecular. No son fácilmente digeridas por los animales y carecen de valor nutritivo. 21 •24 

7 .5 Proteinas 

Las proteínas son el componente fundamental de los tejidos animales, siendo necesario 

un aporte continuo a lo largo de la vida. Se consideran moléculas complejas compuestas 

por aminoácidos unidos a través de un enlace peptidico, que contienen un grupo 

carboxilo, un grupo amino en posición a. y un grupo R que varía en los distintos 

aminoácidos . A excepción de la glicina, que no tiene átomo de carbono asimétrico debido 

a que dos de sus sustituyentes son hidrógenos, los aminoácidos presentes en las 

proteínas pertenecen a la serie L-, siendo los comúnmente empleados por los animales 

con fines metabólicos. 
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Al igual que los ácidos grasos, existen aminoácidos que los organismos no son capaces 

de sintetizar (indispensables), este hecho determina pues, la calidad de una protelna, la 

cual a su vez determina la utilidad de una protelna alimenticia para el crecimiento y 

mantenimiento de los tejidos. Se consideran aminoácidos indispensables: leucina, 

isoleucina, lisina, metionina, valina, treonina, triptófano, fenilalanina e histidina.22 

En la tabla 5 se muestran los aminoácidos considerados indispensables para aves y 

cerdos, sin embargo dada la compleja digestión existente en rumiantes no se sabe con 

exactitud que aminoácidos son indispensables para estas especies. 

En alimentación animal la protelna tiene una importancia primordial ya que los alimentos 

destinados a animales se formulan nonnalmente en base a la protelna, y sus 

requerimientos son influidos mayormente por la edad y el peso de los animales. 18 
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Tabla 5. Requerimientos de aminoácidos indispensables para la producción animalª 18
•
19 

Aminoácidos (%) 

Arginina 

Histidina 

lsoleucina 

Leucina 

Lisina 

Metionina y cistina 

Fenilalanina y tirosina 

Treo ni na 

Triptofano 

Va Ji na 

Cardo en creclmianto6 

0.20 

0.18 

0.5 

0.6 

0.7 

0.45 

0.70 

0.45 

0.12 

0.50 

a. valores expresados en º/o de la ración 

Pollo en crecimiento6 

1.03 

0.39 

0.78 

1.38 

0.98 

0.75 

1.31 

0.59 

0.19 

0.86 

b. estos valores pueden cambiar dependiendo el estado de desarrollo del animal asl como Ja 

función que éste desempena. 

7.6 Minerales 

Los minerales tienen funciones especificas en Jos organismos; principalmente 

estructurales; como calcio y fósforo, electrollticas; como sodio y potasio y catallticas; 

como magnesio y zinc. 

Los animales domésticos obtienen Ja mayoría de los minerales en los concentrados y 

forrajes que consumen. 
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Los animales en general requieren muy pequeñas cantidades de minerales siendo los 

requeridos en mayores cantidades el calcio y el fósforo que incluso son suministrados en 

cantidades complementarias en las raciones para los animales. Otros elementos menores 

que necesitan los animales para un crecimiento y reproducción normales son el boro. 

cobalto, cobre, cloro, yodo, hierro, manganeso, molibdeno, sodio y zinc, que se 

encuentran en cantidades adecuadas en la mayorfa de los forrajes y otros alimentos 

destinados a alimentación animal. 11
•
14

•
18

· 

Existen a su vez, otros elementos tales como el plomo, arsénico, bismuto que son 

considerados como metales pesados que se encuentran en productos agrícolas debido a 

la contaminación del suelo, éstos son considerados tóxicos y pueden tener efectos 

perniciosos al consumirse ya sea por efecto inmediato o por envenenamiento acumulativo 

debido a la ingesta por periodos largos. Entre Jos efectos principales causados por este 

tipo de elementos se encuentran: la destrucción de la vitamina C, retraso mental e incluso 

la muerte. De ahi la importancia del conocimiento del contenido de este tipo de elementos 

en los alimentos. 26
•
27 
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8. DIGESTIBILIDAD 

La digestión se define como la preparación de los alimentos para su absorción en el 

aparato digestivo, ella precede a la '"absorción•, que es la entrada de nutrimentos, iones y 

moléculas a las células de la mucosa intestinal. Digestión y absorción se miden 

combinados y al valor obtenido se le llama digestibilidad de un nutrimento. La información 

obtenida a partir de pruebas de digestibilidad, se utiliza en fonna muy extensa en la 

nutrición de los animales para evaluar Jos alimentos o estudiar la utilización de 

nutrimentos. 

Varios factores pueden alterar el grado de su digestión, dentro de los cuales se 

encuentran el nivel de consumo del alimento, los trastomos digestivos. el contenido de 

fibra, la frecuencia de la alimentación. las deficiencias de los nutrimentos, el 

procesamiento de alimento y otros efectos que se relacionan con los nutrimentos.13 

El valor nutritivo potencial de un alimento puede ser determinado en primera instancia por 

el análisis qutmico proximal, pero el valor real del mismo para el animal sólo se puede 

lograr a través de un análisis de las pérdidas inevitables que ocurren durante la digestión, 

absorción y metabolismo. Esto obedece a que después de consumir un alimento, hay 

residuos no digeridos y que son excretados en las heces, lo cual significa una pérdida en 

términos de la utilización del alimento, por lo que la primera pérdida impuesta al mismo 

está representada por la parte que no es digerida ni absorbida en el anlmar.11 • 1
3 

Existen técnicas in vitro que al involucrar procesos semejantes a los que ocurren dentro 

de un animal, permiten obtener un valor de digestibilidad de diversos alimentos y forrajes, 
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ya que simulan los procesos digestivos donde se lleva a cabo una digestión enzimática, 

en las que intervienen pepsina. tripsina, quimiotripsina y peptidasa en el caso de animales 

monogástricos y la determinación de los constituyentes no digeridos de las paredes 

celulares para obtener la digestibilidad en el caso de forrajes destinados a la alimentación 

de rumiantes. 28 

En Ja tabla 6 se muestran valores de digestibilidad obtenidos experimentalmente en 

desechos obtenidos a partir del procesamiento de la uva. 

Tabla 6. Digestibilidad de productos de desechos obtenidos a partir del procesamiento de 

uva. 19 

Subproducto 

Orujo de uvas sin 

semilla 

Pulpa de uvas 

Torta de semillas de 

uva 

PDIA(%) 

22 

25 

14 

PDIN (%) 

37 

29 

39 

PDIA : Protefnas digeribles en el intestino de origen alimenticio 

PDIE(%) 

24 

36 

27 

PDIN: PDIA más protefna microbianas digeribles en el intestino correspondientes al nitrógeno del 

alimento degradado en el rumen 

PDIE: PDIA más protefna mk:robianas digeribles en el intestino correspondientes a la energla del 

alimento fermentada en el rumen 
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9. FACTORES TÓXICOS Y ANTINUTRICIONALES 

Este apartado, pretende dar una breve descripción acerca de Jos factores tóxicos y 

antinutricionales que fueron parte del análisis toxicológico del residuo de la vid. 

Las semillas de plantas representan una de las mayores fuentes de proteina dietética. 

variando de un 8% a 15º/o en cereales y aproximadamente 20% a 35% en leguminosas. 

El valor nutricional de una proteina esta determinado por su digestibilidad, su contenido 

de aminoácidos indispensables y la disponibilidad de aminoácidos individuales • en 

algunos alimentos la presencia de un bajo contenido de aminoácidos azufrados o lisina. 

estructuras compactas de proteinas y la presencia de compuestos no proteicos (fibra 

dietética, taninos, fitatos) y I o proteínas antifisiológicas (inhibidores de tripsina. lectinas) • 

pueden perjudicar y aumentar la excreción de nitrógeno endógeno, disminuyendo el valor 

nutritivo de un alimento. 29 

Las sustancias antinutritivas se definen pues, como aquellos compuestos que están 

presentes de manera natural en algunos alimentos y actúan provocando una pérdida de 

nutrimentos indispensables o interfiriendo en su utilización y función metabólica. Su 

presencia en Jos alimentos no implica necesariamente un problema de toxicidad aguda y 

sus riesgos pueden no ser serios en paises desarrollados. pues una alimentación 

equilibrada, o incluso el aumento del aporte en la dieta del nutrimento afectado, puede 

mejorar rápidamente el estado general. Sin embargo. es esencial que éstos compuestos 

sean identificados y cuantificados, de tal manera que su riesgo real para la salud humana 
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o animal sea evaluado y puedan tomarse las medidas preventivas o correctivas 

correspondientes. 

Existen además sustancias tóxicas, tales como el cianuro liberado a partir de glucósidos 

cianogénicos, que tienen efecto a corto tiempo y pueden incluso causar la muerte.30 

9.1 Hemaglutininas 

También conocidas como lectinas, son un grupo de proteinas o glicoproteinas 

enterotóxicas. presentes comúnmente en las leguminosas comestibles, que suelen 

presentar la propiedad de aglutinar Jos glóbulos rojos sangufneos. Todas las lactinas 

producen sintomas parecidos, entre Jos que resaltan la intensa Inflamación de la mucosa 

intestinal, con la posterior destrucción de los epitelios, edema y la hemorragia del tejido 

linfático. Las Jectinas se unen a las microvellosidades de los enterocitos del yeyuno y 

obstaculizan su función. Hay destrucción entonces de las células de la mucosa, 

disminución de la actividad enzimática, aumenta la descamación de las células de la 

mucosa y las vellosidades disminuyen de tamaño, con lo que se disminuye la superficie 

de absorción. Sin embargo es importante mencionar, que la presencia de hidratos de 

carbono en la molécula de las lectinas, les da especificidad hacia las células lo que 

repercute de manera importante en su acción, pues de no ser especificas no pueden 

unirse a las células y causar daño, además para que el efecto, vfa oral, de las lactinas sea 

efectivo, éstas deben resistir el ataque de las proteasas a lo largo del tracto digestivo.31 

Estas suelen destruirse por métodos de calentamiento como el secado o cocción. 
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9.2 lnhibidores de proteasas 

Son sustancias de naturaleza proteinica ampliamente distribuidas en los alimentos de 

origen vegetal, que interfieren inhibiendo la actividad de las proteasas las cuales penniten 

la asimilación adecuada de protelnas, afectando primordialmente el crecimiento, 

digestibilidad del alimento y utilización metabólica de los alimentos. Los inhibidores tienen 

uno o más péptidos de unión (sitio reactivo), los cuales interaccionan con el sitio reactivo 

de la enzima: ésta inhibición se traduce en una reducción de la digestión protelnica y por 

consecuencia también de su asimilación.12 Mediante el calentamiento apropiado puede 

destruirse el efecto de los principales inhibidores de las proteasas o al menos disminuirlo 

en gran parte, aunque ésta destrucción depende de la temperatura, duración y tipo de 

calentamiento. 31
'
32 

9.3 Glucósidos cianogénicos 

La bioqutmica de los glucósidos cianogénicos es relativamente bien conocida. Sin 

embargo se desconoce el metabolismo de los glucósidos que contienen ácido cianhldrico. 

Son compuestos con una parte polar (azúcar) y el aglucón que es el que tiene el efecto 

tóxico, el oligosacárido no causa dai'lo, sino el aglucón pues produce la liberación de 

ácido cianhldrico. La ingestión del glucósido no es venenosa, ya que en el tracto 

digestivo no existe ninguna enzima como la Jl-glucosidasa que lo libere, pero algunas 

bacterias intestinales pueden descomponer el glicósido dejando en libertad el ácido 

cianhldrico. En las plantas que contienen éstos glucósidos la 13-glucoaldasa es 

extracelular y solamente por destrucción flsica o qulmlca de la pared celular puede llegar 
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a ponerse en contacto con el compuesto. Además del peligro del envenenamiento agudo 

hay que considerar el del envenenamiento crónico. que hasta el momento permanece sin 

explicación 30,31,33. 

9.4 Taninos 

Los taninos son compuestos polifenólicos solubles en agua con un peso molecular en un 

rango de 500-3000 Da, están distribuidos en los alimentos de origen vegetal. 

Los taninos son clasificados como condensados o hidrólizables. en base a su tipo 

estructural y su reactividad contra agentes hidrollticos. particularmente ácidos. Ellos 

pueden formar complejos solubles e insolubles con protefnas. los cuales pueden ser 

responsables del efecto antinutricional de éstos.34 

Se consideran indeseables pues la oxidación de los grupos fenólicos de los taninos a 

quinonas puede formar enlaces covalentes entre los grupos &-amino de los restos de 

lisina y arginina en las cadenas peptldicas lo que produce la precipitación de las protelnas 

y en consecuencia una reducción del valor nutricional del alimento. La unión de los 

taninos a las enzimas digestivas impide su acción; la unión con las protefnas del alimento 

dificulta su digestión y su unión a la mucosa intestinal disminuye la absorción de los 

alimentos. 31 

Los taninos se consideran como posibles inhibidores de celutasas presentes en 

rumiantes. observándose una disminución de la digestibilidad de diversos forrajes. 17 
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9.5 Ácido fítico 

Se encuentra en concentraciones elevadas en diversos alimentos como ácido inositol 

hexafosfórico. es una estructura altamente reactiva, debido a que la molécula posee 

múltiples grupos fosfato reactivos, capaces de formar complejos con cationes. Su acción 

principal es la disminución de la absorción o biodisponibilidad de minerales divalentes 

como Ca, Co, Cu, Mg. Mo, Mn, Fe y Zn con los que forma sales insolubles. Además 

forma complejos insolubles fitato-mineral-protelna, provocando la disminución de la 

solubilidad y digestibilidad de las protelnas en el organismo asi como la inhibición de 

enzimas digestivas, bajo condiciones fisiológicas, como la pepsina, tripsina y a.-amilasa. 

Se encuentra fundamentalmente en cereales, leguminosas y semillas oleaginosas siendo 

la forma de almacenaje de fósforo. Sin embargo en ésta forma de fosfato permanece no 

disponible para el hombre y animales monogástricos, debido a que están desprovistos de 

suficiente actividad de fosfatasas endógenas que sean capaces de liberar grupos fosfato 

de la estructura del fitato. 13
·
3 º·35 

9.6 Metales pesados 

El mercurio inorgánico: como cloruro, sales orgánicas de mercurio (metilo, etilo • fenilo, 

etilmercuritiosilicato, diuréticos mercuriales), el plomo inorgánico, plomo orgánico, cadmio, 

uranio, oro, cobre, arsémico, arsina, trióxido de cromo, talio, vanadio y bismuto, son 

considerados metales pesados, a los que se les atribuyen serios trastornos nefrotóxicos y 

neuronales y en general son tóxicos directos a las células por diversos mecanismos. 
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Los metales pesados, suelen acumularse en las células debido a su transporte sobre 

sitios de fijación, como los grupos sulfhidrilo (SH). 

Se atribuyen como principales causas de su acumulación: la exposición industrial, la 

contaminación del agua, suelos, vino o alcohol, las minas o la inhalación de humo o 

gasolina con plomo.36 
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METODOLOGÍA 

1. Información acerca de la muestra 

La muestra fue proporcionada por: Casa Pedro Domecq. 

Procedencia de la muestra: Valle de Guadalupe. Baja California. México. 

Los residuos provienen de vinos y bebidas alcohólicas elaborados por la Casa Pedro 

Domecq a partir de: Vitis vinlfera variedad tinta Rubl Cabernet. 

Tratamientos después de la recepción: La muestra se mantuvo en congelación en 

bolsas de plástico selladas durante 48 horas, previo a la conservación (secado y 

liofilizado) y determinacíón de humedad analítica. 

Conservación de la muestra 

Una vez recibida la muestra, se determinó el contenido de humedad total, para referir 

posteriormente los resultados en la base original. Después se procedió a la conservación: 

esta actividad tuvo como objetivo dar condiciones adecuadas a la muestra para su 

posterior análisis, determinándose en primer lugar el contenido de humedad. para 

posteriormente poder referir los resultados a base húmeda. En ambos métodos (secado y 

liofilízación), el fundamento de conservación se basa en una disminución de la actividad 

acuosa en el residuo. de tal manera que se evita ta descomposición de la muestra por 

actividad qufmica o microbiana. 24
•
26 
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Secado 

2.3 Kg de la muestra se sometieron a secado por un periodo de 24 horas a 55ºC :t 3 en 

una estufa de corriente de aire (Lab-Line Imperial 111, Radian! Heat Oven Modelo 293 A). 

Terminado el tiempo de secado, la muestra fue colocada en bolsas de plástico y a su vez 

introducidas en un bote de plástico y se almacenaron en un lugar sin luz. 

Liofilización 

1.15 Kg de la muestra, se dividieron en lotes de aproximadamente 70 - 100 g. Cada lote 

se sometió a congelamiento rápido con nitrógeno liquido, posteriormente se sometió a un 

proceso de liofilización (Liofilizadora Labconco Freeze Dryer Modelo 4.5) por un periodo 

de 8 horas, a una temperatura no mayor a -SOºC y una presión de 10 micrómetros de 

mercurio. Al terminar la liofilización, la muestra fue colocada en bolsas de plástico y a su 

vez introducidas en un bote de plástico y se almacenaron en un lugar sin luz. 

Operaciones de reducción de tamaño de la muestra (molienda) 

La muestra seca empleada para las determinaciones del análisis proximal fue molida en 

un molino Tomas Wiley Laboratory Hill Mod. 4, pasadas a través de una malla de 1mm de 

diámetro. 

Las muestras secas y liofilizadas empleadas para las demás determinaciones fueron 

molidas en un molino Weber-Bros & White mod. 553853 y pasadas a través de una malla 

0.5mm de diámetro. 
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2. Conservación de la muestra 
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3. Diagrama general 
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4. Descripción de la metodologla 

ANÁLISIS PROXIMAL 

a Determinación de humedad analitica 

Fundamento 

Es un método que involucra la determinación de la pérdida de peso debida a la 

evaporación de agua en el punto de ebullición o temperaturas cercanas a él. La 

proporción de agua perdida aumenta al elevar la temperatura: por lo tanto, es importante 

comparar sólo los resultados obtenidos usando las mismas condiciones de secado, más 

aún, si es factible que ocurra alguna descomposición. A su vez, la pérdida en peso 

depende de diversos factores como son: el tamaño de la particula y el peso de la muestra, 

el tipo de cápsula de porcelana y las variaciones de temperatura entre una y otra charola 

del horno. 

