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I INTRODUCCION

Es de gran importancia tener conocimiento de la tierra y vida que hay en ella, ya que se¢
encuentra controlada por factores como el suelo, ¢l aire, los animales y las plantas, todo
¢llo constituye nuestro medio ambiente. en el proceso de cvolucién se ha adquirido una
gran variedad de aptitudes que capacitan al humano para modificar el medio ambiente y la
alimentacion, en torma limitada, y utilizarlo para satisfacer sus prioridades de subsistencia.
EEl hombre primitivo satisfizo sus necesidades, a medida que los encontraba, alimentandose
de animales y de frutos, semillas, raices v otras partes comestibles de plantas que conseguia
en los bosques y en las praderas, llevando asi una existencia némada en constante bisqueda
de alimentos. Finalmente, descubrié que. al sembrar las semillas de plantas comestibles en
tierrn adecuada. podia producir suficiente alimento para su consumo, y tener alimento
durante todo el afio, con el transcurso del tiempo se dio cuenta que al aplicar determinadas
técnicas obtenia subproductos para un futuro consumo.
Hoy en dia hay especies silvestres que no han sido estudiadas y solo son conocidas en las
regiones donde se producen, esto ha llamado la atencién de muchos investigadores a buscar
nuevas fuentes de alimentos que se han denominado “no convencionales”, pero que de
acuerdo con su composicién podrian complementar. una dieta deficiente en  algunos
nutrimentos. y ayudar a sectores en donde existe desnutricién, ademas son especies de bajo
costo. Se ha considerado a estas especies silvestres como una opcidn, ya que algunas son de
alto nive! proteinico y otras tienen un alto nivel de grasas, de esta Gltima su importancia
radica en que proveen la mayor fuente de energia, suministran acidos grasos indispensables,
son acarrcadores de vitaminas liposolubles y contribuyen al sabor y la saciedad de la
comida. En estas especies silvestres es necesario determinar la presencia o cantidad de
sustancias téxicas para permitir en un futuro, su consumo.!"’
En este trabajo se caracterizo bromatolégicamente y se determinaron los factores t6xicos en
la harina integral y la harina desengrasada de la semilla de Napahuite (Trichilia hirta) y se
aracterizo fisicoquimicamente el aceite crudo y refinado de esta semilla, se destaca que en
Ia harina integral presenta un alto contenido de grasa (40.44%), fibra (25.37%) y tiene un %
de proteina mayor al de algunos cereales (maiz, arroz, trigo y cebada). En cuanto a factores
téxicos y antinutricionales en harina desengrasada los valores obtenidos son no

significativos a excepcidn de nitratos y fitatos.




En el aceite crudo y refinado los valores de los parametros fisicoquimicos son parecidos a
las grasas del grupo oleico-linoleico, con excepcidn de indice de acidez (25.3%) en donde
¢] valor reportado debe ser de 0.5%. por esto se eliminaron compuestos terpénicos llamados
limonoides™ que son los causantes de aumentar la acidez.

Del perfil de acidos grasos se destaca el alto contenido de #dcido oléico. linoleico y
palmitico. en donde el linoleico es un 4cido graso indispensable en la dieta.

Toda la informacion obtenida en este trabajo aportard la posibilidad de hacer una propuesta

sustentable para una posible utilizacién en alimentacién humana y/o animal.



II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Conoccr la composicién quimica, y la presencia de factores téxicos y antmumcnonalcs de la

semilla de Napahuite (Trichilia hirta), con la finalidad de evaluar su potencnal alimenticio

en particular de la fraccion grasa.

2.2 Objetivos particulares

2
a3
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Determinar algunos pardmetros fisicos en la semillq de Napahuite.

Realizar el analisis proximal de la serﬁllla de Nnbahdite (integral y desengrasada).

Cuantificar el contenido “de factores léxtcos y antinutricionales en la harina

desengrasada de 1a semilla’de Napahuuc. i

Determinar ¢l contenido energéti dela harina integral de la semilla de Napahuite.

quimicos mds comunes en ¢l aceite obtenido de la

Obtener el aceite refinado de la semilla de Napahuite.

Identificar los dcidos grasos presentes en el aceite crudo y refinado de la semilla de

Napahuite.




IIl. ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES SOBRE EL GENERO T7richilia

El pénero Trichilia. perteneciente a la familia de las melidceas, esta constituido por
aproximadamente 70 especies. la mayoria de las cuales se distribuyen en América tropical,
cerca de 14 especies en Africa y dos especies en la regién Indo-Malaya. En el cuadro | se
resumen las especies del género Trichilia registradas para el territorio mexicano en donde
tres de esias especies, han sido investigadas como fuentes de limonoides, entre ellas: T.
is, T. trifolia, la mayoria de los trabajos quimicos publicados a la fecha

lirta, T. ha
describen el aislamiento y la caracterizacion de los limonoides, cabe destacar que muchos
de estos compuestos han demostrado propiedades insecticidas. ‘*
CUADRO 1.
Distribucién del género Trichilia en México.??

ESPECIE

DISTRIBUCION

Trichilia americana

Desde Sonora hasta ¢] Pacifico en las pendientes de Chiapas.

Trichilia hirta

Desde Sonora a Tamaulipas. licgando a Chiapas y Yucatidn.

Trichilia martiana

Costas del Pacifico, Caribe y Sureste de México.

Bosque cstacional siempre verde cn fu penfnsula de Yucatén y depresién

Trichilia glabra
central de Chiapas,
Trichitia pallida Tabasco, Chispas y Verucruz
Trichilia trifotia Caribe de México desde Tamaulipas al sur de Ia peninsuia de Yucatén.

Trichilia havanensis

Onxaca, Chinpas, Tabasco, Guerrero, Veracruz y Estado de México.

Trichilia eryihrocarpa

San Andrés Tuxtla, Veracruz.

Trichilia moschata

Veracruz, Fabasco, Campeche y Chinpas.

Trichitia minutiflora

Campeche y Yucatdn,

Desde el punto de vista biolégico, los terpencides obtenidos a partir del género Trichilia
han demostrado poseer una gran variedad de propiedades, mismas que podrian ser de
utilidad para el desarrollo de nuevos agentes pesticidas y medicinales.

t.as semillas de melidceas tienen su origen en los évulos anatropos. campildtropos u
ortétropos, se¢ desarrollan en el interior de cépsulas, bayas o rara vez en nueces, en la
madurez presentan las siguientes caracteristicas estructurales: Semsillas de tamailo variado,

elipsoides. ovales. triangulares, cuadrangulares, oblongas, ovoides, globulosas o

comprimidas. desnudas o ariladas, hilo amplio,
blanquccino: arilo cubriendo parcial o totalmente a la semilla, procedente del funiculo,

generalmente en forma de huso,
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calaza. café, carnoso de color amarillo. rojo, naranja, crema, castaiio oscuro; cubierta
seminal crustacea, coriicea membranosa o carnosa, lisa o rugosa de color rojo, castafio
claro u oscuro, negra opaca o lustrosa, a veces expandida en un ala terminal 0 membranosa;
Endospermo nuclcar, abundante. escaso o ausente, uniforme blaﬁqueqino, coi'{ rgsefvas de
aceite: embridn recto, plano, espatulado o inverso central o transverso, con plamula corta o
diminuta. en ocasiones pilosa, provisto de dos cotiledones delgados Yy folidceos o gruesos y
carnosos, masivos, ovoides, alguna veces lobulados en la base, frecucntcmcnte conatos, de
color blanco, verde o rosado y la semilla de Napahune posee estructuras mlernas que se