Material 

3 charolas de aluminio 

Balanza analltica (Sartorius Analytic) 

Estufa de vaclo (Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620) 

Desecador de vidrio 

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC -14.004- 1989) 37 

Las charolas de aluminio se colocaron en la estufa de vacfo hasta que éstas alcanzaron 

peso constante (aproximadamente 24 horas). el cual fue registrado. Posteriormente se 

62 



Metodoloala 

pesaron aproximadamente 2 gramos del residuo. el cual habla permanecido en 

congelación, cabe mencionar que la muestra no sufrió ningún tratamiento previo. Las 

charolas con el residuo se introdujeron en una estufa de vacío la cual mantuvo las 

siguientes condiciones: Presión no menor a 15 mm de Hg y temperatura de 60-SSºC y 

durante aproximadamente 96 horas. 

Durante el tiempo en que las charolas con el residuo permanecieron en la estufa de 

vacío, se realizaron pesadas periódicas de las mismas; sacándolas de la estufa y 

colocando inmediatamente en un desecador donde permanecian aproximadamente 1 O 

minutos; y después cada charola con el residuo fue pesado en una balanza analitica. 

Esta actividad se realizó hasta ql.le se alcanzó el peso constante el cual también fue 

registrado. 

La determinación se hizo por triplicado 

Cálculos 

Muestra seca = peso charolas+ residuo seco - peso charola 

Contenido de humedad = muestra húmeda - muestra seca 

% de humedad =(contenido de humedad /muestra h,,,,,_) x 100 
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o Determinación de cenizas 

Fundamento 

La determinación de cenizas se basa en la destrucción de la materia orgánica contenida 

en una matriz alimentaria, considerándose a las cenizas como el residuo inorgánico que 

queda después de incinerar dicha materia orgánica en una mufla.26 

Material 

3 crisoles de porcelana 

Desecador de vidrio 

Mechero bunsen 

Campana de extracción 

Balanza analitica (Sartorius Analytic) 

Mufla (Heraew Hanau) 

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC -7.009- 1989) 37 

Los tres crisoles se colocaron en la mufla a una temperatura de SOOºC, hasta alcanzar 

peso constante el cual se registró. 

En cada crisol a peso constante se colocaron aproximadamente 2 gramos de residuo 

secado, el cual fue previamente molido. 

El crisol con el residuo se colocó en la flama de un mechero con el fin de carbonizar el 

residuo hasta que se observó un mfnimo desprendimiento de humo. Posteriormente los 
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crisoles se introdujeron en la mufla, la cual mantenfa una temperatura entre 500ºC y 

550ºC. 

Después de aproximadamente 2 horas los crisoles fueron colocados en un desecador por 

aproximadamente 15 minutos y fueron pesados en la balanza analltica. Posteriormente se 

realizaron pesadas periódicas de los crisoles hasta que éstos alcanzaron peso constante. 

los cuales también se registraron. 

La determinación se hizo por triplicado. 

Cálculos 

Cantidad de cenizas = peso crisol+ contzas - peso crisol 

0/o de cenizas= (cantidad de cenizas J peso muestra) x 100 

o Determinación de grasa 

Fundamento 

Los constituyentes grasos de las materias orgánicas son diversas sustancias lipfdicas. El 

contenido de grasa es aquel que puede ser extraído por los disolventes menos polares 

como Jo son el éter de petróleo y éter etllico. La determinación se basa en la extracción 

con una fracción ligera de petróleo o con éter etilico del material seco y molido en un 

aparato de extracción continua en el que las gotas condensadas del disolvente caen 

sobre la muestra contenida en un recipiente poroso o dedal, alrededor del cual pasan los 

vapores calientes del dísolvente.26 



Material y reactivos 

Aparato de extracción Goldfish (Labconco Mod 35001-00CV) 

3 vasos de borde esmerilado (Labconco 35051) 

3 porta dedales de vidrio 

3 anillos metálicos para extracción Goldfish 

3 tubos recuperadores de disolvente 

3 cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm 

Estufa de vacío (Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620) 

Balanza analítica (Satorius Analytic) 

Bomba de recirculación (Little Grant pump Mod. 1) 

Éter de petróleo 

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 7.063 - 1989) 37 

Metodoloala 

Se colocaron los vasos esmerilados en la estufa de vaclo hasta que éstos alcanzaron 

peso constante el cual fue registrado. 

En los cartuchos de celulosa se colocaron aproximadamente 5 g del residuo seco y 

previamente molido. posteriormente los cartuchos se taparon con algodón 

introduciéndose a los porta dedales de vidrio y se colocaron en el compartimiento de 

extracción de Goldfish. 

En los vasos esmerilados se colocaron aproximadamente 50 mL de éter de petróleo y 

fueron colocados con ayuda del anillo metálico en el aparato de extracción, el cual a su 

vez se conectó con una bomba de recirculación de agua helada. 
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Finalmente se subió la parrilla de calentamiento del equipo y se trabajo con el control de 

calentamiento en la posición LOW durante un periodo de 2 horas y media. Al término de 

éste tiempo se bajaron las parrillas de calentamiento y se sacaron los porta dedales. 

sustituyéndose por el tubo recuperador de disolvente y se volvió a colocar nuevamente el 

vaso para iniciar de nuevo el calentamiento, cuando los vasos se encontraron libres de 

disolvente, fueron retirados del equipo y colocados durante unos minutos en una campana 

de extracción, para asegurar la completa remoción del disolvente. Los vasos fueron 

colocados en la estufa de vacfo hasta alcanzar peso constante, el cual se registró. 

La determinación fue hecha por triplicado 

Cálculos 

Cantidad de grasa= pesOvaso+grasa-peSOvaso 

º/o grasa= (Peso grasa/ PesOmuestra) X 100 

o Determinación de Fibra cruda 

Fundamento 

La fibra cruda es el residuo orgánico insoluble y comestible que queda después de tratar 

la muestra desengrasada en las condiciones descritas a continuación; hidrólisis ácida con 

ácido sulfúrico, seguido de una hidrólisis alcalina, lavado con alcohol con una posterior 

incineración del material insoluble, de tal modo que por diferencia es posible obtener el 

contenido de hidratos de carbono no degradables. Este tratamiento emplrico proporciona 

la fibra cruda, que consiste principalmente en celulosa y cierta proporción de Ugnina y 

hemicelulosa contenidas en la muestra original.26 
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Material y reactivos 

3 vasos de Berzelius de 600 mL (Kimax) 

Estufa de vacfo (Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620) 

Balanza analitica (Satorius analytic) 

Mufla (Heraew Hanau) 

Mechero bunsen 

Aparato de digestión (Labconco) 

3 crisoles de porcelana 

3 matraces de vidrio Kitasato (Kimax) 

Silicato de aluminio 

Embudo buchner tipo california 

Solución de H 2SO. al 1.25% (m/v) 

Solución de NaOH al 1.25% (m/v) 

Solución antiespumante 

Alcohol etllico 

Procedimiento (Técnica descrita por Ja AOAC - 7.074 - 1989) 37 

Metodoloa/a 

La muestra desengrasada obtenida a partir de la determinación de grasa. se pasó 

cuantitativamente a los vasos de Berzelius que contenían aproximadamente 0.5 g de 

silicato de aluminio. 

A continuación se Je adicionaron 200 mL de H 2SO. al 1.25% (m/v), en ebullición , asl 

como unas gotas de antiespumante y perlas de vidrio para controlar la ebullición. 
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Los vasos se colocaron inmediatamente en el aparato de digestión. el cual estaba 

previamente calentado, y se dejó digerir por un tiempo de 30 minutos exactos. Al término 

de éste tiempo se vació el contenido sobre un embudo tipo california y se filtró con ayuda 

de vacío. lavando el residuo con agua (destilada) caliente hasta que se eliminó el ácido. 

Nuevamente el residuo fue transferido cuantitativamente al vaso Berzelius, y se 

adicionaron unas gotas de antiespumante y 200 mL de NaOH al 1.25º/o (m/v) hirviendo y 

se mantuvieron en el aparato de digestión por un tiempo de 30 minutos exactos. 

Transcurrida éste tiempo. se vació nuevamente al embudo buchner tipo california y se 

filtró, lavando el residuo con agua caliente hasta que se logró Ja eliminación del álcali y 

finalmente se agregaron 25 mL de alcohol etilico. 

El residuo se trasladó a un crisol de porcelana el cual previamente fue puesto a peso 

constante registrando éste valor. Se colocó en la estufa de vacio para su secada hasta 

que alcanzó peso constante. (se registró el peso del crisol más residuo digerido) 

A continuación se carbonizó el residuo con un mechero y se introdujo en la mufla, los 

crisoles fueron pesadas en diferentes periodos de tiempo hasta que éstos alcanzaron 

peso constante registrando el valor obtenido. 

La determinación se hizo por triplicado. 

Cálculos 

o/o de fibra = ((Pesocrtaol con .--lduo ctespuk de aecac1o- PesOcrtsol • canlm) I pea0rnu..tral X 100 
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e Detennlnaclón de Protelna cruda 

Fundamento 

Para la determinación de protelna, es comúnmente empleado el método Kjeldahl, que en 

realidad determina el nitrógeno total contenido en una matriz alimenticia. Este método se 

basa en la combustión en húmedo de la muestra por calentamiento con ácido sulfúrico 

concentrado en presencia de catalizadores metálicos y de otro tipo para reducir el 

nitrógeno orgánico de la muestra hasta nitrógeno inorgánico en forma de amoniaco, el 

cual queda en solución en forma de sulfato de amonio. El digerido, una vez alcalinizado, 

se destila directamente o por arrastre con vapor para desprender el amoniaco, el cual es 

atrapado en una solución de ácido bórico y posteriormente titulado.26 

El contenido de proteina es 6.25 veces el contenido de nitrógeno, pues, por lo general, las 

proteínas tienen 16°.k de nitrógeno. 

Las reacciones antes descritas se muestran a continuación: 

Materia orgánica + H 2S04 

NH .. Hso .. + 2NaOH 

- C02 + HzO + (NH .. )zHS04 + 502 -
3NH3 + H 3B02 -

(NH.)BO, + 3HCI -

Material y reactivos 

Digestor (Tecator 20 - 40) 

Na.So .. + NH, + HzO 

(NH.)BO, 

3NH.c1 + H,eo, 

Equipo de microdestilación (Kjeltec Auto analyzer Tecator Mod 1030) 

4 tubos de digestión de 75 mL (Tecator) 

70 



Metodoloola 

Mezcla digestiva (3 g de cuso.·5H20, 50 mL de H 3 PO. y 430 mL de H 2SO. 

concentrado) 

Peróxido de hidrógeno al 30% 

Sulfato de potasio (reactivo analitico) 

Solución de NaOH al 40% 

Solución de ácido bórico con Indicadores (se pesaron 5 g de ácido bórico, 35 mL 

rojo de metilo y 1 O mL de verde de bromocresol y se llevó a un volumen final de 

1L) 

Solución de HCI 0.01 N valorada 

Procedimiento 

El contenido de protelna se determinó con el método 2.055 de AOAC 198937 con las 

siguientes modificaciones: 1) se colocaron aproximadamente 70 mg del residuo secado y 

molido y se agregaron 0.5 g de K2so. y 3 mL de mezcla digestiva en los tubos de 

digestión y se colocaron en el digestor; 2) después de 15 minutos en el digestor a 340º C. 

se sacaron los tubos y se mantuvieron a temperatura ambiente 5-10 minutos. Se 

adicionaron 1.5 mL de H 20 2 al 30% y se colocaron de nuevamente en el digestor a 370° C 

hasta que se logró transparencia en la mezcla y 3) se realizó la destilación recibiendo en 

ácido bórico con indicadores, valorando con HCI 0.01 N normalizado. El objetivo de 

modificar la mezcla digestiva y utilizar peróxido de hidrógeno fue lograr la completa 

oxidación de la materia orgánica y reducir la pérdida de nitrógeno por formación de 

aminas o nitrógeno libre. favoreciendo la formación de sulfato de amonio. Se realizó el 

mismo tratamiento con caselna (88.88% de proteína) para corregir el valor obtenido. Se 

utilizó como blanco dextrosa. Esta determinación se realizó con n = 4. 

n = repeticiones realizadas en la determinación. 
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Cálculos 

Donde: 

% de nitrógeno= [(M -Y) x N x meq x 100) I m 

º/o de Proteina = ºlo nitrógeno x F 

M : mL titulación de la muestra 

Y: mL tttulación del blanco 

N: Normalidad de la solución de HCI 

meq: miliequivalentes de nitrógeno (0.014) 

m : peso de la muestra en gramos 

Metodoloa/a 

F: factor de conversión de protelna que en el caso del residuo se empleó el valor de 6.25 
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DETERMINACIÓN DE HIDRATOS DE CARBONO (reductores 

directos y totales) 

Fundamento 

El método se basa en la extracción de la matriz alimentaria con etanol a reflujo. en donde 

los vapores condensados arrastran los hidratos de carbono solubles, lo cuales después 

pueden ser cuantificados por algún método calorimétrico; en éste caso fue empleado el 

método DNS (ácido dinitro salicilico), el cual a su vez se basa en el aprovechamiento de 

las propiedades reductoras de los hidratos de carbono, donde los grupos nitro del ONS 

son reducidos a grupos amino por los hidratos de carbono reductores, apreciándose un 

cambio de coloración que va del amarillo al naranja, dicha coloración permite construir 

una curva patrón en donde se aprecia una respuesta proporcional al color producido en 

función de la concentración. 

Finalmente, para la determinación de hidratos de carbono como reductores totales es 

necesario llevar a cabo un proceso de hidrólisis ácida el cual nos permite (por la suma de 

hidratos de carbono reductores e hidratos de carbono obtenidos después de la hidrólisis) 

conocer el contenido de hidratos de carbono totales que existen en la matriz. Dicha 

hidrólisis libera hidratos de carbono que están unidos por enlaces glucosidicos 

exponiendo grupos carbonilo.s; los cuales presentan ya propiedades reductoras para 

poder ser cuantificados. 26 
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Procedimiento para la extracción de hidratos de carbono 

(Técnica descrita por la AOAC - 925.05 - 1990) 38 

Material y reactivos para la extracción de hidratos de carbono 

3 matraz de bola de 250 mL (Kimax) 

3 matraz aforado de 100 mL 

Parrilla eléctrica con calentamiento y agitación 

Refrigerante 

Mangueras 

Papel filtro Whatman # 40 

Bomba de recirculación de agua (Little Grant pump Mod. 1) 

Rotavapor (Büchi Mod. RE 111) 

Baño para rotavapor (Büchi Mod. 461 water bath) 

Solución de etanol al 80% (v/v) 

Procedimiento 

En los matraces de bola se colocaron aproximadamente 2 g del residuo liofilizado y 

desengrasado y molido. 

Se adicionaron 100 mL de la solución de etanol al 80% (v/v), se colocó el refrigerante y se 

sometió a reflujo por un periodo de 2 horas y media. Al término de éste tiempo el extracto 

se dejó enfriar y se filtró a través de papel Whatman. 

Se eliminó el residuo y el extracto etanóllco se colocó en un rotavapor a una temperatura 

de 70ºC hasta la eliminación del etanol sin llevar el residuo a sequedad. El extracto sin 
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etanol se aforó a 100 mL a partir del cual se realizó fa cuantificación de hidratos de 

carbono como reductores directos y totales por el método ONS. 

Se realizaron tres extractos de la muestra. 

e Procedimiento para la cuantificación hidratos de carbono 

(reductores directos) por el método DNS. 26 

Material y reactivos 

Tubos de ensayo 

Gradilla para tubos 

Espectrofotómetro {Sequoia -Tumer mod. 340) 

Balanza analitica {Sartorius Analytic) 

Celdas de vidrio para el espectrofotómetro de 1 cm de paso de luz 

Baño de agua hirviendo 

Solución de NaOH al 1.4% {1.4 g de NaOH se aforó a 100 mL con agua destilada) 

Reactivo DNS {0.75 g de 3,5-ácido dinitro salicllico en 20 mL de NaOH 1.4 % y se 

agregaron 50 mL de agua destilada con 10 g de tartrato doble de sodio y potasio, 

finalmente se aforó a 100 mL con agua destilada) 

Solución estándar de glucosa 2 mglmL {0.2 g de glucosa anhidra se aforaron a 100 

mL con agua destilada ) este estándar debe utilizarse el mismo dfa de la preparación o 

bien adicionar 1 mL de tolueno y almacenar en refrigeración para su conservación. 

Procedimiento 

Se tomó 1 mL del extracto preparado del residuo de vid y se colocaron en un tubo de 

ensaye, se adicionó 1 mL de la solución DNS y se colocaron en un ballo de agua 

hirviendo por 5 minutos exactos. 
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Pasado éste tiempo se sacan los tubos y se dejan enfriar para finalmente diluir con 1 O mL 

de agua destilada. 

Asl mismo se corrió un blanco en donde se sustituyó 1 mL del extracto por 1 mL de agua 

destilada. 

Finalmente se ajustó con éste blanco el espectrofotómetro y se midió la absorbancia de la 

muestra a una longitud de onda de 540 nm. 

Al mismo tiempo que se trabajó con la muestra, se realizó una curva de calibración (ver 

anexo figura 5) la cual permitió cuantificar posteriormente el contenido de reductores 

directos en el residuo; se adicionaron O, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mL de la solución estándar 

de glucosa 2 mg/mL y se completó hasta un volumen final de 1 mL con agua destilada 

cada tubo y se prosiguió de Ja misma manera en que se trató la muestra. 

Finalmente se construyó una curva patrón de absorbancia en función de la concentración. 

El resultado obtenido fue considerado como la cantidad de reductores directos obtenidos 

en el extracto. 

De cada extracto se desarrolló color por triplicado. 
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e Procedimiento para la determinación de hidratos de carbono 

totales (después de la hidrólisis). (Técnica descrita por la AOAC -

923.09- 1990) 38 

Material y reactivos 

3 matraces Erlen Meyer de 250 mL 

3 matraces aforados de 100 mL 

HCI concentrado (densidad 1.18 a 20ºC y pureza 37.3%) 

Hidróxido de sodio 1 N 

Solución de azúcar invertido al 1% (m/v) (se pesaron 9.5 g de sacarosa pura y se 

adicionaron 5 mL de HCI concentrado con 100 mL de agua destilada. se almacenó 

por 3 días a temperatura ambiente (20-25ºC), al término de éste tiempo se diluyó 

con agua destilada hasta 1 L) 

Solución estándar de azúcar invertido 2 mg/mL (se neutralizó una alícuota de la 

solución de azúcar invertido al 1 º/ó con NaOH 1 N y se diluyó hasta alcanzar la 

concentración deseada en el estándar de azúcar invertido. la cual fue de 2 

mg/mL) 

Procedimiento 

Se tomó una alícuota de 50 mL del extracto del residuo de vid y se agregaron 5 mL HCI 

concentrado, se almacenó durante 3 días a temperatura ambiente. (20-25ºC) 

Cuando la hidrólisis se completó, se neutralizó el extracto hidrolizado con NaOH 1 N y se 

llevó a un volumen final de 100 mL a partir del cual se determinaron hidratos de carbono 

de la misma manera en que se describió en el procedimiento para determinar reductores 
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directos por el método de DNS. Sin embargo para la curva patrón aunque se preparó de 

la misma manera se utilizó el estándar de azúcar invertido (2 mg/mL} antes descrito. (Ver 

anexo figura 6) 

Los extractos se hicieron por triplicado, de cada extracto a su vez se hizo un triplicado para la 

determinación calorimétrica as( como para el tratamiento de hidrólisis. 

Cálculos 

Reductores directos 

El valor de absorbancia obtenido, se convirtió a concentración con ayuda de la curva 

patrón realizada, se multiplicó por el factor de dilución y se dividió por la cantidad de 

muestra empleada. 

Reductores después de la hidrólisis 

Se obtuvo el valor de hidratos de carbono de la misma manera que se hizo con reductores 

directos y se siguió la siguiente ecuación. 

0/o reductorescte.~ de 1a hldróll•I• 

= (reductoresdespué9 de la hldró11s1a-reductores• antes de la hldróllale) x 0.95 

a. se obtuvieron con una curva patrón de azúcar Invertido (ver anexo figura 7) 

Reductores totales 

Reductores totales = reductorasd1rectoe + reductoresc19apute de 1a hldr6H•I• 
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DETERMINACIÓN DE MINERALES Y METALES PESADOS (Método 

PIXE) 

Fundamento 39 

El método PIXE (emisión de rayos X inducida por particulas), se basa en la ionización de 

las capas internas de un átomo blanco por la incidencia de un ión positivo y la 

subsecuente desexcitación del átomo por el decaimiento de un electrón desde la capa 

superior para cubrir la vacante, con la emisión de un fotón de rayos X para eliminar el 

exceso de energfa en el átomo. La energia del fotón emitido es caracteristica del 

elemento en cuestión, por lo cual es posible, mediante la medición de dicha energia, la 

identificación del elemento. La fonna de producir los iones se logra a través de un 

acelerador conocido como Peletrón, el cual produce átomos de gran energia y funciona 

con un proceso de doble aceleración de los iones. 

Material y equipo 

Pastilladora manual 

Acelerador Peletrón del Instituto de Fisica, UNAM. 

Haz de protones para emisión de Rayos X 

Detector de germanio de alta pureza ( (LEGe) marca Canberra) 

Detector de silicio (marca Amptek) 

Amplificadores (Canberra Mod. 2026) 

Analizador multicanal (Oxford-Tennelec PCA3-Plus) 

Multiplexor (Oxford-Tennelec) 

Material de referencia certificado de sedimento lacustre (SL-1 Organismo 

Internacional de Energia Atómica) 

E.STA. TESIS NO SP:.""'.: -r:: 
¿-,,~ LA .. BlBLiO~;·~·. ·' 
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Procedimiento 

Preparación de la muestra 

Se prepararon 4 pastillas de aproximadamente 1 g del residuo liofilizado y molido, 

cuidando que se tuviera una buena compactación para evitar la ruptura de las pastillas. 

Análisis mediante la técnica de Emisión de rayos X inducida por 

partículas PIXE 

Las cuatro pastillas fueron analizadas mediante la técnica de PIXE bajo las siguientes 

condiciones: 

Se utilizó el sistema de haz a la atmósfera del acelerador Peletrón, 40 el cual tenia una 

ventana de aluminio de 8 µm de espesor. 

Los rayos X emitidos por las muestras por la irradiación con un haz de protones (con una 

energía de 3.3 MeV al salir del acelerador y 3 MeV al alcanzar la muestra), fueron 

captados con un detector de germanio de alta pureza y un detector de silicio marca 

Amptek. 

Las sei'iales electrónicas producidas por ambos detectores fueron procesadas con 

amplificadores Canberra y los espectros resultantes se colectaron en un analizador 

Multicanal junto con un Multiplexor . El diámetro del haz de protones fue de 2 mm sobre 

el blanco. El ángulo de incidencia del haz fue de Oº con la normal al blanco, y el ángulo 

de detección fue de 47º con respecto a la mima normal. 

El material de referencia SL-1 se usó para determinar la eficiencia el detector. 
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El análisis de PIXE ofreció información sobre los elementos más pesados que Na. 

presentes en las muestras. 

Los espectros de rayos X obtenidos con PIXE se analizaron con los programas OXAS 41 y 

PIXEINT. 42 
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IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE FACTORES TÓXICOS Y 

ANTINUTRICIONALES 

a Determinación del contenido de taninos 43 

Fundamento 

Se basa en la extracción de taninos con dimetilformamida, seguida de una centrifugación 

y adición de citrato férrico amónico a una alícuota obtenida a partir del sobrenadante 

obtenido de la centrifugación, de éste modo se da lugar a la formación de un complejo 

colorido del cual puede obtenerse espetrofotométricamente la absorbancia de dicha 

alicuota a una longitud de onda 525 nm. A su vez se emplea una curva de calibración 

utilizando un estándar de ácido tánico y de éste modo conocer el contenido de 

equivalentes de ácido tánico existentes en la alícuota del extracto. 

Material y reactivos 

Parrilla con agitación magnética de 4 platos (Thermolyne Mod. SP -13025) 

Centrifuga (DINAC) 

Tubos de centrifuga con capacidad de 50 mL 

Magnetos 

Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer) 

Espectrofot6metro (Sequioa-Tumer Mod. 340) 

Pipetas con capacidad de 1, 5, 20 mL 

Pipetas graduadas con capacidad de 5 y 10 mL 

Tubos de ensaye (140 x 14 mm) 

Matraces aforados de 25 mL 
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Solución patrón de ácido tánico de 2 g/L (Merck 773) (se pesaron 0.05 g de ácido 

tánico para ser llevados a un volumen final de 25 mL) 

Solución de amonia 8 g/L. como NH3 ( se tomaron 1.54 mL de hidróxido de amonio 

con densidad de 0.896 a 20ºC y 29 º/o de pureza llevándose a un volumen final de 

50mL) 

Solución de dimetilformamida 75% (v/v) ( se tomaron 375 mL de dimetilformamida y 

se llevaron a un volumen final de 500 mL con agua) 

Solución de citrato férrico de amonio 3.5 g/L (se tomaron 0.35 g de citrato férrico 

amoniacal y se llevaron a un volumen final de 100 mL con agua) ésta solución se 

preparó 24 horas antes de la determinación. 

Procedimiento 

Extracción 

Se colocó aproximadamente 1 g del residuo liofilizado y molido dentro de un tubo de 

centrífuga y se añadieron 25 mL de solución de dimetilformamida al 75°/o. Posteriormente 

se sometió el tubo a agitación durante 60 minutos en una parrilla, transcurrido éste tiempo 

se centrifugo el tubo por 10 minutos con una aceleración de 3000g. 

Preparación del blanco 

Se tomó una alicuota de 1 mL del sobrenadante obtenido después de la centrifugación y 

se introdujo en un tubo de ensaye al cual se le agregaron 6 mL de agua desionizada y 

1mL de solución de amonla (8 g/L) y se agitó durante unos segundos en un vórtex. 

Preparación de la muestra para el desarrollo de color 

Se tomó una alicuota de 1 mL del sobrenadante obtenido después de la centrifugación y 

se introdujo en un tubo de ensaye al cual se le agregaron 5 mL de agua desionizada y 
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1 mL de solución de citrato férrico amoniacal (3.Sg/L) finalmente se agregó 1 mL de 

amonio y se agitó durante unos segundos en un vórtex 

El blanco y la muestra se transfirieron después de 10 minutos a una celda de vidrio y se 

midió la absorbancia a 525 nm en el espectrofotómetro. 

Se realizaron 3 extractos y de cada uno se hicieron 3 determinaciones espectrofotométricas 

Preparación de la curva patrón de ácido tánico 

En 6 matraces aforados de 25 mL se colocaron respectivamente: o. 1, 2. 3, 4 y 5 mL de la 

solución estándar de ácido tánico (2 g/L) y se aforó cada uno de los matraces con 

solución de dimetilformamida al 75°/o. 

De cada matraz aforado se tomó 1mL de la solución y se adicionaron SmL de agua 

desionizada, 1 mL de citrato férrico amoniacal, se agitaron durante unos segundos, 

después se agregó 1 mL de la solución de amonia y se volvió a agitar por unos segundos 

más. 

El contenido de cada tubo se transfirió respectivamente a una celda de vidrio 10 minutos 

después de su preparación, y se midió la absorbancia a 525 nm en el espectrofotómetro. 

Finalmente se construyó una curva patrón de la absorbancia en función de la 

concentración (mgécldo btn1colml) con los datos registrados. (Ver anexo figura 8) 

De cada matraz se tomaron 3 alfcuotas con el fin de tener un triplicado de cada punto de la curva 

patrón. 
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Cálculos 

El valor de absorbancia se convirtió a concentración con la curva patrón realizada 

0/o ac. tánico = [[(mOac.ünlco/volumenancuota) X volumenatoro] 19muestra1X100 

o Determinación de lnhibldores de tripsina « 

Fundamento 

Se basa en observar la inhibición producida por un extracto acuoso de la muestra sobre 

una solución estándar de tripsina. 

El extracto se pone en contacto con una solución estandarizada de tripsina y después de 

cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente, por medio de un sustrato 

sintético (BAPNA), el cual producirá coloración al ser hidrolizado por la enzima, la cual se 

lee en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 410 nm. donde la coloración es 

inversamente proporcional al contenido de inhibidores de la muestra. 

La actividad de inhibidores de tripsina se expresa en términos de unidades de tripsina 

inhibida (U.T.I), donde una unidad de tripsina se define arbitrariamente como un 

incremento de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm. 
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La reacción antes mencionada es la siguiente: 

tripsina 

Metodoloala 

N-a-Benzoil-D-L-arginina-p-nitroanilida ___ __. N-a benzoil-0-L-arginina + p-nitroanilinacaman11a> 

pH 8.2/37ºC 

Material y reactivos 

Potenciometro (Coming Mod. 1 O) 

Parrilla con agitación magnética (Thermoline Mod. SP-13025) 

Baño de agua a 37ºC (Grant Mod. 67530) 

Espectrofotómetro (Sequoia-Tumer Mod. 340) 

Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer) 

Tubos de ensayo 

Solución de NaOH 0.01 N 

Solución de ácido acético al 30 % 

Solución amortiguadora TRIS pH 8.2 y 0.05M (3.025 g de hidroximetil-amino-metano 

y 1.47 g de CaCl2 2H2 0 se disolvieron en 450 mL de agua destilada, se ajustó el pH 

a 8.2 y se aforó a un volumen de 500mL) 

Solución BAPNA (100 mg de N-a-benzoil-0-L-arginina-p-nitroanilida-HCI se 

disolvieron en 2.5 mL de dimetil-sulfóxido y se diluyen a 250 mL con amortiguador 

TRIS el cual se calentó previamente a 37ºC) esta solución se preparó el mismo dfa de la 

determinación. 

Solución estándar de tripsina 20 µg/mL (se pesaron 4 mg exactos de tripsina bovina 

-SIGMA T-8253) y se disolvieron en 200 mL de HCI 0.001 N) 
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Procedimiento 

Preparación del extracto 

Se pesó aproximadamente 1 g del residuo liofilizado y molido en un vaso de precipitados 

y se adicionaron 45 mL de NaOH 0.01 N. posteriormente se ajustó el pH a 9.6 : 0.2 y se 

aforó con NaOH 0.01 N a 50 mL. se introdujo un magneto en el vaso y se colocó en 

agitación por un periodo de 2 horas y media a 300 r.p.m. 

Transcurrido el tiempo se quitó el magneto del vaso y se dejó reposar el extracto por 30 

minutos y posteriormente por decantación se obtuvo el extracto eliminándose el residuo 

insoluble. 

Determinación de la actividad del extracto 

Se introdujeron dentro de un tubo de ensaye O, 0.6, 1, 1.4 y 1.8 mL del extracto obtenido y 

se ajustó cada tubo a un volumen final de 2 mL con agua destilada. Los tubos se 

introdujeron en el baño de agua a 37ºC y se adicionaron 2 mL de solución estándar de 

tripsina a 37ºC y se mantuvieron asi por 10 minutos exactos. Después se adicionaron 

SmL de BAPNA a 37ºC a cada tubo, se mantuvieron asl por 10 minutos exactos a 37ºC, 

finalmente se detuvo la reacción con adición de 1 mL de ácido acético al 30% y se 

homogeneizó. 

En el caso del blanco después de agregar la solución estándar de tripsina, se le adicionó 

inmediatamente 2 mL de ácido acético para detener la reacción. 
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Los tubos de reacción después de un tiempo de reposo de 15 minutos se filtraron a través 

de papel filtro Whatman # 1 ya que presentaban ligero enturbiamiento. 

De cada tubo se realizó la lectura de transmitancia en el especrofotómetro (ajustado a 

100º/o de transmitancia con el tubo que contenia O mL del extracto) a una longitud de onda 

410 nm. 

La técnica fue ensayada previamente con un extracto de soya. 

Se realizaron 3 extractos de inhibidores de tripsina. 

Cálculos 

El valor de transmitancia fue convertido a un valor de absorbancia la cual se multiplicó por 

100. para convertir a unidades de tripsina inhibidas (UTI); se restó a cada valor obtenido 

el valor de la referencia que es el tubo al cual no se le agregó extracto. Después se dividió 

cada valor entre la cantidad de extracto empleada de tal modo que se tienen UTl/mL. A 

continuación se relacionó el volumen de extracto con UTl/mL con un modelo de regresión 

lineal. 

UTJ/mgmuestra= ordenada al origenregreslón lineal x (volumenextractolmgmuestr.) 

Nota: La ecuación anterior es utilizada siempre y cuando los inhibidores de tripsina determinados 

muestren una cinética de inhibldores tipo Kunitz; esto es cuando el coeficiente de correlación de la 

ecuación de la recta sea -0.9, de no de ser asl se obtiene el promedio de un cuadruplicado y se 

reporta el valor. 

e Detennlnaclón de hemaglutlnlnas (prueba semlcuantltatlva) 45 

Fundamento 

La dete=ión de hemaglutininas o lectinas se basa en la observación de la aglutinación de 

glóbulos rojos provocada por un extracto de lectinas proveniente de una muestra. La 
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técnica incluye diluciones seriadas del extracto. en la cual se determina el punto final por 

una estimación visual de ta aglutinación de los glóbulos rojos los cuales son lavados y 

activados con una solución de proteasa (pronasa), lo cual aumenta la sensibilidad de la 

aglutinación. 

Material y reactivos 

Parrilla con agitación magnética (Thermoline Mod. SP-13025) 

Espectrofotómetro (Sequoia-Tumer Mod. 340) 

Centrifuga para tubos (DYNAC) 

Tubos graduados de 15 mL para centrifuga 

Incubadora a 37ºC (Blue-M) 

Adaptador para celdas de 10 x 75 mm (acondicionado a una abertura de 1 cm2
) 

Kit de Microtitulación (Microtiter Kit cook Eng-Alexander Virginia USA) 

Placas tipo .. V" para microtitulación 

Dispositivo con espejo para la lectura de las placas de microtitulación. 

Papel Whatman de filtración rápida 

Matraces aforados de 20mL 

Solución de pronasa 0.2°/o en solución salina 

Solución salina al 1 % (m/v) 

Solución salina al o.g% (m/v) 

Solución anticuagulante (heparina) 

Sangre de hámster (aproximadamente 50 gotas) 
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Procedimiento 

Preparación del extracto 

Se pesó 1 g del residuo liofilizado, desengrasado y molido y 1 g del residuo secado y 

desengrasado, para posteriormente suspenderse, cada uno en 1 O mL de solución salina 

al 1%. 

La suspensión se sometió a agitación mecánica durante 2 horas a 300 r.p.m. a 

temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo de agitación, el extracto se centrifugó durante 15 minutos con el fin 

de eliminar el residuo insoluble. El sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de vidrio 

sobre un matraz aforado. llevando el extracto a un volumen final de 10 mL con solución 

salina al 1 o/o. 

Se realizaron 3 extractos de cada residuo y 1 extracto de frijol negro jamapa que se utilizó como 

control positivo. 

Preparación del paquete de eritrocitos 

Lavado de eritrocitos 

Se obtuvieron aproximadamente 50 gotas de sangre de hámster, las cuales fueron 

colocadas en un matraz de 25 mL que contenía heparina, posteriormente - diluyó la 

sangre con solución salina al 0.9% en una relación 1:5 v/v (sangre:solución salina). la 

sangre fue distribuida en 4 tubos graduados para centrifuga y se sometieron a 

centrifugación a 1500 r.p.m. durante 10 minutos, al término de éste tiempo se separó el 

sobrenadante y se volvieron a diluir los eritrocitos con la misma relación antes 

mencionada para volver a ser centrifugados bajo las mismas condiciones. 
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Esta operación se repitió 3 veces. 