llaman células secretoras ya que en su interior albergan celulas resmlferas o

3.2 DESCRIPCION BOTANICA Trichilia hirta.

El Napahuite (Trichilia hirta) es un arbusto éue i)éﬁeﬁ;:ce a’ la familia botanica de las
Melidceas y puede llegar hasta una altura de 15 mglqu’, con hojas pinadés, compuestas de 7
a 23 hojuelas lanccoladas-ovaladas o eliplicasfde 5 abs ém. produciendo inflorescencias
grandes con flores de aproximadamente 4 mm. de color verde-amarillento y el fruto es una
cdpsula globosa de 1 a 2 cm, con tres valva# y ‘tres semillas oleaginosas redondas de
aproximadamente 6 mm., presenta variaciones de color que va desde una tonalidad de
anaranjado hasta café-rojizo. De acuerdo con el cuadro 1 se observa que estd Meliaceae se
encuentra distribuida desde Sonora a Tamaulipas, llegando a Chiapas y Yucatan, estd
representada por 51 géneros y cerca de 550 especies ampliamente distribuidas en regiones

tropicales y subtropicalcs.‘sm

3.3 PRINCIPALES PRODUCTOS Y UTILIZACION

No tiene usos industriales. La madera se utiliza localmente como lefia, en carpinteria y
construcciones rurales. Ocasionalmente se usa para fabricar carretas, cayucos y canoas. El
arilo carnoso que rodea a la semilla contiene de un 60 a 70 % de aceite no secante que se
emplea en algunos lugares para dar lustre al pelo, asi como para destruir a los pardsitos, por
sus caracteristicas cste aceite se puede usar para fabricar jabones, se ha visto que la raiz
posee propiedades purgantes violentas. Como beneficio a la naturaleza, la semilla de
Napahuite proviene de un arbusto y la importancia radica en que tanto los arboles como los
arbustos controlan la temperatura ambiental debido a que su follaje intercepta y absorbe Ia

radiacién solar abatiendo las temperaturas extremas de una localidad determinada. ¢



3.4 ESTUDIO BROMATOLOGICO (ANALISIS PROXIMAL)

Es un sistema analitico que aporta informacién de la muestra de una manera rapida, este
sistema se ha criticado mucho. pero hasta la fecha nadie ha desarrollado otro que sea tan
priactico » aceptable. una de sus caracteristicas es la de medir cantidades en lugar de

calidad. Los puntos que se estudian son los siguientes:

Humedad:
El contenido de agua puede determinarse gravimétricamente pesando una muestra antes y

después de seccarla hasta peso constante en una estufa de vacio. Puede producirse una
sobreestimacién si durante la desccacion se pierden compuestos volatiles tales como dcidos
grasos de cadena cona '™

Proteina cruda: El contenido en proteina cruda de Ia muestra se determina midiendo su
contenido en nitrégeno aminico, sin embargo el nitrégeno determinado, no procede
totalmente de las proteinas y aminodcidos, brocedc de muchas aminas, nitratos, y vitamina
B que se encuentran en la muestra. El método empleado es el kjeldahl, que determina el
nitréogeno total contenido en una matriz alimenticia, se basa en la combustién en himedo de
la muestra por calentamiento con H2SO, concentrado en presencia de catalizadores
metilicos para reducir el nitrégeno orgénico de la ‘muestra hasta nitrégeno inorganico en
forma de amoniaco, el cual queda en solucnén en forma de sulfato de amonio, ¢l digerido,
una vez alcalinizado. se desula dlrectameme o por arrastre de vapor para desprender el

amoniaco, el cual es atrapado en una solucuén de écldo béru:o y posteriormente se titula.\'®,

Fibra cruda:
L.a fibra cruda medida de

sa 10

elulo
Cenizas:
La cantidad total 'de -minerale
muestra desecada se callenla a*baja; temperatura: para destrulr la’ materia orginica y

enseguida se coloca en una muﬂa y’'se ‘deja’incinerar de 4 a 6 horas. El procedimiento de
" fase ‘de’ la”determinacién de la concentracién de la

incineracion constituye la prime
mayoria de los minerales individuales de la muestra.t'®




Grasa cruda:

Se considera que el extracto etéreo representa el contenido graso del producto, 'aunque en
la prictica se ha visto que también se arrastran compuestos solubles en la grasa como las :
vitaminas A. D. K y E. En ¢l método Soxhlel la muestra se introduce en un canucho de
celulosa y se extrac continuamente con éter dc petréleo durante unas 14 horas. es un
ingenioso sistema sifénico el cual vacia periédicamente el depésito y transfiere el extracto
al matraz inferior, al término del periodo de extraccién se evapora el éter del matraz
dejando un residuo oleoso ™

Hidratos dec carbono:

El término carbohidratos, expresa una composicién elemental de carbono, hidrégeno y
oxigeno, ademds proveen la mayor parte de las calorias de la dieta de la poblacién humana,
en el andlisis proximal los hidratos de carbono se designa al valor obtenido restando de 100
la suma de los porcentajes de agua, proteina cruda, grasa bruta y fibra, se reconoce este
valor con el término de carbohidratos totales, pero en este Gltimo se incluye con frecuencia
también la fibra bruta, es preciso indicar que cualquier error cometido en las
determinaciones anteriores quedan reflejadas en la cifra final.

3.5 GRASAS Y ACEITES.

Las grasas estin compuestas de carbono, hidrégeno y oxigeno, con predominio del
hidrégeno, desprendiendo mayor nimero de calorias en su combustién que los hidratos de
carbono. que también estin compuestos de carbono, hidrégeno y oxigeno. Las grasas y
accites estan constituidos por practicamente 100% de triacilglicéridos, los que a su vez son

ésteres de dcidos grasos con glicerol %%

Las diferencias de ecstabilidad, el estado fisico, el indice de yodo, la temperatura de
solidificacién, etc.. de las grasas y aceites se deben fundamentalmente a la presencia y a la
concentracién de los dacidos grasos, estos se definen como dcidos monocarboxilicos de
cadena alifatica con ntimero par de atomos de carbono, que podian ser saturados o
insaturados, sin embargo a medida que las técnicas han mejomdo, se han identificado

muchos otros con estructuras diferentes. Los acidos grasos que comdnmente se localizan en
Pnlmiuco Esteénco. Palmuolclco, Olcico,

las grasas comestibles son: Lduru:o, Mi risnc
Linoleica y linolénico.*"? .
Los édcidos grasos se clasifican por su grado de i_ns'm‘
Acidos grasos saturados. contienen enlaces cérbono-carbdno simples.



Acidos grasos insaturados. Contiene uno o mas enlaces dobles carbono-carbono, al

presentar un solo enlace se le llama “monoinsaturado™ y al presentar varios se le llama

“polinsaturado™. : . B
o estcnﬁcados prcscntes en una grasa.

Acidos grasos libres. Son dcidos: grasos

que contiene un nicleo comiin eslerod e'_cﬁvamenle

“fitocsteroles™. g
Tocoferoles o vitamina E, Son componentes minoritarios importantes de la mayona de las

grasas de origen vegetal. Su unhdad radnca en:ser.agentes ant -oxldames que retardan el

cnmnctamcnto.
Carctonoides y clorofilas. Son sustancms coloread
vLa clorofla es un pigmento verde de las
.22)

sentes “naturalmente en grasas y

aceites, su color varia de amarillo al ro_xo m(cns
plantas que desempefia un papel esencial en el proccso fotosintético.(®!3

3.5.1 Importancia de las grasas y aceites.
Las grasas o aceites son compuestos organicos carentes de nitrégeno, que se forman en el

metabolismo vegetal y animal y que poseen desde un punto de vista fisiolégico un elevado
valor calorifico. Son los nummentos con muyor poder energético (1g de grasa produce 9.3

Kcal 0 38.9 KJ) 7%
Las grasas realizan varias funcmnes de |mponanc:a en el organismo, entre las que citamos

las siguientes:
Funcién energética. Produce 9 Kcal. por cada gramo, cantidad superior a la de

hidratos de carbono (4 Kcal) y proteina (4 Kcal) ;
Son vehiculo para |mportantcs vitaminas liposolubles (solubles en las grasas, tales

-

como la A (annxcroﬂalmma), D,KyE.