Finalmente el paquete de eritrocitos se diluyó a una concentración de 4% de eritrocitos, 

para lo cual se agregaron por cada 1 mL de eritrocitos 24 mL de solución salina al 0.9°k 

Sensiblllzación de eritrocitos 

A la solución al 4% de eritrocitos, se agregó por cada 1 O mL de solución, 1 mL de solución 

de pranasa al 0.2% en solución salina. fueron colocados en una incubadora durante 1 

hora a 37ºC y al término de éste tiempo Ja solución de eritrocitos se distribuyó 

nuevamente en tubos graduados para centrifuga y se centrifugaron a 1500 r.p.m. durante 

1 O minutos con el fin de eliminar Ja pronasa. Finalmente se sometieron los eritrocitos a 3 

lavados con solución salina al 0.9ºAt de la misma manera mencionada en el lavado de la 

sangre. 

Después del último lavado el paquete de eritrocitos fue llevado a una suspensión al 4% 

con solución salina al 0.9%, para lo cual se consideró que por cada 1 mL de eritrocitos se 

agregaron 24 mL de solución salina. 

Ajuste de la suspensión de eritrocitos 

Se tomaron 0.1 mL de la suspensión de eritrocitos y se agregaron 4.9 mL de solución 

salina en una celda de vidrio, midiéndose inmediatamente el valor de transmitancia en el 

espectrofotómetro a 620 nm utilizando un adaptador de celdas que permHiera el paso de 

1cm2 de luz. (el espectrofotómetro fue ajustado a 100% de transmHancia utilizando como 

blanco solución salina al 0.9%). La lectura apreciada fue de 24.3% de transmitancia, 
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considerándose adecuada para la determinación. (El valor de ºk de transmitancia debió 

estar en el rango de 24 - 29% T) 

Microtitulación 

En las placas tipo .. V" se colocaron. en cada pozo de cada hilera 50 µL de solución salina 

al 0.9% con un pipetero de gota (es necesario evitar tocar las paredes de los pozos). 

Posteriormente se llenó el microdilutor con SOµL del extracto y se procedió a realizar 24 

diluciones sucesivas en forma de culebra (ocupando 2 hileras), después se llenó el 

microdilutor con 50 µL del extracto de referencia y se realizaron 12 diluciones sucesivas. 

(ocupando 1 hilera) 

Finalmente en cada pozo se colocaron 50 µL de la suspensión de eritrocitos sensibilizada 

y ajustada. Las placas se rotaron en forma circular y se introdujeron a la incubadora a 

37"C por 1 hora. 

Lectura de las placas 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación • se colocó la placa en el dispositivo de 

lectura y se reportó la máxima dilución que presentó aglutinación. 

o Detennlnaclón de ollgosacArldos (raflnosa y estaquloaa) 25 

Fundamento 

La cuantificación de rafinosa y estaquiosa se basa en la extracción con etanol de la 

rafinosa y estaquiosa de una matriz alimentaria y su posterior cuantificación por 
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cromatografía de líquidos de alta eficiencia utilizando una columna aminada, mezclas de 

acetonitrilo-agua como fase móvil y un detector de indice de refracción. 

Material y reactivos 

Parrilla de agitación magnética con control de temperatura 

Magnetos para agitación 

Centrifuga (DYNAC) 

Rotavapor (Büchi Mod. RE 111) 

Baño para rotavapor (Büchi 461 water bath) 

Equipo HPLC (Perkin Elmer chromatography Mod. 250 - bomba (Perkin Elmer 250 

bomb), sistema de inyección (Rheodine 7125 NS injection valve) , detector (Series 

200 refraction index detector) y sistema de integración (Perkin Elmer 1020 

integration system) - ) 

Columna aminada de silica para HPLC (Altech Econosphere 150 x 4.6 mm, 5µm de 

tamaño de partícula) 

Matraces de bola de 250 mL 

Papel filtro Whatman # 5 

Matraces aforados de 10 mL 

Acrodiscos de 0.2 y 0.4 µm (Waters) 

Cartuchos Sep-pack C18 (Waters) 

Jeringa de vidrio con capacidad de 100µL 

Solución de etanol al 50% (v/v) 

Agua grado HPLC (Agua desionizada, filtrada por filtro millpore 0.2 y degasificada 

por 20 minutos) 
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Solución estándar de rafinosa y estaquiosa 0.02M (se pesaron 0.067 g de 

estaquisoa y 0.0504 g de rafinosa y se llevaron a un volumen final de 5 mL con 

agua grado HPLC) 

Fase móvil 75:25 acetonitrilo:agua (Se colocaron 750 mL de acetonitrilo grado HPLC 

en una probeta de 1L y se agregó agua grado HPLC en la misma probeta hasta 

alcanzar el volumen final de la misma) 

Procedimiento 

Preparación del extracto 

Se pesaron 3 g del residuo molido, liofilizado y desengrasado, se colocaron en un vaso 

con un magneto y se agregaron 30 mL de solución de etanol al 50%. La suspensión se 

sometió a agitación constante 300 r.p.m. por 1 hora a 55-60ºC. 

Al término de éste tiempo el extracto fue centrifugado por 30 minutos y posteriormente se 

filtró el sobrenadante a través de papel Whatman # 5, lavando cuantitativamente. 

El extracto filtrado se introdujo al rotavapor a una temperatura de 65ºC con el fin de 

eliminar el etanol presente y posteriormente se llevó a un volumen final de 10 mL con 

agua destilada. 

2 mL del extracto obtenido fueron pasados a través de un cartucho Sep-Pack C18 

(previamente activada pasando 3 mL de metano! seguido de 3 mL de agua deslonizada) 

con el fin de eliminar interferencias no polares. 
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Antes de la inyección, el extracto fue filtrado a través de un acrodisco de 0.4 µm de 

tamai\o poro y después por un acrodisco de 0.2 µm de tamai\o de poro. 

Se realizaron tres extractos 

Acondicionamiento del equipo 

Se encendió la bomba del HPLC junto con el detector 1 hora antes de realizar las 

inyecciones, y se dejó pasar la fase móvil (acetonitrilo: agua 75:25) hasta que se apreció 

estabilidad del detector por más de 1 O minutos. Cambiando el ftujo de la fase móvil cada 

1 O minutos desde 0.1 mL/min hasta llegar a 1.5 mL/min 

Condiciones de trabajo del equipo HPLC 

Flujo de la fase móvil: 1.5 mL/min 

Tiempo de corrida: 8 minutos 

Temperatura: ambiente 20-25ºC 

Cuantificación del pico: Por altura 

Ancho de pico: 5.5 - 13 s 

Presión : 2000 psi 

• Cuantificación de raflnosa y estaqulosa 

Se inyectaron 20 µL del extracto, con un tiempo de corrida de 8 minutos, durante el cual 

fueron cuantificables, la rafinosa y estaquiosa presentes en el residuo. 
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A su vez se prepararon soluciones con concentraciones de 0.009, 0.01, 0.015 y 0.020M 

de rafinosa y estaqulosa con el fin de construir una curva patrón en donde se relacionó la 

altura de cada pico en función de fa concentración molar de rafinosa y de estaquiosa. para 

la cuantificación posterior de estos compuestos en el residuo. De cada concentración se 

inyectaron 20 µL por triplicado. (Ver anexo figura g y figura 1 O) 

Los picos se identificaron por el tiempo de retención; los cuales fueron de 3.5 min. para la 

rafinosa y 5.2 min para la estaquiosa. (Ver anexo figura 13) 

Cada extracto fue inyectado 3 veces. 

e Detennlnación de ácido fítlco 46•
47 

Fundamento 

Este método emplea una columna de intercambio iónico, con el fin de purificar los 

extractos del ácido fltico, eliminando las fracciones menores de fosfatos de inositol, 

permitiendo una cuantificación real del ácido fitico. A su vez. la determinación 

calorimétrica se basa en la medida de la disminución de la absorbancia del complejo 

FeCl3-ácido sulfosalicllico (Reactivo de Wade) debido al enlace del Fe(lll) con el ácido 

fitico. 

Material y reactivos 

Parrilla con agitación magnética (Thermoline Mod. SP-13025) 

Espectrofotómetro (Sequoia-Turner Mod. 340) 

Centrifuga para tubos (DYNAC) 
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Vórtex (Lab-Line mod. 1290 super mixer) 

Tubos para centrifuga 

Jeringas de 3 mL {plastipak) 

Gradilla metálica para las jeringas 

Probetas de 20 mL 

Vasos de precipitados de 100 mL 

Tubos de ensaye 10 x 160 mm 

Solución de NaOH 1 N 

Solución de NaCI O. 1 N 

Solución de NaCI 0.7 N 

Solución de HCI 0.65N 

Agua desionizada 

Resina de intercambio iónico Dowex AG1 X 8 (200-400 mesh, Bio Rad no. de 

catálogo 140-141) 

Solución estándar de ácido tilico (1000 µg ácido fllico/ mL), (se pesaron 

exactamente 0.080 g de fitato de sodio con pureza del 94o/o y humedad de 8.3% y 

se aforaron con agua desionizada hasta un volumen de 50 mL) 

Reactivo de Wade ( se pesaron 0.03 g de FeCl3 6H20 (sigma F-2877) y 0.3 g de 

ácido sulfosalicllico (sigma S-0640) y se disolvieron en agua desionizada hasta un 

volumen de 100 mL. el reactivo fue preparado en el momento en que se hizo la 

determinación espectrofotométrica) 
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Procedimiento 

Preparación de la muestra 

g del residuo liofilizado y desengrasado. se colocó dentro de un vaso de precipitado. 

posteriormente se le adicionaron 20 mL de HCI 0.65 N. esto con el fin de disociar al fitato 

de complejos con minerales y proteín~s. Esta solución se sometió a agitación vigorosa 

por un tiempo de 2 horas a temperatura ambiente y el extracto obtenido se transfirió 

cuantitativamente a un tubo para centrifuga. éste se sometió a centrifugación 

(aproximadamente 12000 r.p.m) a temperatura ambiente por 10 minutos, y se colectó el 

sobrenadante. 

Preparación de la columna de Intercambio lónlco 

Se pesó aproximadamente 1 g de resina de intercambio iónico y se hidrató con 1.2 mL de 

agua desionizada. 

A parte a una jeringa Plastipak se le colocó un tapón de fibra de vidrio en el fondo. 

Posteriormente se virtió la resina hidratada sobre la jeringa (columna). es importante 

hacer notar que la resina debió quedar asentada uniformemente sobre la columna. Una 

vez que la resina se empacó bien en la columna, se hicieron pasar 15 mL de NaCI 0.7N y 

posterionnente se lavó con 60 mL de agua desionlzada. (se dejó agua suficiente, 

aproximadamente 5 cm de altura por encima de la resina empacada, para que ésta no se 

secara) y asr quedó lista hasta que se llevó a cabo la detenninaci6n. 
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Purificación por columna de intercambio iónico 

Se tomó una alícuota de 3 mL de los extractos recolectados y se diluyeron a 25 mL con 

agua desionizada. Esta alícuota fue ajustada a pH 6 con NaOH 1 N. Posteriormente se 

tomaron 10 mL de la alícuota diluida y se transfirió cuantitativamente a la columna 

preparada como se mencionó anteriormente. La columna fue lavada con 15 mL de NaCI 

0.1 N con el fin de eliminar el fosfato inorgánico y fracciones menores de inositol y se 

desechó el agua de lavado. Finalmente se eluyó al fitato con 15 mL de NaCI 0.7 N, 

colectándose el extracto purificado. 

Preparación de la curva patrón 

A partir del estándar de ácido fitico. se prepararon soluciones que fueron desde 5 hasta 

50 µg/ mL, esto se logró colocando 0.125, 0.250, 0.500, 0.750, 1.000 y 1.250 mL del 

estándar concentrado. en respectivos matraces aforados de 25 mL. cada matraz con la 

respectiva cantidad de estándar se aforó con agua destilada. De cada uno se tomaron 3 

mL y se realizó la determinación espectrofotométrica como se indica posteriormente, a 

partir de la cual fue posible la construcción de una curva de calibración que relacionaba la 

concentración de ácido fitico y la absorbancia obtenida para la posterior cuantificación del 

ácido fltico en el residuo de vid. (Ver anexo figura 11) 

Determinación espectrofotométrica 

Se tomaron 3 mL de agua desionizada la cual fue usada como blanco, 3 mL de los 

estándares (soluciones de f"rtato de sodio con contenido de 5 a 50 µg/mL ) y 3 mL del 

extracto purificado del residuo previamente ajustados a pH 3. 
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Estas cantidades de agua, estándares y extracto fueron colocadas en respectivos tubos 

de ensaye y se le agregó a cada tubo 1 mL del reactivo de Wade y se sometió a agitación 

en un vórtex por 5 segundos leyendo inmediatamente fa absorbancia a 500 nm en el 

espectrofotómetro. 

Cálculos 

El valor de absorbancia fue convertido a concentración con la siguiente fórmula 

Absblanco-Absmuestra = Absreal 

Con el resultado obtenido se convirtió a concentración con la curva patrón realizada para 

obtener la cantidad de ácido fltico en g/mL 

La cantidad de muestra se trata como sigue: 

9muestr.JmL = (UmuttStra/Volªextracto )(dilución empleadab)(Factorc) 

a: Volumen de HCI para la extracciOn 20 mL 

b: dilución empleada 3mU25mL 

e: Factor 10mU15mL. se refiere a la allcuota que se coloca en la columna de intercambio i6nico y 

el volumen al que se lleva con la solución de NaCI 0.7N que lo eluye. 

Este último valor obtenido se considera el 1 OOºA., ast que se relaciona el valor de 

concentración de ácido fitico obtenido a partir de la absorbancia y se obtiene el porcentaje 

de ácido fltico en la muestra. 

e Detennlnaclón de glucósidos clanoaénlcos 48 

Fundamento 

El ácido cianhldrico en cantidades traza, está ampliamente distribuido en el reino vegetal 

y se presenta principalmente en forma de glucósidos cianogénicos; sin embargo 
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concentraciones relativamente altas de estos tóxicos son encontradas en algunas 

gramlneas, leguminosas, raíces feculentas y almendras de frutas. 

Este método aprovecha la reacción sensible y especifica de Guignard, la cual es 

ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la detección tanto de glucósidos 

cianogénicos como del propio HCN. 

Para poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se hace uso de 

una hidrólisis enzimática (por medio de ¡3-glucosidasa) del correspondiente glucósido 

cianogénico; y para poder cuantificar en forma precisa el HCN liberado, es conveniente 

trabajar algunos pasos a temperaturas bajas. Con este método es posible detectar 

cantidades del orden de 5 µg de HCN, equivalentes a 46 mg de glucósidos cianogénicos 

referidos como linamarina. 

Material y reactivos 

Incubadora (Blue -M) 

Congelador comercial 

Espectrofotómetro (Sequoia-Tumer Mod. 340) 

Bailo de agua con agitación (Lab-Line/Oubnoff incu-Shaker Mod. 357) 

Tubos de cultivo con tapón de rosca (PIREX) 

Papel con picrato de sodio alcalinizado (se cortaron tiras Iguales de papel filtro 

Whatman no. 2, y se empaparon con una solución de picrato de sodio alcalinizada, 

éstas se dejaron escurrir y se colocaron en una estufa a secar a una temperatura 

de 55-60ºC por 30 minutos) 
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Solución de ¡3-glucosidasa (1 mglml) con activador (se pesaron 0.25 g de 13-

glucosldasa y se disolvieron con buffer de fosfatos pH 7 agitando suavemente. ya 

disuelta la enzima se adicionaron 1.7 g de nitrato de sodio el cual actuó como 

activador de la enzima. todo lo anterior se llevó a un volumen de 250 mL con el 

buffer de fosfatos pH 7) 

Solución de KCN equivalente a 100 µgHCNlmL 

HCI 0.5 N 

Buffer de fosfatos pH 7 

Solución de picrato de sodio alcalinizada (se disolvieron 2.5 g de ácido plcrico 

seguidos de 12.5 g de carbonato de sodio en agua destilada, y se llevó a un 

volumen de 500 ml) 

Fécula de maíz comercial (maizena) 

Procedimiento 

Elaboración da la curva patrón 

Se utilizó una solución estándar de HCN (1µglml), y con el fin de simular la interacción 

muestra-HCN se introdujo fécula de mafz como matriz alimentaria. 

Se adicionaron O, 0.05, 0.10, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6 mL de la solución estándar en los 

tubos con tapón de rosca, a cada tubo se adicionaron previamente 500 mg da fécula da 

malz y 5 mL de buffer pH 7, se homogeneizó esta solución y se colocó en cada tubo una 

tira de papel indicador (previamente humedecida con algunas gotas de agua) en la boca 

del tubo y se cerraron los tubos herméticamente con un tapón de rosca. 
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Los tubos se mantuvieron a 40ºC por un tiempo de 4 horas en un baño con agitación, al 

término de éste tiempo se adicionó a cada tubo 1mL de HCI 0.5N en frío. 

La liberación de HCN se realizó sacando de cada tubo el papel e introduciéndolo en un 

tubo de ensayo, posteriormente se agregaron 20 mL de agua destilada y se sometió cada 

tubo a agitación por un espacio de 2 minutos. al término de éste tiempo se filtró Ja 

solución y se mide absorbancia. 

Se tomó la lectura en el espectrofotómetro a una longitud de anda de 520 nm. 

Esta curva patrón se presentó un rango de 5 a 60 µg de HCN. (Ver anexo figura 12) 

Preparación de la muestra 

Se pesaron en tres tubos 200 mg, 300 mg y 500 mg del residuo liofilizado 

respectivamente. A cada tuba se le adicionaron 5 mL de solución de p-glucosidasa fria , 

se homogeneizó esta solución en un vórtex con la muestra y se colocó la tira de papel 

indicador (humedecida previamente con algunas gotas de agua) en la boca del tuba y se 

cerró herméticamente con un tapón de rosca. 

Los tubos se colocaron en el baño de agua a una temperatura de 40ºC por 4 horas, con la 

agitación ajustada a 3.5. Al término de éste tiempo los tubos se sacaron del baño y se 

colocaron en el congelador por espacio de 30 minutos. 

Transcurrido éste tiempo se sacaron los tubos y se les adicionó 1 mL de HCI (frío). los 

tubos se volvieron a cerrar y se homogeneizó cuidando la solución no tocara el papel 
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indicador, se colocaron los tubos en una incubadora a una temperatura de 60ºC y al 

término de éste tiempo se tomó la lectura cualitativa de los tubos, considerándose una 

mfnima coloración rojiza como prueba positiva. 
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DETERMINACIONES EMPLEADAS PARA LA EVALUACIÓN 

NUTRICIONAL DEL RESIDUO DE VID. 

a Determinación de dlgestlbllldad in vitro para monogástrlcos 38 

Fundamento 

La digestibilidad in vitro se basa en la simulación del proceso de digestión, involucrando 

condiciones de pH, temperatura y la presencia de enzimas tales como la tripsina. a.

quimotripsina, peptidasa y proteasa. sobre una matriz alimentaria de tal modo que al 

interactuar ésta junto con las condiciones y enzimas antes mencionadas. se produce la 

liberación de aminoácidos que a su vez produce un cambio de pH de tal modo que 

mediante una ecuación para éste método es posible conocer el % de digestibilidad de una 

proteína. 

Material y reactivos 

Vasos viales de vidrio enchaquetados con entrada y salida para recirculación de 

agua. 

Juego de mangueras para la unión de los vasos viales a la recirculación de agua 

Potenciometro (Coming Mod. 1 O) 

Bailo de agua a 37ºC con dispositivo para recirculación de agua (Grant Mod. 67530) 

Bailes de agua a 55ºC con dispositivo para recirculaclón de agua (lnstrument 

Company Mod. 12002) 

Magnetos para agitación 

2 parrillas para agitación 
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Solución A (se disolvieron 227040 BAEE unidades de tripsina tipo IX (0.0136g) , 

1860 BAEE unidades de a-qulmotripsina tipo 11 (0.0365 g) y 0.520 unidades de L

Leucina p-naftilamida unidades de peptidasa (0.0051 g) y se llevaron a un 

volumen final de 1 O ml) 

Solución B (se disolvieron 65 unidades de caseína de proteasa bacteria! (0.0118 g) y 

se llevaron a un volumen final de 10 mL) 

Material de referencia (Caseinato de sodio liofilizado ) 

Procedimiento 

Se pesaron 600 mg del residuo liofilizado y 76.12 mg de caseinato de sodio liofilizado, la 

cantidad de muestra era equivalente a 10 mg de nitrógeno. 

El residuo se colocó en el vaso vial y se agregaron 1 O mL de agua destilada. 

Posteriormente se activó la agitación asf como la recirculación de agua del bai\o a 37ºC y 

se mantuvo así durante 1 hora. 

Al término de este tiempo se ajustó el pH a un valor de 8.00::!:_0.03 con NaOH 0.01 M. Una 

vez ajustado el pH se agregó 1 mL de la solución A y se dejó actuar a ésta durante 10 

minutos exactos con agitación y a una temperatura de 37ºC. 

Al término de éste tiempo se agregó 1 mL de la solución B al mismo tiempo que se 

cambió la recirculaclón de agua a 37ºC por el ballo a 55ºC, ésta solución, junto con la 

muestra se mantuvieron en agitación y a 55ºC por un tiempo de 9 minutos exactos 

(tiempo total: 19 min.). 
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Posteriormente se volvió a cambiar la recirculación de agua por el baño a 37ºC y se 

mantuvo asf. sin detener la agitación. por 1 minuto. De tal modo que al minuto 20 (exacto) 

se determinó el pH. 

Este mismo procedimiento se empleó para el material de referencia. (caseinato de sodio 

liofilizado) 

La determinación se hizo por triplicado. tanto para el residuo como para el material de referencia. 

Nota: Para llevar a cabo esta prueba es Indispensable probar los reactivos preparados con el 

material de referencia (caseinato de sodio liofilizado) donde deberá obtenerse un valor de pH de 

6.42;!:0.05. 

Cálculos 

El porcentaje de digestibilidad está dado por la siguiente ecuación: 

%digestibilidad = 234.84 - 22.56 (x) 

Donde x. corresponde a la lectura de pH tomada al minuto 20. 

o Determinación de la digestibilidad in vitro para rumiantes 28 

Fundamento 

Se basa en la simulación de la digestión de los rumiantes: al poner en contacto una 

muestra con líquido ruminal. desarrollar una digestión bacteriana y posteriormente con 

pepsina en medio ácido, que permite una digestión enzimática. 
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Finalmente hay una posterior determinación gravimétrica de Jos constituyentes no 

digeridos de las paredes celulares para obtener finalmente la digestibilidad de la materia 

en estudio considerándose el peso final de los mismos. 

Material y reactivos 

Baño de agua con agitación (Lab-Line/Dubnoff incu-Shaker Mod. 357) 

Matraces Erlen Meyer de 25 mL 

Tapones de hule acondicionados con una aguja hipodérmica simulando una válvula 

de Bunsen 

Papel filtro Whatman # 4 (filtración rápida) 

Solución amortiguadora de McDougall ((Solución 1: se pesaron 3.7 g Na2HPO., 9.Bg 

NaHC03 y se llevaron a un volumen final de 1 L con agua desionizada a 40ºC) 

(Solución 2: se pesaron 4.7 g NaCI, 5.7 g KCI, 0.4 CaCI, y 0.6 g MgCI y se 

llevaron a un volumen final de 100 mL) • la solución amortiguadora se preparó 

adicionando 10 mL de la solución 2 a 1 L de la solución 1, y se agitó durante 15 

minutos, esta solución se preparó el mismo dla en que inicia la determinación)] 

Solución de HCI 6 N 

Solución de MgCl2 al 4% (m/v) 

Solución de HCI 3 N 

Solución de pepsina ácida (pepsina con actividad 1:10 000) (se pesaron 0.2 g de 

pepsina y se disolvieron en 1 mL de HCI 6N. Ésta relación es por matraz) 

Liquido ruminal (obtenido en Cruz Blanca no. 486 San Miguel Topilejo, Facultad de 

Veterinaria y Zootecnia UNAM) . Este fue extraldo por medio de una sonda 

gástrica introducida en la boca de un vacuno. 
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Procedimiento 

Preparación de la solución amortiguadora-liquido ruminal 

El liquido ruminal obtenido, fue transportado hasta el lugar de la determinación en un 

termo de tal modo que no hubiera importantes variaciones de temperatura. 

Posteriormente el liquido fue filtrado a través de gasas y se mantuvo a 38ºC 

conservándose asi las condiciones del rumen. 

Se ajustó la solución amortiguadora de McDougall a pH=7 y se adicionó 1 mL de MgCl2 al 

4% por cada litro de solución amortiguadora de McOougall a utilizar. Posteriormente se 

tomaron 5 mL de ésta solución y se mezclaron con 15 mL de liquido ruminal. (ésta 

relación fue por matraz) 

La solución amortiguadora-liquido ruminal se introdujo en un baño de agua a 38ºC y se le 

burbujeó C02 (proveniente de hacer reaccionar CaC03 y H,So, concentrado) por un 

tiempo de a minutos. 

Determinación de la digestibilidad 

PAS01 

Se pesaron 0.25 g residuo liofilizado y molido, y se colocaron en un matraz erten meyer, 

a cada matraz con el residuo se le adicionaron 20 mL de la solución amortiguadora-liquido 

ruminal a 38ºC, posteriormente se taparon los matraces con el tapón de hule 

acondicionado con una aguja hipodérmica para eliminar el co,, y se Introdujeron al ballo 

de agua a una temperatura de 38ºC, el ballo se cubrió de tal modo que se mantuvieran 

109 



Metodoloala 

las condiciones de oscuridad prevalentes en el rumen, se mantuvo la agitación por 48 

horas. 

PAS02 

Al término de éste tiempo se sacaron los matraces del bar'\o y se adicionaron 5 gotas de 

HCI 3 N para detener la digestión bacteriana, en seguida se adicionó, a cada matraz 1 mL 

de la solución de pepsina ácida agitando suavemente: los matraces volvieron a colocarse 

a las mismas condiciones de la digestión bacteriana, por 46 horas. 

PAS03 

Transcurrido el tiempo, se sacaron los tubos del bar'\o y se filtraron por gravedad con 

papel filtro Whatman (previamente a peso constante) de filtración rápida, el residuo se 

lavó con agua destilada y se dejó filtrar por aproximadamente 12 horas. Posteriormente el 

papel con el residuo digerido se secó en la estufa de vacfo hasta que éste alcanzó peso 

constante. 

De manera simultánea se realizó un blanco, el cual solamente contenla la solución 

amortiguadora-liquido ruminal. 

De la muestra y el blanco se realizó un triplicado para la determinación. 

Cálculos 

Muestra digerida = (Peso _,,. digerid•+ Peso ,,..,.1) - Peso _, 

'% dlg .. t1bllldad • r D!!S0m- -1 .... .......,.,.d_ -"ªºb!eose_....,,n x 100 

pttSOmuestni 
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o Detennlnaclón del perfil de ácidos grasos 29•49•
50

•
51 

Fundamento 

Los esteres meUlicos de los ácidos grasos obtenidos después de un proceso de 

saponificación, son separados y determinados en un cromatógrafo de gases. donde son 

separados como consecuencia del reparto entre una fase móvil gaseosa y una fase 

estacionaria liquida contenida en una columna. 

Material y reactivos 

Cromatógrafo de gases (Perkin Elmer Auto System Gas Chromatograph, Integrador 

PE Nelson Model 1022) 

Columna para la separación cromatográfica (Alltech Capillary Column 30x0.32 mm 

ID X 0.25 µm. A,-<™>-slLAR Serie no. 1303512H) 

Gases: Helio, Hidrógeno, Aire de alta pureza (99.997%) 

Baño a 80ºC (POLYSTAT lnstrument Company Mod. 12002) 

Tubos de vidrio con tapón de rosca de teflón (Kimax) 

Pipetas graduadas de 2 y 4 mL 

Matraces aforados de 5 mL 

Jeringa de 10 µL para inyección en el cromatógrafo (Hamilton) 

Vórtex (Lab-Line mod. 1290 super mixer) 

Pipetas pasteur 

Solución de KOH al 5% en metanol 

Solución de HCI al 10% en metanol 

Estándar de ácidos grasos SIGMA (Esteres metllicos de palmltato C16, estearato 

C18, oleato C18:1, linoleato C18:3, araquidato C20:0) 
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Mezcla de disolventes Tolueno:Hexano (80:20) (se colocaron 80 mL de tolueno en 

una probeta de 100 mL y se completó este volumen con hexano). 

Nota: todo el material de vidrio se lavó perfectamente con agua destilada y posteriormete se lavó 

primero con tolueno seguido de acetona después metano! y finalmente acetona, (en ese orden) 

antes de ser utilizado. Todos estos reactivos fueron de grado analltico. 

Procedimiento 

Esterificación de los ácidos grasos 

En un tubo con tapón de rosca, se pesaron 20 mg de aceite extrafdo a partir del residuo 

liofilizado, la extracción se llevó a cabo con éter de petróleo en un equipo de extracción 

Goldfish (Labconco Mod 35001-00CV). 

Al tubo con muestra se adicionaron 2 mL de KOH al 5°/o en metanol y se colocaron en un 

baño a 80ºC por 1 hora. 

Al término de éste tiempo el tubo se dejó enfriar y se agregaron 2 mL de HCI al 10% en 

metano! y 100 µL de BF3 y se volvió a introducir en el baño a 80ºC por 1 hora. 

Posteriormente se dejó enfriar y se agregaron 4 mL de agua y 2 mL de mezcla 

Tolueno:Hexano (80:20), se agitó en un vórtex por espacio de 1 minuto y se separó la 

fase orgánica, a ésta se vuelven a agregar nuevamente 4 mL de agua y 2 mL de mezcla 

tolueno:Hexano (80:20) y se separa la fase orgénica. 
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Finalmente dicha fase se llevó a un volumen final de 5 mL, de ésta solución se tomó 1µL 

y se inyectó en el cromat6grafo de gases. 

Inyección de la muestra 

Se encendió el cromat6grafo de gases junto con el integrador. posteriormente se abrió la 

válvula principal del gas acarreador (helio) y gases de combustión (hidrógeno y aire) y se 

ajustó la presión de salida de estos a las siguientes condiciones: 

80 psi para el Helio 

30 psi para el hidrógeno 

40 psi para el aire seco 

Se utilizó un programa de temperatura que dio las condiciones ffsicas adecuadas para la 

obtención del análisis de composición de los ácidos grasos, estas condiciones fueron las 

siguientes: 

Temperatura inicial del homo:SOºC 

Temperatura inicial del detector: 300ºC 

Temperatura inicial del inyector: 250ºC 

Presión de gas (flujo): 10 psi 

Finalmente se inyectó 1 µL de la muestra previamente esteriftcada y se llevó a cabo el 

análisis. 
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El estándar de ácidos grasos se utilizó con el fin de identificar los picos en los 

cromatogramas por su tiempo de retención. del estandar se inyectó 1 µL (Ver anexo 

figura 14 y figura 15) 

La esterificaciOn se llevó a cabo por triplicado, y de cada muestra esterificada se realizó una 

inyección. 

Cálculos 

Se calculó el porcentaje de cada ácido graso de acuerdo con la siguiente fórmula 

0/o del ácido graso = (Área acldo graeo I l:Area 11c1d08 graso.) X 100 

a Determinación del peñil de aminoácidos 

Fundamento 

La cuantificación de aminoácidos se ha llevado a cabo tradicionalmente utilizando resinas 

de intercambio iónico, previa hidrólisis de la protefna. Los métodos basados en HPLC 

(high performance liquid chromatography) han permitido que éstos se impongan dada su 

mayor rapidez y sensibilidad 52• Debido a la polarida-:t de los aminoácidos y a la ausencia 

de un cromóforo en la mayorfa de ellos. la formación de un derivado antes del análisis por 

HPLC en fase reversa es necesaria 53. Se ha reportado que los derivados formados con 

6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil-carbamato son estables y permiten incrementar la 

precisión del análisis rutinario de aminoácidos por derivatizaclón pre columna, dada la 

menor manipulación de la muestra durante la preparación de los derivados de los 

aminoácidos liberados después de haber hidrolizado la protefna. 53·54·" La cuantificación 

de aminoácidos en alimentos sigue a una etapa de hidrólisis, en la cuantificación por 
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intercambio lónico, el alimento se hidroliza a 145ºC durante 4 horas, sin que se reporten 

mermas significativas en los rendimientos de los aminoácidos. La hidrólisis ácida en fase 

de vapor (HCI 6 N, 0.1 ºlo de fenal), es una adaptación que ha permitido incrementar el 

rendimiento del proceso de hidrólisis, pues las pérdidas por oxidación de aminoácidos se 

reducen gracias a la combinación de nitrógeno y vacto durante la preparación de las 

muestras a hidrolizar, el contacto de HCI gaseoso con la muestra y un control eficiente de 

temperatura y tiempo de hidrólisis (145ºC por 4 horas) 52
•
56

. Entonces al combinar la 

derivatización con 6-aminoquinolil-N-hidrosuccinimidil-carbamato, la cuantificación por 

HPLC y la hidrólisis de material proteínico con HCI 6 N, 0.1 % de fenol, en fase de vapor, a 

145ºC por cuatro horas, es posible llevar a cabo la cuantificación de aminoácidos con 

buena selectividad y precisión. 

Material y reactivos 

Hidrólisis 

Estación de trabajo Pico Tag (Waters) 

Viales de reacción de la estación de trabajo Pico Tag 

Bomba de alto vacío RVS (Edwars) 

Refrigerante tipo dedo frío 

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm (Corning) 

Marcador de tinta permanente Esterbrook de Berol 

Micro pipeta (y puntas) con capacidad de 200-1000µL (Finnpipette) 

Vortex (Lab-Llne mod. 1290 super mixer) 

Agua destilada y desionizada (agua purificada de 18 Mohm de resistividad o agua 

destilada y desionizada pasada por un filtro de 0.22µm) 

Hielo seco 
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Metanol (Q.P) 

Nitrógeno de alta pureza (99.997%) (lnfra) 

HCI 6 N, 0.1 % de fenal 

Preparación de la muestra 

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50-200 µL (Finnpipette) 

Pipeta Pasteur (3) 

Vórtex (Lab-line instruments. Mod. 1290) 

Matraz aforado de 1 mL (3)° 

Jeringas de 1 O mL (9) 

Acrodisco de nylon, 0.22 µm de tamailo de poro y 13 mm de diámetro (Gelman) 

Tubos de ensayo de 1 O x 70 mm (Pirex) (9) 

Norleucina 5 mM-HCI 10 mM (disolución de norleucina (c.b.p. 5 mM) en HCI 0.1M 

suficiente para obtener 1 O mM al final) 

Acetonitrilo:Agua 20:80 (200 mL de acetonitrilo grado HPLC, más 800 mL de agua 

purificada) 

Acetonitrilo grado HPLC (JT-Baker) 

Agua destilada y desionizada (mismas condiciones que en hidrólisis) 

Derivatlzación 

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm (Coming) (3) 

Parrilla de calentamiento (Stirrer/Hot Plata Coming) con ballo de agua a 55º C 

Micropipeta (y puntas) con capacidad 5-50 µL, (Finnpipette) 

Micropipeta (y puntas) con capacidad 50-200 µL, (Finnpipetle) 
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Micropipeta (y puntas) con capacidad 100-1000 µL, (Finnpipette) 

Vórtex (Lab-line instruments mod. 1290) 

Parafilm 

Estándar de aminoácidos H 2.5 mM. excepto Cistina: 1.25 mM. Pierce (Ver anexo 

figura 16) 

Acetonitrilo (AccQ Fluor reagent diluent, vial 28), 6-aminoqulnolll-N-

hidroxisuccinimldil carbamato (AccQ Fluor reagent, vial 2A} y Buffer de boratos 

(AccQ Fluor Borate Buffer, reactivo 1 ), (Waters AccQ Flour Reagent kit) 

Análisis cromatográfico 

Sistema de entrega de disolventes (2), (Waters mod. 510) 

Inyector con loop de 20 µL (Rheodyne) 

Jeringa para HPLC 25 µL (Hamilton) 

Detector UV-Vis Waters 486 (Waters) 

Horno y unidad de control de temperatura modelo 111 (Waters) 

Controlador automático de gradiente modelo 680 (Waters) 

Adquisición e integración de datos Chromjet modelo 54076 (Waters) 

Sistema de filtración a vacfo (2) (Millipore ) 

Filtro de tamaño de poro 0.45 µm tipo HA (Millipore) 

Filtro de tamaño de poro 0.22 µm tipo GV (Millipore) 

Filtro pre columna en linea (Waters) 

Columna AccQ-Tag Nova Pak C, 0 , tamaño de partlcula 4 µm, de 3.9 mm x 150 mm, 

(Waters) 

AccO Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos) (Waters ) 

Acetonitrilo grado HPLC (JT Baker) 

Agua destilada y desionizada (mismas condk:iones que en hidrólisis) 
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Procedimiento 

Preparación de la estación de trabajo. 