»~ Favorecen la absorc‘lén de calcio.

3.5.2 Acidos grasos mdlspensablcs.
Para el crecimiento y el funcionamiento normal de todos los tejidos son indispensables los

acidos linoleico y linolénico, contienen enlaces dobles situados, respectivamente, a la

distancia de seis atomos de carbono y tres dtomos de carbono del grupo metilo. Los

8



animales, inclusive el hombre, no son capaces de introducir enlaces dobles originales y el
grupo carboxilico; al mismo tiempo, la longitud de !a cadena carbénica aumenta hacia el
extremo carboxilico cuando se introducen mas dobles enlaces. Este proceso metabdlico
produce derivados de cadena larga, de 20 6 22 atomos de carbono, con 3, 4, 5 y 6 enlaces
dobles. El resuitado son dos familias de dcidos grasos indispensables requeridos para la
formacion de estructuras celulares y para la sintesis de prostaglandina. Los dcidos grasos
con cadenas de 20 6 22 dtomos de carbono y dobles enlaces en 3, 4, 5 y 6 derivados de los
dcidos linoleico y linolénico, se denominan acidos grasos indispensables de cadena larga.
22y

En el cuadro 2 se muestran los dcidos grasos mas comunes en semillas vegetales y su

porcentaje de dcidos grasos que normalmente se encuentran:

CUADRO 2
Acidos grasos mis comunes en scmillas vegetales. %

Nembre sisteniitico Nombre coman Simbolo (%) de écidos grasos
Dodecaaaico Laurico 12:0 <4
Tetradecanoico Miristico 14:0 2
Hewndecanoico Patmitico 16:0 [
Octadccanoico Estedrico 18:0 4
Octadec-Yc-envico Oleico 18:1 34
Octudce-9c-diencico Linoleico 18:2 34
Octadec-Yc-tricnoico Linolénico 18:3 s

En el cuadro 2 se observa la variedad de acidos grasos en semillas, en donde el porcentaje
varia considerablemente llegando a determinar que los acidos grasos predominantes son el
Palmitico. Oleico y Linoleico. El dcido olcico es el mis ampliamente distribuido, y se
cncuenira cn cantidades elevadas en las grasas animales y en los aceites de semillas

(cuadro 2). siendo el dcido graso mayoritario de los triglicéridos del aceite de olivat'"

3.5.3 Aspectos nutrimentales de los aceites y grasas.
Por mucho tiempo, los aceites y las grasas han sido el tema central de los més diversos
estudios y recomendaciones, en donde se seilalan sus cualidades o bien se hace énfasis en
sus efectos negativos; sin embargo, la tendencia actual es reconocer que estos ingredientes
son indispensables en la nutricién, ya que son las principales fuentes de energia. Los
aceites y las grasas son un componente principal y esencial en la dieta humana. En
9




situaciones dc deficiencia caldrica, las grasas y los hidratos de carbono evitan la
movilizacién proteinica ¥ mejoran la tasa de crecimiento. Algunos alimentos ricos en
grasas son fuente de vitaminas liposolubles. y la ingestion de grasas mejoran la absorcién

de estas vitaminas independientemente de su origen. ¢

3.5.4 Factores fisicos y quimicos usados cn la caracterizacion de grasa y aceites.

Densidad

En términos absolutos. la densidad es definida como el peso de una sustancia por unidad de
volumen: en los liquidos es expresada como g / cm’. La densidad depende de la
Temperatura ¥ de la Presién, la Temperatura debe especificarse junto con la densidad y la
Presion no es necesaria en los liquidos porque son incomprensibles, en grasas y aceites se
emplea la densidad relativa, la cual es ficil de medir ya que se obtiene dividiendo el peso

del aceite a investigar contenido en un picnémetro por el de’la sustancia de referencia
ntra relacionada con su grado de

(generalmente agua), La densidad de los aceites se enc

instauracién., &

indice de refraccién - -
Es una constante ﬁsich para medir el fendmeno mediante el ‘cual, cuando un rayo de luz

monocromatica pasn de una sustancia lraspnrenle aotra'de’ dlferente densidad, éste se
desvia o refracta, excepto cuando pcnetra perpend cularmcmc ala superficie que separa

ambas sustancias. En grasas y aceites son usados con ‘frecuencia para dar idea sobre la
urso de algunas reacciones. La

identidad ¥ pureza de las muestras, asi como pam segunr el
relacion entre el indice de refraccién y. la estructum y composuc:én de los acidos grasos y
acilgliceroles puede resumirse en los siguientes puntos:

« [l indice de grasas y acidos gnisos' aumenta al crecer la cadena hidrocarbonada.

v El indice de refraccion de grasas y ‘4cidos grasos aumenta con el nimero de dobles
enlaces en la molécula y al aumentar el grado de conjugacion entre éstos.

v El indice de refmccién‘de Ios'ac_ilgliceroles simples es mas alto que el del acido graso
correspondiente. .

v El indice de refraccién de los monoacilgliceroles es considerablemente mas alto que el

de los correspondientes triglicéridos simples.® *'"



Punto de fusién
El punto de fusiéon es una propiedad fisica 0til ya que da idea sobre la identidad del

compuesto. Los puntos de fusién de los dcidos grasos son directamente proporcionales a la

longitud de la cadena hidrocarbonada y disminuye al aumentnf el grado de insaturacién de

Py 9,
los dcidos grasos.*®

indice de yodo ; .
Se define como ia cantidad de yodo (en gramos) absorbidos por 100 gramos de grasa o

aceite bajo condiciones estandar. El indice de yodo represeh!a el grado de instauracién real
s6lo cuando los dobles enlaces no se hallan conjugados y la estructura de los 4cidos grasos
no impida la entrada dei halégeno. En el cuadro 3 se indican los niveles de indices de yodo
para diversos grupos de aceites y grasas, en donde algunos, tienen la propiedad de formar
una pelicula fuerte y sélida cuando se desecan al aire, estos se Ilaman aceites secantes
utilizandose en la elaboracién de pinturas y barnices; contienen un gran nimero de 4cidos
grasos no saturados, los no secantes no secan y no forman peliculas duras y las del tercer

grupo de semisecantes que forman peliculas con gran lentitud.®**
CUADRO 3.

Clasificacién de accites de acuerdo al indice de yodo.'”’