Se preparó la estación de trabajo Pico Tag (Ver anexo figura 1 B); se depositó hielo seco 

en el recipiente del refrigerante tipo dedo trio y metanol suficiente para cubrir el hielo seco 

que se había depositado. Además se verificó que los controles de vacio y de Nitrógeno se 

encontraran cerrados. Se encendió la bomba de vacfo y después de cinco minutos se 

verificó que la lectura del manómetro de la estación de trabajo fuera de 50-70 miliTorr. 

Preparación de la muestra: secado. 

Se pesaron, por triplicado, 15 mg del residuo seco y desengrasado (el cual habla sido 

previamente molido en un molino Weber·Bros & White mod. 553653 y pasado a través de 

una malla 0.5mm.) en el interior de un tubo de 4 x 50 mm. previamente marcado con 

marcador de tinta permanente Se agregó una gota de agua (aproximadamente 50 µL) y 

se agitó durante algunos segundos en el vórtex, con la finalidad de hidratar por completo 

la muestra y distribuirla en las paredes del tubo para mejorar su exposición a los vapores 

de HCI. Los tres tubos se depositaron en el interior del vial de reacción. (Ver anexo figura 

17) 

Se colocó la tapa y se deslizó el botón rojo a la posición abierto. (los viales de reacción 

deben estar secos, para lo cual se Introdujeron en la estación de trabajo vaclos y en la 

posición abierto, tras lo cual se abrió la válvula de vaclo y se dejaron asl hasta que 

alcanzaron una presión de 50-70 miliTorr) El vial se colocó en la estación de trabajo, se 

abrió la válvula de Nitrógeno durante 10-15 segundos, la presión de salida del Nitrógeno 
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no debió exceder 0.3 kg/cm2
• después se abrió lentamente Ja válvula de vacio hasta 

alcanzar una presión de 1-2 Torr. 

Se abrió y cerró la válvula de nitrógeno para controlar la espuma y ebullición de la mezcla 

con la muestra para evitar pérdidas por proyección del material al exterior del tubo. Una 

vez que desapareció la espuma. se cierra Ja válvula de Nitrógeno y se mantuvo abierta la 

del vacio hasta secar las muestras. (cuando la presión fue de 50-70 miliTorr) Se cerró la 

válvula de vaclo y se retiró el vial de la estación de trabajo. 

Preparación de las muestras: purga con nitrógeno. 

Se agregaron 200 µL de HCI 6 N con 0.1 % de fenol en el fondo del vial de reacción, 

cuidando no introducir ácido al interior de los tubos con muestra. Para purgar el vial de 

hidrólisis. se cerró el vial y se introdujo nuevamente en la estación de trabajo Pico Tag, se 

abrió lentamente el vacio hasta alcanzar 1~2 Torr de presión. y se mantuvo abierto hasta 

que empezó la ebullición del ácido clorhldrico; se cerró el vaclo y se purgó el vial con 

nitrógeno durante 5 segundos: se cerró el nitrógeno y se repitió éste ciclo dos veces más. 

Al finalizar el tercer ciclo, se abrió el vacro del mismo modo y se mantuvo hasta que 

alcanzó una presión ligeramente menor a 1 Torr. Se cerró el vial deslizando el botón 

verde a la posición cerrado, se cerró el vacio y se sacó el vial de reacción de la estación 

de trabajo. 
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Hidrólisis en fase de vapor. 

Una vez finalizada la preparación, se introdujo el vial al horno de la estación de trabajo, 

previamente calentado a 145° C {colocando el botón oven en la posición de encendido y 

ajustando la temperatura con la perilla temp al mismo tiempo que se mantiene hacia 

arriba el botón set), durante 4 horas. 

Eliminación del exceso de HCI. 

Transcurrido el tiempo, se sacó el vial del horno, se dejó enfriar a temperatura ambiente y 

dentro de una campana de extracción, se deslizó el botón rojo a la posición abierto para 

dejar escapar el ácido y los vapores que se generaron durante el proceso; después se 

abrió el vial de reacción y se sacaron los tubos con los hidrolizados, se enjuagó el exterior 

de cada uno con agua y se depositaron en un vial de reacción seco. Después, se procedió 

a eliminar el exceso de ácido del interior de cada uno de los tubos con ayuda de vaclo; se 

tapó el vial asegurando que se encontrara en la posición abierto. se introdujo en la 

estación de trabajo picotag y .se abrió el vacío hasta que alcanzó 1-2 Torr. y se mantuvo 

abierto hasta que la lectura del manómetro de la estación de trabajo fue de 50-70 miliTorr. 

Se cerró el vial. asf como el vacio y se conservaron los hidrolizados en una atmósfera 

inerte por aproximadamente 12 horas. 

Cuantificación de aminoácidos por HPLC de fase reversa 

PASO 1. Preparación de las muestras: re-hidratación del hldrollzado 

A cada uno de los tubos con hidrolizado se agregaron 100 µL de norteucina 5 mM - HCI 

10 mM, el primero como estándar interno y el ácido clorhldrico para rehidratar y extraer 
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los aminoácidos del tubo de hidrólisis. Se agitó un minuto en vórtex y se dejó reposar un 

minuto para después agregar de 100 a 200 µL de acetonitrilo 20º/o. se agitó un minuto 

más en vórtex y se transfirió cuantitativamente a un matraz volumétrico de 1 mL con 

ayuda de una pipeta pasteur. se lavó con acetonitrilo al 20°/o y se agitó hasta que la 

solución de lavado fue incolora (volumen menor a1 mL), se transfirió cuantitativamente el 

contenido de cada paso de lavado al matraz volumétrico de 1 mL y se llevó al aforo con 

agua purificada. (Concentración final de norfeucina: 0.5 mM) 

Se filtró la muestra a través de un acrodisco de nylon de 0.2 µm de tamaño de poro, 

conectado en la punta de otra jeringa, desechándose las primeras 3-5 gotas y 

recuperando el resto. del cuál fue tomada la alícuota para derivatizar los aminoácidos. 

PASO 2. Preparación del estándar de aminoácidos 

En un tubo de ensayo de 4x50 mm, se depositaron 10 µL del estándar de aminoácidos o 

de la muestra purificada y filtrada, evitando que la punta de la pipeta tocara las paredes 

del tubo; se agregaron 70 µL del buffer de boratos, se agitó el tubo en un vórtex por 10 

segundos y finalmente se agregaron 20 µL del reactivo de derivatización AQC (3mg/5mL. 

de CH,CN) se agitó en el vórtex durante un minuto (tiempo durante el cual se llevó a cabo 

la reacción y se hidrolizó el exceso de AQC), se cubrió con parafilm la boca del tubo y se 

introdujo en el bailo de agua a 55° C durante 1 O minutos para completar la formación del 

monoderivado de tirosina. Se dejó enfriar. 

Se repitió la misma operación con un estándar deaminoácidos 0.2 mM-N-Leu 0.5mM 
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Análisis cromatográfico 

Finalmente se Inyectaron 5µL de la muestra derivatizada en el cromatógrafo de llquidos 

con un tiempo de corrida de 50 minutos. 

Gradiente de elución empleado para la determinación de aminoácidos. 

Tiempo ºlo fase ºlo fase Flujo 
!mln} A B jmUmln} 

Inicio 100 o 1 
0.5 98 2 1 
15 93 7 1 
19 90 10 1 
32 67 33 1 
35 67 33 1 
36 o 100 1 
41 o 100 1 
42 100 o 1 
43 100 o 1.2 
48 100 o 1.2 
49 100 o 1 
58 100 o 1 

Cálculos 

Se calcula el contenido de cada uno de los 17 aminoácidos comparando la relación 

Areaamino-'cidc/Areanorleucina de la muestra contra la relación Areaamln~cidofAreanorieucina del 

estándar de aminoácidos. de acuerdo a la ecuación 1. para reportar el contenido en 

9amlnoéeidc/16 g N. 

Cálculo del contenido de aminoácidos en g/16 g de N 

donde: 
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A.a= érea del aminoécido dado 
~ = área de norleucina 
mtra = en la muestra 
std = en el estandar 
Cstd = concentración del aminoécido dado en 
el esténdar 
a = aforo del hidrolizado 
P.M. =peso molecular del aminoácido dado 
mgrmn. = cantidad de muestra en mg 
%N= porcentaje de nitrógeno en la muestra 
seca y desengrasada. 
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a Determinación de trlptofano 66 

Fundamento 

Debido a la destrucción del triptofano por hidrólisis ácida, la hidrólisis enzimática se 

convierte en una alternativa viable para la determinación de éste aminoácido 

indispensable. El método consiste en la hidrólisis enzimática dada por la pepsina durante 

3 horas y posteriormente con pancreatina durante 24 horas, el hidrolizado al reaccionar 

con p-dimetilaminobenzaldehído (DMAB) y nitrito de sodio como reactivo de contraste da 

lugar a Ja formación de un compuesto calorimétrico el cual permite cuantificar 

espectrofotométricamente la cantidad de triptofano en una muestra a 590 nm de longitud 

de onda. 

Material y reactivos 

3 matraz aforado de 50 mL (Kimax) 

Pipetas con capacidad de 10, 7.5, 0.5, 2 mL. 

Tubos de ensaye (Kimax) 

Espectrofotómetro (Sequoia-Turner mod. 340) 

Celdas de vidrio para el espectrofotómetro 

Campana de extracción 

Balanza analitica (Sartorius analytic) 

Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer) 

Potenciometro (Coming Mod. 1 O) 

Buffer de fosfatos pH 8 (Solución A: Se pesaron 2.78 g de NaH2PO• H 2 0 y se 

aforaron a 100 mL. Solución B: Se pesaron 26.82 g de Na2HPO. 7H20 y se 
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aforaron a 500 mL. Se tomaron 5.3 mL de la solución A y 94.7 mL de la solución B 

y se llevaron a 200 mL con agua destilada. Se ajustó el pH a un valor de a.O) 

Solución de pepsina 0.3 % (p/v) (se pesaron 300 mg de pepsina y se aforaron a 

100 mL con solución de HCI 0.1 N) 

Solución de pancreatina 0.4 % (p/v) (se pesaron 400 mg de pancreatina y se 

aforaron a 100 mL con buffer de fosfatos 

Solución de DMAB 0.5 % (p/v) (se pesaron 0.5 g de DMAB y se disolvieron y 

posteriormente aforaron hasta 100 mL con HCI concentrado. 

Solución de nitrito de sodio 0.2 º/o (p/v) (se pesaron 200 mg de nitrito de sodio y se 

aforaron a 100 mL con agua) 

Solución estándar de triptofano (0.05 mg/mL) (se pesaron 5 mg exactos de 

triptofano y se aforaron a 100 mL con agua destilada} 

Procedimiento 

Preparación del hidrólizado 

Se pesó 1 g del residuo seco y molido y se colocó en un matraz aforado de 50 mL, 

posteriormente se agregaron 10 mL de la solución de pepsina. se mantuvo a temperatura 

ambiente durante 3 horas con agitación ocasional. Al ténnino de éste tiempo se añadieron 

10 mL de la solución de pancreatina y se incubó por un periodo de 24 horas con agitación 

esporádica. 

El hidrolizado se aforó a 50 mL con agua destilada y se filtró. Del filtrado se tomó una 

allcuota de 2 mL y se colocó dentro de un tubo de ensayo, a éste se le agregaron 7.5 mL 

de DMAB y se agitó dejando en reposo durante 15 minutos en la oscuridad, después de 
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éste tiempo se agregaron 0.5 mL de nitrito de sodio y se dejó en reposo por 15 minutos 

más. Posteriormente se tomó lectura de la absorbancia a 590 nm. 

Al mismo tiempo se realizó un blanco de la muestra en el cual se toman 2 mL del extracto 

pero se sustituyó la cantidad de OMAB por 7.5 mL de HCI concentrado. 

Nota: Se realizaron 3 hidrolizados y de cada uno se hizo un blanco y se tomaron 2 allcuotas de 2 

mL para desarrollar color. 

Preparación de la curva patrón 

Se tomaron O, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2 mL de la solución estándar de triptofano y se 

depositaron en tubos de ensayo. cada tubo se llevó a un volumen final de 2 mL con agua 

destilada y se adicionaron 7.5 mL de DMAB se agitaron y se dejaron en la oscuridad por 

15 minutos. posteriormente se agregaron 0.5 mL de nitrito de sodio. se agitaron y se 

dejaron en reposo por 15 minutos más, al término de éste tiempo se tomó la lectura de 

absorbancia a 590 nm. Finalmente se construyó una curva patrón que relacionara los mg 

de triptofano con la absorbancia. (Ver anexo figura 19) 

Nota: Cada punto de la curva se hizo por duplicado 

Cálculos 

Al valor de absorbancia de la muestra se le restó el valor de absorbancia del blanco. y 

posteriormente se convirtió a g de triptofano con la curva patrón realizada • 

• g trp/16gN = (9trp/2mLhldn>I._ X 100 mL.foro) (11Qm.-1n1) (11g,..-.,. enel .-lduo) X 100 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1. Composición proximal 

En la tabla 7 se presentan el análisis proximal en base seca y base húmeda realizado al 

residuo de vid destinado a la elaboración de vinos y licores. 

Tabla 7. Análisis proximal del residuo de uvaª 

Componente 

humedad 

Cenizas 

Protefna 

Grasa 

Fibra 

hidratos de carbonob 

Base seca 

5.20;!:0.05 

10.39 :!: 0.18 

8.11 ;!:0.08 

38.13 :!: 0.17 

38.17 

Base húmeda 

45.01;!:0.65 

2.86;!:0.03 

5.72;!:0.10 

4.46;!:0.04 

20.97 :!: 0.091 

20.99 

a. Resultados expresados en g/1 OOg de muestra ±. desviación estándar. determinaciones 

realizadas mfnimo por triplicado (n=3) y en todos los casos se obtuvo un º/o coeficiente de 

variación menor a 5%. 

b. Se calcularon por diferencia. 

De acuerdo con los resultados expresados en la tabla 7. la composición proximal de los 

residuos de la vid destinada a la elaboración de vinos y licores indica que el contenido de 

protelna es mayor al que se ha reportado en el malz, cebada y paja ( 8%, 9% y 9% 

respectivamente en base seca), pero es menor al del sorgo (17% en base seca), siendo 

éstos de los principales productos destinados a alimentación animal en México.111 Esta 

proporción es relevante, pues ,.n la elaboración de dietas para animales la cantidad asl 

127 



Resultados y Discusión 

como la calidad de protelnas son la base del disef\o en las formulaciones para 

alimentación de animales. El porcentaje de protelna obtenido en la muestra es menor a 

los valores recomendados para animales (10%-18º..4.)18
·2º. principalmente si se trata de 

cerdos y pollos, en el caso de rumiantes, el contenido de protefna del residuo so 

encuentra dentro del límite recomendado, sin embargo, si se maneja como complemento. 

podría aumentarse el contenido de proteína combinándolo de otro alimento destinado a 

alimentación animal. 

El contenido de grasa, como extracto etéreo. en la muestra analizada es alto. 

considerando los contenidos reportados en malz y cebada22 (5% y 2% respectivamente), 

aún cuando estos porcentajes corresponden al producto entero y no a la fórmula para 

alimentación animal. 

El relativamente alto contenido de grasa se asocia, principalmente. a la semilla de la vid, 

presente en el residuo y es de relevancia. debido al aporte energético que la grasa 

proporciona. (9 Kcal/g) Debido a que el contenido de grasa es mayor que en otros 

alimentos empleados en alimentación animal, se decidió analizar el perfil de ácidos grasos 

el cual se analizará más adelante. (Ver tabla 14) 

El contenido de cenizas es elevado en relación con la composición de la uva, lo que 

aumenta la probabilidad de encontrar minerales de importancia en alimentación animal 

(calcio y fósforo) y ayudar a cubrir las necesidades de los mismos, sin embargo, tambl6n 

existe la posibilidad de encontrar metales pesados que pudieran ser tóxicos por consumo 

del residuo. Más adelante se muestran los resultados de metales pesados. (ver tabla 9) 
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El contenido de fibra cruda encontrado. es mayor al que se reporta en la mayorfa de los 

productos destinados a alimentación animal (27~-'o-30o/o en base seca} excepto cuando se 

emplea paja en su elaboración (39 - 52°/o en base seca) 19
• ésta proporción representa una 

ventaja si se decidiera destinar el residuo a la preparación de alimentos para rumiantes, 

ya que éstos son capaces de utilizar la fibra para la obtención de energía, en el caso de 

animales monogástricos. sería una limitante pues podrfa llegar a provocar una baja 

asimilación de nutrimentos. siendo el componente que podrfa limitar más la utilización del 

residuo, ya que el tipo de fibra influye considerablemente en el aprovechamiento 

adecuado de la misma, sobre todo si la lignificación del producto es elevada. 1º·17 Se sabe 

que dicha lignificación aumenta a medida que un fruto va madurando, la vid se corta en un 

grado de maduración ligeramente avanzado 2
•
57

, por lo que. se cree, la lignificación 

también aumenta, Jo que repercute sin duda en la calidad de fibra del residuo. Este 

problema podrfa disminuir al utilizar este residuo como complemento, es decir mezclado 

con otros alimentos y no como alimento único. 