Grupas Ejemplos Indice de yodo
Ceras. Muy bajo
Grasns animules. Mantequilla, manteca de cerdo. 30-70
Aceites no secantes. Aceite de oliva y slmendra. <90
Accites semisecantes, Aceites de semilla de algodén y soya. 96-130

130-200

Accites secantes, Aceites de linaza y girasol.

indice dc saponificacié
El indice de saponificacién se define como el numero de miligramos de hidréxido de
potasio necesarios para neutralizar los dcidos grasos resultantes de hidrolizar 1 gramo de
muestra. Los ésteres de los dcidos grasos de masa molecular baja requieren mayor cantidad
de dlcali para la saponiﬁcncién, De tal modo, el indice de saponificacién es inversamente
las ‘masas moleculares de los 4cidos grasos dc los

proporcional al promedio de
acilgliceroles presentes. Sin embargo, el indice de saponificacion no es tan 0til para la

identificacion como el fndice de yodo debido a que muchos aceites tienen indices de
saponificacion semejantes. Sin emi:argo, es muy usado para detectar la posible adulteracién
de una grasa en particular con aceite de coco, aceite de nuez de coco y grasa de



mantequilla. los cuales contienen una elevada proporcién de acidos grasos de bajo peso

molecular. Ademads, la presencia de hldrocarburos paraf'mcos se pucden detectar por la

aparicién de turbidez al afadir agua a: Ia soluclén emnéllcn del aceite - o grasa
[CAEE) RERROP R PRI,

s. .

saponiticado:

indice de acidez :
El indice de acidez se define como cl numero de mlhgmmos dc hldréx:do de potasm
¢ gramo de’ mueslra. El rcsultado

requeridos para neutralizar los acndos grasos hb s d
también puede expresarse en términos dc porcemu_;e da amdos grasos tibres, asumiendo que

los dcidos grasos presentes tienen un peso molecular equlvaleme al del 4cido oleico.t*®

El indice de acidez es usado comunmcmc como el indicador del grado al cual se han
descompuesto los acilgliceroles del aceite por ucc:én de las lipasas o por alguna otra causa,
tales como el calor y la luz. Asi mismo, como ‘Ia rancidez es acompafiada usualmente de
una presencia relativameme‘nlta_ de acidos grasbs libres, le determinacién es usada como

una indicacién general de la condicién y estabilidad de los aceites. & %!

3.5.5 Refinacién de aceites
El proceso de refinacién de una grasa se realiza para eliminar el contenido de acidos grasos

libres. proteinas, pigmentos y otras impurezas como fosfatidos y sustancias mucilaginosas.
Es importante la reduccién de los dcidos grasos libres ya que son los causantes de la
rancidez. Los fosfitidos y las sustnncxas mucilagmosas son. solubles en el aceite sélo en
forma de anhidros y por medio de su hldratamén Yy prempltacxén se separan facilmente.
Q2.3 s .

El aceite crudo contiene una gran cantidad de impuvre‘zms‘ por lo que es importante su
refinacion. los pasos son:

Desgomado
Este proceso consiste en la extraccién acuosa de diversos compuestos hidrosolubles, tales

como fosfatidos, el cual es poSiblc separar ya que establece una fase inmiscible con el
aceite; ademas de esta sustancia, también se extrae el agua que originalmente contiene la
materia prima: el desgomado es indispensable ya que los fosfatidos aun en concentraciones
bajas s¢ hidratan y precipitan, provocando serios problemas en el almacenamiento, mayor

susceptibilidad a la oxidacién y formacién de espumas durante el calentamiento. '3



Neutralizacién

El método se basa en una reaccién de saponificacién y se efectiia basicamente para eliminar
los dcidos grasos libres que contengan los aceites, pero también se. reduce los
monoacilglicéridos y los fosfitidos que quedaron después del desgomado, es recomendable
trabajar con accite de semilla recién molidas, ya que al dejar pasar el tiempo, se incrementa
considerablemente la cantidad de icidos grasos libres, ya que las lipasas actian mas

ficilmente sobre los triacilglicéridos y libera los dcidos correspondientes.t’

Extracciéon de ceras.

Este proceso es una forma muy especializada de cristalizacién fraccionada en donde se
separa componentes no deseados de una grasa cruda, para esto se enfria la grasa con
suficiente lentitud para que las ceras que tienen altos punto de fusién cristalicen de una
forma sclectiva, esto es sin f’ormacxén dc cnstalcs mixtos, los cristales se separan por

filtracién o decantacién. La prcsencna de Ia cem en el proceso de refinacién origina efectos
en h chlclosa) y al encontrarse en una alta

indeseables (apariencia turbm y consi
proporcion, es imposible commua con ‘el proceso de refinacién, a diferencia de los
ceras son ésteres formados por una molécula de
g 013

acilglicéridos de las grnsas y aceites,

un alcoho! monohldroxﬂado dc c a larga y una de dcido gras:

Blanqueado.
Este tratamiento se utiliza para cllm
método mas comtin se basa en’ un
adsorbentes, prlncxpalmentc arclllas neutras o carbén activado. Las neutras son derivadas
de la bentonita AliSizO20(OH)s.n (H20); pero el carbén activado es el miés efectivo, aunque

tiene el inconveniente de que es muy caro y de que retiene gran cantidad de aceite, por esta

ar las susumcms que le imparten color al aceite. El
proccso dc adsorcién que utiliza diversos agentes

razén, para lograr mejores resultados en la decoloracién, a veces se mezclan arcillas neutras
con 5-10% de carbdn activado, el poder decolorante de estos materiales depende de muchos
factores, pero sobre todo de la forma microcristalina que presenten y de las impurezas que

contengan. Las tierras tratadas con acidos se deben lavar bien pues de otra manera llegan a

conferir cierta acidez al aceite.!'®

3.5.6 Perfil de idcidos grasos . ; .
El perfil de &cidos’ grasos'se realiza para obtener informaci6n detallada acerca de su
naturaleza, cardcter, tratamiento y “composicién 'de ‘una muestra, para efectuar este

procedimiento se emplea la cromatografia de gases la cual se ha impuesto actualmente,

13




como método de separacién en el campo analitico, por ser simple en su fundamento y
desarrollo, por la sencillez de su manejo, por la rapidez con que se efectian: las
separaciones y por que, en la mayor parte de los casos, la separacién y. la precisién
alcanzables son altamente satisfactorias. En la cromatografia de gases, en la fase movil se
encuentra una mezcla a resolver. y se utiliza un gas no retenible o inerte ‘adicivvonnl que
pucde ser Helio o hidrogeno. conocido como gas acarreador o fase movil, que sirve para
Hevar la mezcla a la columna cromatogrifica en donde se efectGa la separacién, el
propdsito del detector es reconocer el paso de las sustancias que son eluidas por el gas
acarreador conforme salen de la columna, la sefial que se produce en el detector es
procesada mediante un microprocesador que genera un grxiﬁéo de separacion de las
sustancias. la identificaciéon de los compuestos de interés se realiza comparando los
tiempos de retencién de estandares comerciales y la muestra problema, para poder realizar
una andlisis cualitativo — cuantitativo, es necesario que.a la muestra se le afiada una
sustancia de referencia no contenida previamente en ella, dicha sustancia se le llama
estdndar intemmo y deberd tener un tiempo de retencién similar al de los componentes de
inlcrés.“"""" .

3.6 EXTRACCION DE LIMONOIDES

De los estudios que se han realizado a la familia de las Meliaceas, se reporta que son ricas
en diversos complejos llamados limonoides, estos son compuestos terpénicos de alto peso
molecular en donde su utilidad principal es como insecticidas, entre las caracteristicas que
tienen es su especificidad con insectos y se ha visto que su efectividad es al 100% en larvas
y 90% cn insectos maduros, un ejemplo claro es la Trichilia havanensis la cual se
encuentra distribuida en México, su nombre comtin es tinajillo, es utilizado en la sierra de
Puebla para proteccion de sembradios de maiz su empleo consiste en realizar una pasta con
semilla madura la cual es colocada en la tierra alrededor del tallo, esto impide que gusanos
e inscctos daiien al cultivo.t>5%

Por los motivos antes expuestos, la busqueda de nuevos agentes insecticidas de origen
vegetal con una toxicidad potencial menor se encuentra ampliamente justificada, en este
contexto las plantas y semillas producen un rango muy diverso de metabolitos secundarios
tales como terpenoides, alcaloides, flavonoides y cumarinas que estin involucrados en los
mecanismos de proteccién de Jas plantas al ataque de insectos y otras plagas, es importante

mencionar que numerosos productos naturales con propiedades insecticidas son inocuos




para ¢l hombre y otros vertebrados, sobre todo en comparacién con los efectos neurotéxicos
de los insecticidas sintéticos convencionales.'®

Los insecticidas extraidos de limonoides se han convertido en una promesa para su
utilizacién debido a que son biodegradables, pero su aislamiento es muy caro, se toma en
consideracion la variedad de Melidcea con la que se trabaja ya que debido a'las complejas
estructuras que poseen se encuentra de 6 a 8 tipos diferentes de limonoides y no todos
tienen un empleo como insecticidas, de los limonoides extraidos de la variedad de Trichitia
frirta no han sido investigados con respecto a su nivel de toxicidad argumentando que al ser
insecticidas de origen natural son inocuos para el hombre y otros vertebrados, sin embargo
la Melidcea Azadirachata indica especie obtenida de Africa, la cual se ha empezado a
utilizar como insecticida y se ha encontrado que su dosis diaria admisible es de 5000 mg /
Kg de p.c., esto indica que es necesario iniciar una investigacién para la variedad de
Trichilia hirta. '

Para obtener limonoides de alta pureza, se aplican diversos pasos que resultan laboriosos,
como la Trichilia dregeana, ya que para obtener sus respectivos compuestos terpénicos es
necesario eliminar Ia cascarilla y solo trabajar con los cotiledones.*®

De la Trichilia hirta se han encontrado diversos tipos de limonoides, los mas estudiados
hasta este momento son: Melaniona, Hirtina, Melanodio!l y Bourjotinolona-A. Existen
mecanismos que no se han logrado explicar y son los de iimonoides aislados de semillas
inmaduras que revelan una disminucién en el grado de oxidacién del esqueleto del
tetranotriterpenoide el cual es considerado precursor de los limonoides, en cambio en
semillas maduras la oxidacion es alta y como consecuencia la cantidad final de limonoides
es minima (434447

Entre las numerosas técnicas que existen dos son ampliamente utilizadas una de ellas es: Ia
cristalizacién en la cual utiliza un liquido madre, y dependera del tipo de limonoide que se
desece extraer, el segundo es mas comin y se diyide en dos etapas una es en arrastrar
diversos tipos de limonoides con hexano y sepéfa;]os con una mezcla de metanol-agua, la
segunda etapa ‘consiste en separar por Cromatdgfa'ﬁa ‘en Fase Liquida y verificar su
estructura por espectroscopia de Resonancia Magnética esta técnica fue la empleada en este
estudio y se utilizé la primera etapa ya que nuestro interés reside en su extraccién ya que
interfiere con el valor del indice de acidez de Ia' muestra en estudio, la desventaja radica en

que solo extrac del 75 a 80% de limonoides.(43:34:4649.52)



3.7 FACTORES TOXICOS Y ANTINUTRICIONALES.

El medio ambiente ha dotado a las plantas con una capacidad genética de sintetizar

sustancias téxicas ¥ que aseguran su supervivencia contra los depredadores tales como son

los insectos, los hongos. o los animales incluyendo al hombre. Por su modo de accién, las

sustancias nocivas de los alimentos pueden ciasificarse en dos grandes grupos:

<+ Las sustancias antinutritivas: el efecto téxico de las cuales se¢ basa cn disminuir la

disponibilidad o provocar una pérdida suplementaria de los nutrimentos esenciales.
Estas sustancias provocan un desequilibrio, que a la larga determinan la aparicién
de sfntomas particulares que se compensa por un aporte suplementario de los
nutrimentos implicados, en un inicio del trastormo.

< Los téxicos de los alimentos de efectos indeseables no puede compensarse por
aporte suplementario de nutrientes. Son compuestos que tienen un efecto téxico
directo sobre el organismo. Su modo de accion puede explicarse, sea por su
particular reactividad, por un mimetismo molecular de las hormonas, aminodcidos

o0 en ciertos casos por la existencia de una informacién genética que favorezca la

aparicién de una determinada patologia.t'®

Por lo tanto. algunas semillas como Cacahuanano (Gliricida sepium) y colorin (Erytrina
americana) no son usadas en forma directa como alimento humano porque contienen
factores téxicos y antinutricionales intrinsecos los cuales interfieren con los procesos
digestivos. inhibicién de crecimiento, hipoglucemia o dafios a tejidos tales como pidncreas o
higado. Especialmente se considera que un alimento en condiciones normales es aquel que

al ser ingerido repercute en un beneficio, en cambio un agente téxico causard un efecto

adverso al organismo.®"

Inhibidores de proteasas.

Los inhibidores de tripsina son también proteinas que tiene la capacidad de inhibir la
actividad proteolitica de ciertas enzimas. Los inhibidores de tripsina son probablemente los
mas distribuidos en el reino vegetal y particularmente en las leguminosas, actian
inhibiendo a la tripsina la cual es una enzima proteolitica de suma importancia en la
digestion de animales monogastricos, estos inhibidores son considerados factores
antitripsinicos ya que han sido aislados de una gran variedad de fuentes naturales vegetales.
L.os inhibidores de proteasas son proteinas termolébiles que se encucntran en granos y

semillas, cuyo consumo reduce la digestibilidad y el aprovechamiento de proteinas que
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participan en el proceso digestivo. Los inhibidores mas conocidos son los de Kunitz y

Bowman-Birk de la soya: el primero es una proteina celular, no helicoidal, con 197

aminoacidos de un peso molecular de 21, 500 con dos enlaces disulfuro, los cuales uno de

cllos son fundamentales para su actividad; el segundo consta de 72 aminoacidos, con un
peso molecular de 7,975, éste contiene 8 enlaces de disulfuro, que se asocia -

reversiblemente y forma una mezcla de monémero-dimero siendo mds estable al calor, a

los dcidos y a la pepsina que el primero, ambos inhiben el crecimiento, reducen 'la

absorcion de lipidos, la digestibilidad de proteinas, causan hipertrofia pancredtica, aumento
s ST
o.

de la secrecidn de bilis y jugo pancredtic
En cuanto al mecanismo de inhibicién existen varias teorias entre los investigadores entre

las cuales se menciona que:
Los inhibidores de enzimas prolcolmcas forman fuertes complc_]os dc proteina con

las proteasas.
- Laenzima e inhibidor expenmcntan un tlpo de mteracclon enztma-sustrato

adecuado. '®

Fitohemaglutininas o lectinas.
En muchas semillas principalmente de legummosas exlsten susmncxas de origen proteinico,

llamadas fitohemaglutininas o lectinas por. la: cap ’mdad de aglutlnar a los glébulos rojos
humanos y de otras especies animales debldo ‘a’ su especlfcldad para glucoproteinas de los
sitios receptores en la superficie cclu]ar. La: pnmera descripcién de una lectina fue
milln de ricino y atribuyé su toxicidad a

presentada por Stillmark que en 1889 cstudié I‘u
una proteina que llamé ricina. Landstlner en l908 cncontré en las leguminosas el grupo de

lectinas mas importante, desde el punlo de vlsla ‘nutrimental, observaron que los extractos

producian aglutinacién pero en otros no se “detectaba accién téxica. Posteriormente,

Summer aislé de una leguminosa una globulma que [lamd concavanina A, la cual tiene
actividad aglutinante. La hemagluumna de soya fue aislada por Liener en 1953 y Jaffé en
1960 encontré que la causa del efecto _téxtco de las lectinas ingeridas se relaciona con su
accién sobre la absorcién intestinal. De los resultados obtenidos la lectina interacciona con
grupos receptores situados en la superficie de las células que conforman la mucosa gastrica,
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de una manera semejante como se combinan con los glébulos rojos, interfiriendo en la
absorciéon de nutrimentos y se ha observado que.- en estudios con animales en
experimentacién que consumen una dieta prepamda con semillas de leguminosas con
elevado contenido de lectinas presentan dlarrcas. daﬂo hepauco, absorcién reducida de
aminodcidos, hipoglucemia. pérdida de - peso’ y en algunos casos la muerte. Las
fitohemaglutininas como la mayoria de las protemas, son termolibiles y generalmente su
efecto toxico se puede eliminar o dlsmlnmr notablemente por medio de un tratamiento

térmico adecuado. presentindose asi un incremento en cuanto al valor nutricio de las