Respecto al contenido de hidratos de carbono. se considera elevado y de relevancia para 

la obtención inmediata de energía; sin embargo, fue necesario determinar el tipo de 

hidratos de carbono presentes, ya que existfa la probabilidad de encontrar elevadas 

concentraciones de estaquiosa y rafinosa (ver tabla 12), los cuales se encuentran de 

manera natural en la uva y que podrfan inteñerir en la digestión de un preparado para 

alimentación animal elaborado a partir de éste residuo siempre que el contenido de éstos 

dos fuera elevado. sin embargo, la presencia de éstos fue menor que el lfmite de 

cuantificación (0.009M) del método empleado para su cuantificación (HPLC) 25, por lo que 

se consideran que no podrán interferir en la digestión y asimilación del residuo. 
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El análisis presentado anteriormente se refiere a los valores en base seca, debido a que 

el alto contenido de humedad aumenta la posibilidad de degradación qufmica y 

microbiológica del residuo 24
• limitando su posible aplicación en la elaboración de un 

alimento destinado a alimentación animal, además, se recomendarla el secado del 

producto, pues se concentrarlan los nutrimentos de importancia una vez eliminada el 

agua. 

Sin embargo este paso de secado elevarla el costo del residuo seco, podrfa entonces 

proponerse el uso del material fresco pero mezclado, lo cual también disminuirla la 

humedad del producto, o bien el secado al sol. 
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2. Contenido de minerales y metales pesados 

En las tablas a. 9 y 10 se presenta el análisis elemental realizado al residuo 

liofilizado de vid. en la tabla 8 se presentan los minerales de importancia 

nutrimental, la tabla 9 presenta el análisis de metales pesados que tienen 

importancia debido a la toxicidad que pueden presentar y finalmente en la tabla 10 

se muestran otros elementos presentes en el residuo. 

Tabla 8. Concentraciones elementales de los minerales determinados en el residuo de 

vid. 

Elemento Contenidoª 

Mg Magnesio (%) 5.00 :!: 1.00 

Fe Hierro(%) 0.13 :!: 0.03 
p Fósforo(%) 0.66;!:0.17 

s Azufre(%) 0.36;!:0.05 

K Potasio(%) 2.28;!:0.08 

Ca Calcio(%) 0.78;!:0.16 

Cu Cobre (ppm) 16.0;!:4.00 

Cr Cromo(ppm) 20.0;!:6.00 

Mn Manganeso (ppm) 2g;t6.00 

Zn Zinc (ppm) 12;!:4.00 

a. Se muestra contenido promedio de 4 pastillas.±. desviación estándar. 

Los minerales más importantes, por su demanda, en alimentación animal, son el calcio y 

el fósforo, además de ser los de mayores requerimientos; dado que en la Industria animal 

se requiere un crecimiento adecuado, estos minerales penniten una adecuada 
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mineralización ósea y adecuada formación de miembros13
•
18

; de acuerdo a los 

requerimientos (ver antecedentes tabla 4). el contenido de calcio en el residuo es 

adecuado para rumiantes y cerdos, sin embargo. en el caso de su utilización en alimentos 

para pollos, este mineral seria insuficiente y por lo tanto. seria necesario añadirlo en la 

dieta. Sin embargo. el contenido de fósforo en el residuo, es adecuado tanto para 

rumiantes, como para monogástricos, de acuerdo con las recomendaciones de éstos.(ver 

antecedentes tabla 4). 

Otros minerales que son considerados nutricionalmente importantes son el zinc y el 

hierro; el residuo es deficiente en zinc, ya que se requieren aproximadamente valores de 

30 a 60 mg/Kg en el alimento; el problema principal es que una deficiencia de zinc, se 

refleja en la disminución de la velocidad de crecimiento en los animales13
•
18

, además, se 

debe considerar la presencia de ácido fitico en el producto; pues se sabe se compleja con 

elementos como el zinc, el hierro y el calcio18
• 

Los requerimientos de hierro serian cubiertos de modo adecuado ya que el contenido de 

este mineral en el residuo es mucho mayor que lo requerido por animales monogástricos 

y rumiantes (50 a 60 mg/Kgde a11mento)
13

'
18

• sin embargo, es importante mencionar que es 

hierro de origen vegetal, por lo tanto aunque es una buena fuente de hierro, se sabe que 

su absorción se veria limitada por la presencia de litatos, taninos y fibra contenidos en el 

residuo.58 

También se aprecia un alto contenido de magnesio, cuya cantidad no representa riesgo 

en el consumo. y en general nunca es necesario suplementarto dado que suele estar 
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presentes en cantidad suficiente en las raciones de los alimentos usados comúnmente en 

alimentación animal. 

El contenido del resto de los elementos encontrados en el residuo (ver tabla 1 O) también 

es adecuado, de acuerdo a tos requerimientos de los animales. 

Tabla 9. Concentraciones elementales de los metales pesados determinados en el 

residuo de vid. 

Elemento Contenido• 

TI Titanio 100 .:!: 30 

V Vanadio 58.:!: 14 

NI Niquel 2.:!: 1 

As Arsénico 2 .:!: 1 

Hg Mercurio NO 

Pb Plomo NO 

a. Se muestra contenido promedio en mg/Kg de muestra de 4 pastillas± desviación estándar. 

NO: No detectado 

Respecto al contenido de metales pesados presentes en el residuo, ninguno representa 

riesgo en el consumo del residuo. aún cuando se aprecia un elevado contenido de titanio, 

no se han encontrado efectos nocivos de este metal; incluso es usado con fines 

terapéuticos debido a su inocuidad. 

El plomo no fue detectado al igual que el mercurio, que, junto con el arsénico se 

consideran los metales pesados de mayor riesgo36• 
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Tabla 10. Concentraciones de otros elementos obtenidos durante el análisis elemental 

del residuo de vid. 

Ga 

Rb 

Sr 

Zr 

Al 

Si 

Elemento 

(mg/Kgmu-u.) 

Galio 

Rubidio 

Estroncio 

Zirconio 

Aluminio b 

Siliciob 

Contenidoª 

2.:t 1 

10.:t.4 

7.:!:2 

17.:!: 1 

0.48.:t0.08 

0.37.:t0.12 

a. Se muestra contenido promedio en mg/Kg de muestra de 4 pastillas!:. desviación estándar. 

b. Se muestra contenido promedio en g/1 OOg de muestra de 4 pastillas ± desviación 

estt.mdar. 

De los resultados mostrados en la tabla 1 O se aprecia un contenido apreciable de 

aluminio, el principal problema que causa el exceso de este elemento es osteomalacia 

(deficiencia de vitamina O) en humanos adultos cuando se emplean altas dosis 

terapéuticas con el fin de fijar fosfatos 36 • sin embargo no se encuentran datos reportados 

para animales en donde el exceso de este elemento pueda ocasionar algún trastomo. 

Nota. La información antes mostrada (tabla 8. 9 y 10) corresponde a los elementos presentes 8n el 

residuo de vid mas pesados que el sodio (Na) 
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3. Factores tóxicos y antlnutriclonales 

En la tabla 11 y 12 se presentan los resultados del contenido de factores tóxicos y 

antinutricionales obtenidos experimentalmente en el residuo liofilizado de vid destinada a 

la elaboración de vinos y licores. sólo en el caso de hemaglutininas la prueba se realizó 

con la muestra liofilizada y con la muestra secada en la estufa. esto con el fin de apreciar 

si la aplicación del calor a través del secado (55ºC .::!: 3) modificaba la presencia de estas 

enterotoxinas. 

Tabla 11. Contenido de factores tóxicos y antinutricionales 

Componente Resultado Expresado en 

Acldo tánlcoª 0.88±0.04 g/100Qmuestra 

Acldo fltlcoª 
0.67 :t0.03 g/1 OOQmuestra 

Hemaglutlnlnas 3 9 Título de aglutinaciónb 

lnhlbldores de trfpslna 1.13±0.38 UTl/mgmueatra a,c 

Glucósldos 
Negativo Prueba cualitativa 

clanogénicos 

a. Se muestran resultados promedlo ± desviación estándar con un coeficiente de variación 

menor a 5% y n=3 

b. Tltulo: máxima dilución en la que se presentó aglutinación en eritrocitos de hémster 

c. UTI: Unidades de tripslna inhibida 
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No se detectaron glucósidos cianogénicos. El contenido de inhibidores de tripsina es 

menor a 10 unidades de tripsina inhibida por miligramo de muestra. lo cual no se 

considera de riesgo 59 y par lo tanto, los glucosidos cianogénicos e inhibidores de tripsina. 

no presentan un efecto toxicológico y I o antinutricional de importancia. 

El contenido de taninos encontrado (0.87%) no representa un riesgo de importancia en el 

consumo de este residuo; si se considera que la dosis diaria admisible (ODA) de ácido 

tánico es de 500 mg/KQp.e dfa 60
; para un a·nimal rumiante como la vaca (400 Kgp.e. 

promedio) serla necesaria una ingesta diaria mayor a 23 Kg del residuo seco, en el caso 

de un pollo (2 KQp.c. promedio), 115 g y para un cerdo (100 KQp.c. promedio), 5 Kg, se 

observa entonces que quizás los animales más susceptibles al efecto de los taninos 

presentes sean los pollos y los cerdos. 

Es importante mencionar que se sabe que los taninos son inhibidores de las celulasas del 

rumen lo que sin duda podrla afectar la adecuada digestión del residuo (ver tabla 20), y no 

se conoce a que nivel o que concentración de taninos es necesaria para que se presente 

el efecto sobre estas enzimas, pero la concentración encontrada en el residuo podrla 

considerarse baja como para causar un daño a nivel de la flora ruminal. 

En el caso del contenido de ácido fllico, se sabe que los alimentos con un contenido 

mayor a 400 mg/1 OOgmuestra son considerados alimentos desmineralizantes59• por fo que el 

residuo de vid cae dentro de ésta clasificación al contener 673 mg/100g de muestra seca, 

lo que implica que la presencia de este factor antinutricional, sea una de las principales 

limitantes para su utilización, pues se trata de un compuesto termoestable, lo que hace 

dificil, en este caso, la destoxificación del residuo. Sin embargo el valor de con el que se 
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está comparando es para animales y se sabe que para animales el limite de seguridad 

suele ser mayor. sumado a lo anterior se encuentra una buena cantidad de minerales 

divalentes tales como calcio y magnesio en el residuo, que podrian contrarrestar el alto 

contenido de ácido fitico en éste, sin embargo para asegurar la inocuidad de los taninos, y 

reducir el efecto desmineralizante del ácido fitico. seria conveniente mezclar este residuo 

con algún otro producto. de modo que estos componentes sean diluidos, es decir, 

emplear el residuo como complemento a otro ingrediente en una dieta para animales. 

En lo que respecta a las hemaglutininas, se considera que un titulo mayor a 10 representa 

riesgo59
, siempre y cuando la lectina posea afinidad por las células del intestino de Jos 

animales a los cuales se podría destinar el residuo. sin embargo por tratarse de 

glicoprotefnas se puede destoxificar el residuo con aplicación de calor durante el secado. 

el titulo obtenido se encuentra justo por debajo del límite antes mencionado y es 

apreciable que al secar el producto (55ºC :t 3º por 24 horas). el tratamiento empleado, es 

posible disminución en el titulo, llegando a un valor de 3. el cual ya no representa riesgo. 

a. Contenido de ollgosacárldos (raflnosa y estaqulosa) 

En la tabla 12 se muestra el contenido de oligosacaridos obtenidos por HPLC en el 

residuo de vid. 

Tabla 12. Contenido de oligosacáridos determinados en el residuo de vid 1 

Ollgosacarido 

Rafinosa 

Eataquiosa 

Resultado (g/100gm.-"8) 

Menos de 1.51 

Menos de 1.99 

1. En ambos casos tos resultados obtenidos a partir del análisis del resk!uo de vid por HPLC. 

fueron menores al mlnimo valor detectable por el equipo (0.009 mol/l) . 
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Figura 2. Cromatograma de rafinosa y estaquiosa contenido en el residuo de vid obtenido a partir 

del analisis de HPLC. se muestran los puntos de retención para ambos oligosacáridos. 

Como se mencionó anteriormente. el contenido de rafinosa y estaquiosa no representa 

ningún problema dado que se encuentra en baja concentración en el residuo (incluso por 

debajo del llmite de cuantificación de la técnica empleada para su determinación), de 
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modo que problemas digestivos como la flatulencia 24•
25 no serian atribuibles a Ja 

presencia de estos compuestos. 

De destinarse el residuo a rumiantes. aún cuando existiera un alto contenido de rafinosa y 

estaquiosa, la flora ruminal permite romper el enlace '3(1-4) existente en estos 

compuestos. por lo que sería utilizable con fines energéticos para estos animales. 
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d. Contenido da hidratos da carbono (reductores directos y totales) 

En la tabla 13 se muestra el contenido de hidratos de carbono expresados como 

reductores directos y reductores obtenidos después de la hidrólisis ácida, éstos fueron 

determinados con el método calorimétrico DNS en el residuo de vid. 

Tabla 13 .. Contenido de hidratos de carbono en g/100Qmuestra ± desviación estándar 

presentes en el residuo de vid. 

Tipo de hidrato de carbono 

Reductores directos 

Reductores obtenidos después de 

la hidrólisis ácida 2·3 

Reductores totales 4 

Resultado (g/100gm,...tn) 

5.84j: 0.42 

0.55j: 0.08 

6.39 

1. Se obtuvo un coeficiente de varariación de 7.2459º/o 

2. Resultado obtenido después de la hidrólisis con HCI • y es considerado como la resta del 

valor obtenido del contenido de reductores después de la hidrólisis y el valor de reductores 

directos. dicha resta es multiplicada pcr un factor de 0.95 (AOAC) 

3. Se obtuvo un coeficiente de variación de 14.28º/o 

4. Es considerado el valor obtenido de la suma de reductores directos y reductores obtenidos 

después de la hidrólisis. 

Como se aprecia en la tabla 13, se encontró un bajo contenido de hidratos de carbono 

solubles, considerando el valor de hidratos de carbono reportado en el análisis proximal 

(ver tabla 7), esto se debe a que se cuantifican, por diferencia, otros compuestos qua no 

son cuantificables dentro de éste análisis, tal serra el caso de las antocianinas que se 
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sabe están en altas concentraciones en la uva tinta57 asf como otras sustancias 

pertenecientes a la parte de la fibra presente en el propio residuo que no se cuantifican 

como podrfan ser las pectinas. 

Respecto al valor encontrado. éste se esperaba que no fuera alto: dado que el objetivo 

primordial durante la maceración de la uva en la elaboración de vino es la extracción de 

hidratos de carbono necesarios para la fermentación 1
•
5. El contenido de éstos en el 

residuo debe ser mfnimo. y si lo es. pues sólo se encontró un 6% de los mismos, dado 

que son azucares sencillos. pueden ser fácilmente asimilados en el caso de 

monogástricos, o bien utilizados por la flora del rumen para obtener energía necesaria 

durante los procesos de digestión. aún cuando sea una baja proporción. 

Finalmente otra posible explicación al bajo valor de hidratos de carbono encontrados se 

atribuye al método de cuantificación de éstos, es decir el método sólo permite la medición 

de hidratos de carbono con capacidad reductora y existen otros azúcares en 

concentración apreciable en la uva como la xilosa por ejemplo. que no tienen capacidad 

reductora 57
• El modo de corroborar esto seria la aplicación de cromatograffa de líquidos 

de alta eficiencia lo que nos permitirla corroborar Ja presencia de otros azúcares no 

reductores e inclusive su cuantificación. 
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5. Perfil de ácidos grasos 

En la tabla 14 se muestra el porcentaje obtenido de los ácidos grasos que se encuentran 

en la porción lipldica del residuo de vid obtenidos por cromatografla de gases. as( mismo 

en la figura 3 se muestra el cromatograma donde se aprecia el peñil de ácidos grasos 

presentes en este residuo. 

Tabla 14. Contenido de ácidos grasos presentes en el extracto etéreo del residuo de vid. 

Ácido graso Porcentaje 1 º/o coeficiente de 

variación 

Palmltico 8.70 ;!:. 0.38 4.42 

Esteárico 4.82 ;!:. 0.21 4.29 

Oleico 13.46 ;!:. 0.44 3.28 

Linoleico 71.10 ;!:. 0.77 1.09 

Linolénico 0.98;!:.0.22 22.01 

Araquidónico 0.95;!:.0.27 28.36 

Erúcico No se detectó. 

1 % promedio ± desviación estándar de cada ácido graso, obtenido al compararse contra un 

estándar 

En Jos datos mostrados en la tabla 14 se aprecia un elevado contenido de ácido linoleico, 

el cual al ser insaturado, representa ventajas importantes ya que además de ser 

insaturado es indispensable 61
, además, el contenido de grasa en el residuo es 

significativo, por lo que se considerarla una buena fuente de grasa y sobre todo de calidad 

adecuada sobre todo si sólo se tratara la semilla presente en el residuo eliminando la 

demás parte fibrosa. 
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El ácido erúcico considerado tóxico, no se detectó en el aceite. (sin embargo, seria 

necesario analizar otros parámetros para la adecuada caracterización de éste aceite de 

tal modo que se asegurara que el consumo del mismo fuera seguro) Si se desea un 

adecuado procesamiento de este residuo, la utilización del aceite contenido en la semilla 

presente en el mismo: seria otra opción además de su empleo en alimentación animal. 

por ser una adecuada fuente de ácido linoleico. 

Respecto a los otros ácidos grasos encontrados en el residuo su composición es similar 

a aceites comúnmente encontrados mostrando gran semejanza con el perfil de 

ácidos grasos de los aceites de malz y girasol quienes también son ricos en ácido 

linoleico y oleico. 61 

-palmltleo 
Rta14.418 

-°'elco 
Rt•18.897 

OCido 
ostdrlco 

Rt•18.557 

écido 
linolO•CO 

Rts17.556 

écldo 
Unoléhco 

=minutos= 

Figura 3. Cromatograma del perfil de ácidos grasos obtenido en la muestra de vid. 
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6. Perfil de aminoácidos 

En la tabla 15 y figura 4 se muestra el contenido de aminoácidos presentes en la protelna 

del residuo de vid, Estos fueron obtenidos a partir de un análisis por HPLC a excepción 

del triptofano el cual fue determinado por método enzimático, la tabla 16 muestra la 

calificación qulmica obtenida en el residuo. 