. R !
leguminosas, '3

Alcaloides
Los alcaloides son una clnsc heterogénea de productos naturales de las plantas. La palabra

alcaloide es derivada del término “élcal"‘ usado originalmente para describir un grupo de
bases de origen botémco, lo cual nos indica que estas sustancias se comportan como dlcali
quimico. Los alcalo:des conllencn mtrégcno en su molécula, frecuentemente en un anillo
heterociclico y son de naturaleza bﬁs:ca, generalmente se encuentran como sales de dcidos
orgdnicos y la mayoria posccn importantes propiedades farmacolégicas, la mayoria
contienen oxigendy son séiidos cristalinos y todos son 6pticamente activos, en general son
insolubles en agua como base ’yﬁsoluibles en disolventes organicos; sus sales son solubles en
agua: en estas propiedades se 'ba’sar"'l los procedimientos que se siguen para su extraccién de
plantas. asi como para su pﬁriﬁcacién. Algunos compuestos como la colchicina y ricinona
han sido considerados excepciones de los alcaloides ya que no son basicos y en el caso de
la efedrina, muscarina y mezcalina 'porque no contiene nitrégeno en el anillo heterociclico.
LLos alcaloides con anillos heterociclicos son llamados Alcaloides verdaderos y son
clasificados de acuerdo al sistema anular presente en la molécula. Ademés poscen las
siguientes caracteristicas: )

L] dtomo de nitrégeno es pane del s:stemn heterociclico.

.
¢ El compuesto tiene una estructura molecular compleja.
¢ El compuesto posce lmponante actw:dud farmacolégica.
¢ El compuesto pertenece al reino vegetal.



Y aquellos que no tienen anillos heterociclicos son conocidos como protoalcaloides y son
aminas. Los protoalcaloides y los alcaloides verdaderos son generalmente derivados

directamente de amino4cidos,?%3"3

Las monocotiledoneas son generalmente pobres en alcaloides a excepcién de‘lasbLiliﬂo‘me
¥ Graminae. Los alcaloides tienden a acumularse en cuatro tipos de tejidos: tejido
activamente creciendo, células epidérmicas e hipodérmicas, cubiertas vasculares y .en
vasos. l.os alcaloides y sus preparados constituyen una importante proporcién de- las
sustancias empleadas frecuentemente en la moderna terapéutica, como medicamentos se
caracterizan por su gran potencia; una ligera disminucién en la proporcién de alcaloides en
un preparado puede causar una importante reduccién en su accién fisiolégica y por otra
parte, un ligero exceso puede ocasionar efectos téxicos.?%2"

Las cantidades de alcaloides que se hallan presentes varian considerablemente en las
muestras debido a: '

¢ Edad de la planta en el momento de la recoleccién.

¢ [Estacion del afio en que se efectta la colecta, clima y suelo en que se desarrolla la

planta, Co

¢ Tipo de variedad de la misma especie;‘zo)

Glucésid iandgeni

Aparecen en algunos vegetales que al ser macerados o dafiados pueden liberar cianuro por

accidn enzimitica de las B-glucosidasa, y el ién cianuro a nivel de la citocromo-oxidadasa,
¢s inhibidor de la cadena respiratoria. Algunas variedades de judias y guisantes contiene
pequeiias cantidades de HCN (2mg /100g), en el sorgo el contenido es de 240mg /100g, la
amigdalina fue el primer glucésido cianogénico identificado en las almendras amnargas,
presentandosc también en otras clases de semillas, la durrina se encuentra en el sorgo y
algunos pastos, en la linaza podemos encontrar lotastraulina y linamarina, esta ultima se
presenta en diferentes variedades de leguminosas. Otros alimentos que contiene glucésidos
ciandgénicos son: el frijol de lima, ¢l lupino, la casava y la tapioca.(3-242829

l.os glucodsidos cianogénicos no son téxicos por si mismos, sino lo son por el dcido
cianhidrico liberado ‘por via enzimiitica, llegindose a presentar autélisis de estos
compuestos, solo cuando hay un dafio fisico en la planta y depende de la presencia de la
enzima especifica B-glucosidasa y agua. Las enzimas se encuentran extracelulares y actian

solamente después de la ruptura de los tejidos de la semilla. La dosis letal media de dcido
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cianhidrico para un individuo cuando es ingerida por via oral se ha estimado entre 0.5-3.5
con esta dosis se presenta sintomas de adormecimiento

mg / Kg. de peso corporal,
cianosis, temblores.

periférico con ligeros mareos, seguidos por confusién mental,
convulsiones, coma y finalmente la muerte. El dcido cianhidrico es un potente inhibidor
del sistema respiratorio celular, ya que su sitio de accién es sobre el citocromo oxidasa, la
cual es un catalizador respiratorio terminal de los organismos aerobios. En caso de dosis
subletales se puede presentar dolor de cabeza, sensacién de opresién en la garganta,
palpitaciones ¥ debilidad muscular, en estos casos el organismo es capaz de llevar a cabo
un proceso de dcstoxiﬁcaéién. ya que existe una sulfotransferasa (rodonasa) que cataliza {a
reaccién del acido cianhidrico ‘con el tiosulfato formando suifito y tiocianato que es

climinado por orina !23-342%)

Fitatos It

Quimicamente el z'xcido fitico es hexafosfato de inositol, representan una clase de complejos
que influyen sobre las proplcdadcs nutrimentales de los ahmemos, los fitatos pueden ser
encontrados en una’ gmn variedad de allmcntos como los granos de ccrealcs y leguminosas,
localizindose - con frecuencia en el pericarpio donde se encuenlra cn canndadcs que oscilan
de 0.2-0.5 %, este contenido varia de las condlcnonas dc culuvo. especxe y variedad con la

que se trabaje.t'®

Puede ser desfosforilado en cierto grado hasta mosntol en el lumen m!eslmal por la enzima
fitasa. ademds se encuentra en abundancia en el trigo en el centeno y la cebada, la fitasa del
centeno es mas activa y es destruida por el calor, ademés el acido fitico y sus sales, son
componentes comunes de los tejidos vegetales relacionados con productos alimenticios.?*
Seis grupos reactivos de fosfato presentes en la molécula del dcido fitico hacen de este
compuesto un agente fuertemente quelante, en el que 8 de los 12 protones disociables de!
fitato estin disponibles para atrapar metales como Cu®*, Zn**, Mg®* y Fe? que se unen a
minerales tales como el Ca?*, bajo condiciones de pH cn el interior del conducto
gastrointestinal en la parte superior del intestino delgado, en donde el Acido fitico es dos
veces desmineralizante: ya que en primer caso proporciona fosforo inutilizable; y una
segunda cuando acompleja elementos indispensables de el organismo y provoca finalmente

0 Loy - - . 2728
osteoporosis y/o raquitismo en animales monogastricos y seres humanos.?72%
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Saponinas
Las saponinas son glucésidos anfilicos, los cuales son resultado de la reaccién de azlcares

(pentosas. hexosas o dcidos urdnicos) con un grupo no polar llamado aglicona o
sapogenina, al final se obtiene la saponina ef ‘cual puede ser ya sea un esterol & triterpeno,
aunque la mayoria de las saponinas qﬁc han sido identificadas son triterpenoides. (Figura 1)

R-OH -+
Azcar N .\‘n[mgtnlna;"
Figura 1. Formacién genérica de una saponina triterpenocide o esteroidal.

HOX " | R-OH + M0
o saponina ' agua

Las saponinas son sustancias en su mayor parte amorfas, de sabor amargo, en general son
inodoras. de dificil cristalizacién; sus soluciones coloidales al producir espuma, reducen
fuertemente la tension superficial por lo que pueden estabilizar las emulsiones de grasas y
aceites, tienen propiedades estornutatorias, irritan los ojos y la piel cuando se frotan, son

termorresistentes, forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroles. Son

medianamente solubles en alcohol, al enfriarse las saponinas precipitan en disolventes
organicos, son insolubles en dAcido sulfirico concentrado, las soluciones de saponinas
esteroidales producen una coloracion que varia del rojo al violeta, y se ha visto que algunas
saponinas provenientes de alfaifa inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos, y en
la experimentacién con animales monogistricos, se observaron. diferentes respuestas
dependiendo del contenido. de saponinas de alfalfa administrada, . en donde el resultado
visible fue un decremento en el peso, en general el modo de accién de las saponinas sobre
los animales monogdstricos es poco conocido, 23938 :

En cuanto al contenido de saponinas para el hombre en ciertos productos alimenticios, no
son téxicas por ingestién oral.’ La dosis letal media (DLso,), estudiada en pcrros, conejos y
ratas va de 25 a 3000 mg /Kg. de peso corporal. Las saponinas crean lesiones
gastrointestinales y si pasan a la corriente sanguinea pucden hemohzar las células de los
glébulos rojos, pueden producir fallas en la rtspnrac:én. convuls:ones y coma. Las
saponinas producen hemédlisis en diferentes lnpos de glébulos ro;os. ta heméhs:s se define
como la destruccion de los glébulos rojos que producc la hberaclén de hcmoglobma.

La toxicidad de las saponinas esti a discusién ya que en algunos paises tienen limites
(38)
S,

permitidos mientras que en otros se utilizan como admvos para alimento:
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Taninos
Entre los compuestos polifendlicos que se encuentran en los alimentos, los taninos

constituyen un grupo caracterizado por su facultad de combinarse con las proteinas. Esta
rcactividad particular en la que se-basa ¢l curtido de pieles. que presentan los taninos
hidrolizables ¥ los taninos condensados, define también su actividad bioldgica, que se
manifiesta por su gusto asfringemc. La presencia de estos polifenoles en los alimentos
dctermina una disminucion.del valor biolégico de éstos. debido en gran parte, a“ una
interferencia con la utilizacién digestiva de las proteinas, numerosos trabajos muestran el
efecto de la accién antinutricional de los taninos presentes en los alimentos (cacao,

platanaos, habas, sorgo). pero en la industria los taninos se utilizan como aditivos en la

produccién de vino, sidra'y cerveza, contribuyendo al sabor y ayudando a la clarificacién,
su dosis diaria admisible es de 500 mg/ kg p.c./ dia. (29.54)

Los cfectos antinutricionales de estos pohf‘enoles se manifiestan principalmente por un
aumento de la excrecién fecal de nltrégcno, dlversas hlpéteSIs han intentado explicar el

fenémeno:

dificil evaluar: la |mportanc:a relatlv ,de estos. mecumsmos en el efecto final, que

In
3

depende lnmbxen del upo dc tanino presente en el ahmento y “de su estado, libre o asociado

a protemns. sin’ embargo se sabe que estos corn le_) s, dlf'mlmeme hidrolizables por las
“la- pérdlda fecal de nitrégeno. lLa actividad

enzimas proleoliucas. pamc:pan en
e también por la aptitud que tienen estos

antinutricional de los tanmos pu‘ de mamfest
polifenoles a asociarse a los iones di- Y lrlvalenles. Se ha demostrado que la ingestién de té

disminuye la dlsponlblhdud de Ferro dcl"ahmcnto. en cambio, la formacién de complejos

con ¢l plomo y los metales pesados puedén !ener una funcién protectora impidiendo su
absorcién. El dcido !émco, al combmarse con _la vitamina B,z y el factor intrinseco,
disminuye la blod|spombll|dad dc es!a vxmmma, por otro lado, la vitamina B; puede ser
destruida por los taninos del té al igual que las reservas hepiticas de vitamina A.27.29)
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Nitratos
La presencia natural de nitratos en el medio ambiente es consecuencia del ciclo del

nitrégeno, que consiste en el intercambio entre nitrégeno atmosférico y terrestre que tiene
lugar por diferentes vias, el aire, el agua, el suelo, las plantas, los animales y el hombre,
algunos alimentos como las espinacas, zanahoria, acelgas y remolacha, tiende aumentar cl
contenido de nitratos cuando se realiza fertilizacién con nitrégeno. Se ha reportado que la
metahemoglobinemia es el principal efecto téxico de la ingesta de nitratos, estd causada por
nilritos. que son los productos de reduccién de los nitratos, el proceso quimico es el
siguiente: los nitritos formados por reduccién de los nitratos oxidan el hierro (II) de la
hemoglobina a hierro (I11), dando lugar a metahemoglobina que es incapaz de unirse al
oxigeno. produciendo cianosis asintomadtica, acompaiada de hipoxia, debilidad, disnea.
taquicardia y perdida de conocimiento, es por esto que este tipo de envenenamiento se le
conoce como el sindrome del bebe azul, se han sefialado casos de metahemoglobinemia en
nifios debidas a los nitratos presentes en vegetales, esto se debe a la menor acidez del
estdmago que permite el desarrollo de ciertos microorganismos que contienen enzimas que
pueden reducir los nitratos a nitritos, los efectos téxicos en adultos son poco comunes pero
esto dependeri del consumo y condiciones del organismo. Los nitritos tiene otros efectos en
adultos como la disminucién de la eficiencia vitaminica de la racién alimentaria,
especialmente interaccionando con la vitamina A y las vitaminas del grupo B, de los
estudios realizados se ha concluido que los riesgos para la salud no sélo se deben a la
concentracion de nitratos en el agua y los alimentos, sino también a la presencia o ausencia

de condiciones favorables a su reduccién a nitritos.®?
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IV. METODOLOGIA

4.1 DIAGRAMA GENERAL DE LA INVESTIGACION.

En el siguiente diagrama de bloques se muestra el desarrollo que se sigui6 para realizar este
estudio. ‘

‘ Obtencién del material biolégico l
' Limpicza y seleccion j

[ sccado a 50°C /24 horas |

' Pardametros ﬂsicosﬁ Semillas I

_Densidad
calérica

Harina de Napahuitq B

Decnsidad calérica

Grasa cruda *

Deszomado

Blangquco

Neutralizado

) Determinacién de
l* factores téxicos y
antinutricionales

* Andlisis'y con

Figura 2, Diagrama general de trabajo para 1a semilla de nspahuite, en donde se describe Ia secuencia de
actividudes.

24




A continuacion se describe cada uno de los bloques del diagrama anterior.

4.2 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

Sc trabajo con semilla de Napahuite, la cual se adquirié en el mercado de Tapachula,
Chiapas el peso del lote fue de 3 kg. y el precio del kilogramo fue de 35 pesos.

4.3 LIMPIEZA Y SELECCION.

Sc separo manualmente el material extrafio (piedras semillas o granos exiraﬂos. material
vegetativo) y las semillas dafadas fisica, quimica y bioldgicamente. :

4.4 SECADO.

El material se extendié en charolas y sc coloco en una estufa durante 24 horas a
temperatura de 50 grados centigrados.

4.5 DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICOS.

Con la finalidad de caracterizar la materia prima, se realizé la determinacién de algunos
parametros fisicos que permitirin en estudios posteriores identificar en forma rdpida si se
trata de la misma variedad.