3 
4 

15 

6 

7·U 
13 

17 

6 18 

2 
19 

Figura 4. Cromatograma del perfil de aminoácidos en el residuo de vid. 

1 Aspártico, 2 serina, 3 glutámico, 4 glicina, 5 histidina, 6 amoniaco. 7 arginina, e treonlna, 9 

alanina, 10 prolina, 11cistJna,12 tirosina, 13 vallna, 14 metionina, 15 lisina, 16 isoleucina, 17 

leucina, 18 norleuclna, 19 fenilalanina. 

144 



Resultados v Qiscusi6n 

Tabla 15. Contenido de aminoácidos presentes en la protelna del residuo de vid. 

Resultado % aminoácidos 
Aminoácido 

(g/16g N) en la protelna a .... 11 OOg,..,duo 

Aspártico 8.36;t:0.60 10.44 0.87 

Serina 3.31 ;t:0.17 4.13 0.34 

Glutámico 15.17 :!:. 1.32 18.94 1.58 

Glicina 7.08 :!:. 0.11 8.84 0.74 

Arginina 5.16 :!:. 0.36 6.45 0.54 

Alanina 4.54;!:0.21 5.67 0.47 

Prolina 5.19;!:0.04 6.48 0.54 

histidina 3.19 :!:. 0.11 3.99 0.33 

Treonina 2.92:!:_0.07 3.65 0.30 

Clstina 0.09;!:0.01 0.12 0.01 

Tirosina 0.61 :!:.0.06 0.76 0.06 

Vallna 5.01 :!:.0.08 6.25 0.52 

Metlonina 0.56:!:_0.03 0.70 0.06 

Lisina 5.28:!:_0.30 6.59 0.55 

lsoleucina 3.92:!:_0.07 4.90 0.41 

Leucina 6.33:!:_0.13 7.91 0.66 

Fenllalanina 3.34:!:_0.23 4.17 0.35 

Triptofano 2 0.24 :!:. 0.016 0.29 0.03 

Total aminoácidos 80.31 

Total 28.28 

Indispensables 

1. Se muestra el contenido de cada aminoacido promedio (g/16 g N) :t. desviación estándar 

con coeficiente de variación menor a 9% 

2. Obtenido por método enzimático 

3. Proporción de aminoácidos respecto al total de los mismos en el residuo (aminoácid0gt1egN 

/total amlnoácldos)*100 

4. Aminoácidos indispensables (con negritas) 
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Tabla 16. Calificación qulmica de la proteína contenida en el residuo de vid. 

Aminoácido Contenido de Contenido de Calificación 

indispensable aminoácidos en el aminoácidos en el quimica2 

residuo (g/16gN) patrón (g/16gN)1 

lsoleucina 3.92 4.00 > 100 

Leucina 6.46 7.04 > 100 

Lisina 5.28 5.44 > 100 

Azufrados3 0.66 4.72 18 

Aromáticos4 3.95 6.08 85 

Treonina 2.92 4.00 96 

Valina 5.01 4.96 > 100 

Triptofano 0.24 1.00 31 

Calificación qulmica: 18 

1. patrón establecido (FAO. 1973)63 

2. Se calculó de la siguiente manera: ( [ a.C1mu.str..ltotal a.a~a.apnm/total a.aP*On1) x 100 

3. metionina + cistina 

4. tirosina + fenilalanina 

De acuerdo a las tablas 15 y 16, es evidente que los aminoácidos limitantes en la proteina 

del residuo son los azufrados (metionina y cistina). semejando un patrón similar al de las 

leguminosas. las cuales. se sabe. también son deficientes en estos aminoácidos61
• sin 

embargo el contenido de proteina (ver tabla 7) no es similar a una leguminosa. sino 

semejante al de un cereal. Al emplear éste residuo como complemento, serla posible 

lograr una adecuada suplementación con cereales ya que la lisina. que es importante 

nutricionalmente hablando debido a su escasez, no resulta ser un problema, debido al 

adecuado contenido en el residuo. 
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De acuerdo a Jos requerimientos de aminoácidos reportados para especies como el cerdo 

y la res. son cistina y metionina, los aminoácidos que sería importante suplementar: pues 

no cumplen con los requerimientos para estos animales. ya que se requiere de 0.71% en 

el alimento. donde el residuo se encuentra muy por debajo de éste valor. 

La cantidad encontrada de los demás aminoácidos, cumple adecuadamente con los 

requerimientos especificados para este tipo de especies. 

Con el fin de evaluar la posible suplementación se hicieron mezclas teóricas con el 

residuo y sorgo o maíz (ver tablas 17 y 18), que son de Jos alimentos más comúnmente 

empleados en alimentación animal y que al ser cereales suelen ser limitantes en lisina. 

pero no en metionina y cistina13
•
1

• se esperaría entonces suplementación en dicha 

mezcla; 22 debido a que el residuo de vid es limitante en estos aminoácidos (metionina y 

cistina) pero no lo es en lisina, de tal modo que serla posible proponerlas para utilizar el 

residuo en alimentación animal. 

Los resultados de las mezclas se muestran en las tablas 17 y 18, en donde es apreciable 

que aumenta considerablemente la calificación qufmica comparada con la del residuo (ver 

tabla 16), (sin embargo, se observa que la calificación qulmica del malz y sorgo 

disminuyen. pero no considerablemente (la calificación qufmica para el malz es 55 y para 

el sorgo 44) 62 además cambia el aminoácido limitante. (antes lisina y en la mezcla 

azufrados) 

Debido a que con las dos mezclas con cereales (malz y sorgo) continuan siendo los 

aminoácidos azufrados los limitantes aún cuando se incrementa la calificación qulmica del 
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residuo. Podrra buscarse otro grano de cereal o bien oleaginosas como el algodón o el 

ajonjoU por ejemplo, que al igual que incrementaran el contenido de protefna aumentaran 

a su vez Ja calificación qufmica. 

Si se propone dirigir este residuo primordialmente a alimentación de rumiantes, debido al 

alto contenido de fibra encontrado. es posible ajustar a 10°/o de protefna, de tal modo que 

se cumplirla con las recomendaciones de este nutrimento para éste tipo de animales 20
• 

Otra ventaja que se encuentra al dirigir este residuo a rumiantes, es que ningún 

aminoácido se considera indispensable para ellos, y lo que serfa necesario saber es si el 

aporte que brindara el residuo ya sea sólo o con alguna mezcla. sea aporte suficiente 

para la flora del rumen. 

Finalmente seria importante conocer si se puede lograr una disminución en el contenido 

de fibra al mezclar marz o sorgo con el residuo, de tal modo que además de lograr 

suplementación en la protefna, se disminuye el contenido de fibra y otros factores 

antinutricionales y quizá fuera posible lograr su aplicación, como alimento, a pollos y 

cerdos. 
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Tabla 17. Contenido de aminoácidos y calificación qulmica de la mezcla teórica 

propuesta (50%:50%) en base a protelna ( malz:residuo de vid) ajustado a 10% de 

protefna en la mezcla. 

Aminoácido Contenido de Contenido de Calificación 

esencial aminoácidos en la aminoácidos en el qulmica2 

mezcla patrón.1 

malz5 :residuo 

lsoleucina 3.8 4.00 > 100 

Leucina 9.43 7.04 > 100 

Lisina 3.98 5.44 82 

Total azufrados3 2.07 4.72 49 

Total aromáticos4 6.32 6.08 > 100 

Treonina 2.10 4.00 59 

Valina 4.93 4.96 >100 

Triptofano 0.47 1.00 53 

Calificación química: 49 

1. patrón establecido (FAO, 1973)63 

2. Se calculó de la siguiente manera: ( [ a.-.notal a.-.Jl[a.a.-o.Jlotal a.8-]) x 100 

3. metionina + cistina 

4. tirosina + fenilalanina 

5. referencia del contenido de aminoácidos (62) 
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Tabla 18. Contenido de aminoácidos y calificación qulmica de la mezcla teórica 

propuesta (50%:50%) en base a protelna ( sorgo:residuo de vid) ajustado a 10% de 

protefna en la mezcla. 

Aminoácido Contenido de Contenido de Calificación 

esencial aminoácidos en la aminoácidos en el qulmica2 

mezcla patrón.1 

sorgo5 :residuo 

lsoleucina 3.92 4.00 > 100 

Leucina 9.82 7.04 > 100 

Lisina 3.65 5.44 74 

Total azufrados3 1.78 4.72 41 

Total aromáticos4 5.76 6.08 > 100 

Treonina 2.97 4.00 82 

Valina 5.00 4.96 >100 

Triptofano 0.73 1.00 80 

Calificación quimica: 41 

1. patrón establecido (FAO. 1973) 63 

2. Se calculó de la siguiente manera: ( [ a.amuestra-ltotal a.amueatraV[a.apatrónltotal a.apatrdnJ> x 

100 

3. metionina + cistina 

4. tirosina + fenilalanlna 

s. referencia del contenido de aminoácidos (62) 
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En la tabla 19 se muestra la cantidad en gramos para preparar 1 Kg de una mezcla 

50°/o:SOºA. del residuo con maiz o con sorgo. apreciándose que se requiere 

aproximadamente de la mitad de cada uno de los componentes lo que significarla una 

disminución de casi el 50°/b en el consumo de cereales como el mafz que se encuentra en 

continua competencia entre el hombre y animales.9 •13 

Tabla 19. Cantidad de mafz, sorgo y residuo de vid necesarios para preparar una mezcla 

teórica 50:50 en base a protefna (mafz:residuo y sorgo:residuo) al 10% de protefna en Ja 

mezcla. 

Componente 

Mafz I Residuo de vid 

Sorgo I Residuo de vid 

% de protefna 

9.5 / 10.4 

10.1 / 10.4 

Cantidad en 1 Kg de 

mezcla 50:50 (g) 

526.3 / 480.8 

495.1 / 480.8 
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7. Pruebas de digestibilidad 

En la tabla 20 se muestra el valor de digestibilidad in vitro para monogástricos, el cual fue 

obtenido por método enzimático, as( mismo, se muestra el valor de digestibildiad in vitro 

después de haber sometido al residuo a un tratamiento con liquido ruminal. 

Tabla 20. Digestibilidad in vitro para monogástricos y rumiantes del residuo de vid. 

Digestibilidad 

Monogástricos · 

Rumiantes2 

Valor(%) 

73.64±2.64 

30.94±4.18 

1. Se muestra el porcentaje promedio :t desviación estándar con coeficiente de variación de 

3.5805% 

2. Se muestra el porcentaje promedio :!: desviación estándar con coeficiente de variación de 

13.5122% 

3. La referencia utilizada (caseinato de sodio liofilizado) arrojó un valor de digestibilidad de 

93.6% de digestibilidad. 

De acuerdo a la tabla 20, los valores encontrados para digestibilidad en monogástricos del 

residuo se consideran bajos si se comparan con valores de digestibilidad in vitro 

reportados para otros alimentos como malz, soya, trigo, harina de pescado etc. (de 90 a 

83%)64, sin embargo, si se compara este valor con algunas leguminosas silvestres. que 

actualmente se estudian para su introducción en la dieta humana o animal, se encuentran 

valores de 69 a 75% de digestibilidad 65
, siendo éstos muy semejantes al valor obtenido 

para el residuo. 
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Los valores de digestibilidad para rumiantes se esperarian que fueran mayores. dado el 

aprovechamiento de la fibra por el rumen, sin embargo no es asi; se considera que 

productos con un 45.5º.k de digestibilidad ya pueden ser considerados como forrajes útiles 

en alimentación animal,65 el valor obtenido en el residuo, es aproximadamente 15 

unidades menor. Sin embargo, en productos destinados a alimentación animal tales como 

alfalfa, pasto tropical y pajas, se reportan valores de digestibilidad ruminal que oscilan 

entre un 40 y 60°.k, que son valores que se encuentran más cercanos al valor obtenido en 

el residuo. 

Este bajo porcentaje de digestibilidad, como se ha mencionado antes, puede ser debido a 

la lignina presente en el residuo, la cual no es aprovechable y demerita el valor nutritivo 

del residuo10
•
17

; anteriormente se ha mencionado que en el grado de madurez en el que 

se cultiva la uva para la elaboración de vinos y licores el grado de lignificación ya es 

considerable. Otra posible explicación es el modo en el que se lleva a cabo la técnica 

para la medición de digestibilidad ruminal, debido a que las condiciones en que se obtiene 

el liquido ruminal no son óptimas. por lo que se sugerirla obtener el liquido de un rumiante 

fistulado y no por sonda, además de considerar otras técnicas existentes como la bolsa de 

nylon 26 en donde la digestión del material se lleva directamente dentro del animal por lo 

que es más eficiente pues se controlan adecuadamente condiciones anaeróbicas y de 

temperatura necesarias para la adecuada determinación de digestibilidad. 

Si se consideran las mezclas mostradas en las tablas 17 y 18 a partir de la mezcla 

maiz:residuo (50:50) seria posible aumentar la dlgestibilldad además de la calificación 

quimica de la proteina como ya se vio anteriormente. SI este bajo valor de digeatibilldad 

fuera atribuible al contenido de lignina. una mezcla con otros alimentos. darla lugar a una 
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dilución de los componentes que pudieran estar afectando el valor de digestibilidad. De 

usar el sorgo en la mezcla se corre el riesgo de aumentar el contenido de taninos por el 

alto contenido que comúnmente se encuentra en este cereal 31 por lo que el mafz serla tal 

vez una mejor opción. 
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CONCLUSIONES 

e El contenido de grasa y proteína se encuentran en una concentración apreciable, 

representando una ventaja en su utilización como alimento. 

o El elevado contenido de fibra es un factor limitante para destinar el residuo a la 

elaboración de alimento para animales monogástricos, y una posible ventaja para 

su aprovechamiento en rumiantes. 

e El contenido de calcio, fósforo y hierro en el residuo • de acuerdo con Jos 

requerimientos para cerdos y rumiantes. se encuentran en valores adecuados para 

su consumo. 

e El residuo es deficiente en Zinc. 

e No se encontraron cantidades importantes de metales pesados, que representen 

riesgo toxicológico durante el consumo del residuo. 

e No se detectaron glucósidos cianogénicos y el bajo contenido de inhibidores de 

tripsina, hemaglutininas, rafinosa y estaquiosa no representan riesgo en el 

consumo del residuo. 

o El contenido de taninos está en un límite permisible, sin representar un riesgo 

elevado, sin embargo, puede tener un efecto negativo si se emplea en 

alimentación para aves. 

o El contenido elevado de ácido fitico en el residuo excede el limite permisible. 

e Se encontró un bajo contenido de hidratos de carbono solubles. 

e El residuo podría considerarse como una fuente de grasa de buena calidad, 

debido al contenido de ácidos grasos indispensables como el ácido linoféico que 

éste contiene. 

o La cistina y la metionina, son aminoácidos limitantes en la proteína del residuo 

dando lugar a una calificación química baja de la proteína contenida en el residuo. 
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o La calificación qulmica de la prote(na contenida en el residuo aumenta 

considerablemente al hacer una mezcla teórica con sorgo y con malz. 

o Se encontraron bajos valores de digestibilidad ruminal y digestibilidad para 

monogástricos. 

o El residuo de vid resultante del prensado en la elaboración de vino. mezclado con 

cereales. podrla ser utilizado como complemento en la elaboración de alimentos 

para animales. siendo recomendable primordialmente para rumiantes. 

RECOMENDACIONES 

o Es Importante realizar las pruebas biológicas con animales monogástricos (pollos) 

y con rumiantes (cabras) para confirmar la calidad nutricia del residuo de uva. 

o Se recomienda investigar la calidad del aceite de la semilla del residuo de vid 

debido a la composición obtenida en el perfil de ácidos grasos. 
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ANEXO 

A continuación se presentan las curvas patrón asi como los cromatogramas que se 

emplearon para las diferentes determinaciones mencionadas en las metodologlas 

aplicadas al residuo de vid. 
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Figura 5. Curva patrón de glucosa y ecuación de regresión para la determinación de 

hidratos de carbono. (reductores directos) 
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Figura 6. Curva patrón de azúcar invertido y ecuación de regresión para la 

determinación del contenido de hidratos de carbono antes de la inversión. 
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Figura 8. Curva patrón y ecuación de regresión para la detenninación del contenido de 

taninos. 
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Figura 9. Curva patrón y ecuación de regresión para la determinación del contenido de 

rafinosa. 
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Figura 10. Curva patrón y ecuación de regresión para la determinación de eslaqulosa. 
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Figura 11. Curva patrón y ecuación de regresión para la determinación de ácido fltico. 
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Figura 12. curva patrón y ecuación de regresión para la determinación de glucósidos 

cianogénicos. 
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Figura 13. Ejemplo de cromatograma del estándar de rafinosa y estaquiosa 

(concentración 0.015M). 
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Figura 14. Cromatograma del estándar de ácidos grasos para la obtención del perfil de 

ácidos grasos. 
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Figura 15. Cromatograma del estándar de ácido linoléico para la obtención del perfil de 

ácidos grasos en el residuo de vid. 
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Figura 16. Cromatograma del estándar de aminoácidos para la obtención del perfil de 

aminoácidos en el residuo de vid (concentración 0.2mM) 

1 Aspártico, 2 serina, 3 glutámico, 4 glicina, 5 histidlna, 6 amoniaco, 7 arginina, 8 treonlna, 9 

alanina, 10 prolina, 11 cistina, 12 tirosina, 13 valina, 14 metionina, 15 lislna, 16 isoleucina, 17 

leucina, 18 norteucina, 19 fenilalanina. 
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Figura 17. Vial de reacción empleado para la preparación de muestras e hidrólisis en la 

determinación del perfil de aminoácidos. 

Figura 18. Estación de trabajo Pico-Tag, empleada en la determinación del perfil de 

aminoácidos. 
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Figura 19. Curva patrón y ecuación de regresión para la determinación de triptofano en 

el residuo de vid. 
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