4.5.1 PESO HECTOLITRICO

Fundamento:
Se cuantifica midiendo el peso de una muestra representativa del lote de semilla limpia que

ocupa un volumen establecido, el valor se reporta en Kg / hl o g / 100 ml, en donde se sabe
que existe equivalencia, ya que por térmmos précncos, cI resultado se expresaen g/ 100
mil. L T

1 hectolitro = 100 litros = 100000 ml :
1 Kg = 1000g :

Kg x‘
hi

Materiales y reactivos:

100 mt

» Probeta graduada de lOOmI Klmax.
» Balanza granataria, Saulcr 5

Procedimiento: . -
Sc taré la probeta en ia balanu grunatarl'a y:.se agregé unn muestra representativa de

semilla correspondiente a 100 ml Esxa opcmclén se’ rcpmé 4 veces con el fin de obtener
valores promedio y su desviacién esténdar. El resulmdo dela prueba se reporté en g/100ml.
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4.5.2 DETERMINACION DE PESO Y TAMANO DE LA SEMILLA

Materiales y reactivos:

> Balanza analitica Sartorius.
> Vemier.

Procedimicnto:
Sc tomd una muestra representativa de 10 semillas y se pesé cada una por separado en la

balanza analitica, a ésta misma se le midié el largo y el ancho usando el vernier. El
procedimiento se repitié para otros dos lotes representativos de semillas.

El resultado se reporté como el promedio y su desviacion estandar.

4.6 MOLIENDA

Con una muestra de semillas tomada al azar, se fraccioné en un molino Thomas-Wiley

modelo 4 y se obtuvo la harina integral (tamaiio de particula de lmm de diametro).. -

4.7 ANALISIS PROXIMAL.

Fundamento:
El analisis proximal o sistema analitico Weende se desarrollo en Alemama hacc més de IOO
afos, en la estacién experimental que lleva su nombre. Este sistema se ha cnucado ‘mucho,

pero hasta la fecha nadie ha desarrollado otro que sea tan préictico y acepmble."‘_"

El analisis proximal se rcalizé de acuerdo a las técnicas descritas en el AOAC con

pequefias modificaciones:

Humedad (H)

Proteina cruda (P)

Grasa cruda (G)

Fibra cruda (F)

Cenizas (C)

Hidratos de carbono asimilables obtenidos teéricamente por diferencia:
%Hidratos de carbono = 100 - [2H + %P + %G + %F + %C].

®0 0000
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4.7.1 PROTEINA VERDADERA

Fundamento:
La técnica se basa en la solubilizacién del nitrégeno no proteinico y de la proteina soluble,

¥ la posterior precipitacién de dicha proteina con tungstato de sodio; con el fin de eliminar
¢l nitrégeno no proteinico que puede contribuir en la detcrmmacxén dc mtrégeno por medio
del método de Kjeldahl. Con este método la proteina no soluble tambxén es (omadn en
cuenta. ya que en la etapa de filtraciéon se incluye: Jumo con la protcfna soluble

precipitada, 339

Material y reactivos.
Digestor TECATOR mod. Ab 20/40.

-

» Microdestilador TECATOR AUTO KJELTEC No I030

~ Agitador magnético THERMOLINE mod. Sp-13025.

> Papel Whatman #50 o #542.

» Tubos de digestion especiales TECATOR.

> HCI2N,

> Ka2SO; (RA)

> Solucién de H:O: al 30%. . ' ChmE

~ Solucion precipitante (disolver 5 g de tungstmo de sodl . de NA;HPO4#12H,0 en
20 mt! de agua destilada; afadir 22 ml de HCI2N, zcl fi rar a 50 ml con agua
destilada). -

> Mezcla digestiva (mezclar por 30 mmutos 3 g'de CuSO4 OSH;O 300 ml de H;SO.,

concentrado y 100 ml de H;PO4).
» Solucién de acido bérico al 1% con indicador

Proccdimiento. A
Sec peso de 50 a 100 mg de muestra f‘namente mollda y desengrasada, y se agregaron 5 ml

de agua caliente y se agito durante 15 mmutos con agitacién magnética, se afiadié 2 ml de
solucion precipitante y se dejo reposar 10 ‘minutos, se filtro con papel Whatman #50 o
#542 usando 25 ml de agua caliente con ligera succién.

a) Proceso de digestién:
Se coloco el papetl filtro con el precipitado en un tubo de digestion, mas 0.5 g de K2SOs,

Sml de mezcla digestiva, y se coloco en el digestor a < 370 °C por 15 minutos. Después se
retiro del digestor y se espero a que se enfriara para afiadir 3 ml de H2O; al 30 % y se
contintio calentando a 370° C hasta que la digestién se completo.

b) Destilacién y titulacién:

Después de la digestion se dejo enfriar los tubos para agregarles 25 ml de agua destilada, se
coloco el tubo en el microdestilador para que la destilacién y la titulacién se efectuaran
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automaticamente, se introdujo un blanco, donde se sustituyo la muestra por glucosa o

sacarosa.

¢) Cilculos:

% Nitrégeno = (ml muestra ~ml blanco) X Nc (meq/miy X 0.014 (g N/megiy X 100
gde M : L

% Proteina Verdadera = % Nitrégeno x 6.25

4.8 DESENGRASADO.

Fundamento.
Se basa en la extraccidn de grasa para obtener la fr

motivo por el cual es importante aislar la grasa,’ es para que no mtcrt'era y se permita
aplicar la mayoria de las técnicas de la !oxlcologm analhu’:a..‘8 b ’

ion alta en ce ido calérico-y el

Matcrial y reactivos.

Molino Thomas- Wiley mod. 4
Hexano (Q.P.).

Dispositivo tipo Soxhlet.

Papel filtro.

VYYY

La semilla integra fue fraccionada en ‘Un moll o Thomas —Wllcy modelo 4, usando una
malia con aberturas de 3 mm de dlémetro. La mueslra se coloco cn un cartucho elaborado
de papel filtro y fue insertada en un dlsposmvo tipo Soxhlet pum Ilevar a cabo la extraccion
de la grasa cruda de la semilla a una temperatura de 55 °c unhzando hexano (Q.P.) como
disolvente, el procedimiento duro aproximadamente 14 horas. .

Transcurrido el tiempo se espero a que se enfriara el dispositivo y se procedlé a quitar el
cartucho el cual contiene la muestra desengrasada, esta muestra se extendlé en una charola
para eliminar en su totalidad ¢) disolvente y con el rotavapor se recupcro el dlsolvenle y ala

grasa cruda obtenida se le insuflé nitrégeno y se guardo en congelac:én.

4.9 TOXICOLOGIA ANALITICA.

i6n de f: ¢s téxicos y antinutricionales.

Deter
Se determinaron los factores téxicos y antinutricionales que se presentan’ con mayor -

frecuencia en las semillas de leguminosas, en particular taninos, nitratos, lectinas,

inhibidores de tripsina, saponinas y fitatos.
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4.9.1 TANINOS

Fundamento:

Adaptacién del Método ISO 9648 de 1998 basado en la reduccién del i6n férrico debido a
los polifenoles y la formacién de un complejo colorido en condiciones alcalinas. Se realiza
una cxtraccion de los taninos presentes en la muestra con dimetilformamida y agitacién,
para después centrifugar y adicionar citrato férrico amoniacal y amoniaco a una alicuota de
sobrenadante para desarrollar color y leer absorbancia de la solucién obtenida a 525nm. %
Material y reactivos.

Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac ™.

”~

~ Tubos para centrifuga de 15ml.

» Agitador mecdnico tipoVortex LAB-LINE mod.1192.

> Baio de temperatura controlada GRANT mod. LR-22493,

»~ Espectrofotémetro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

> Solucién estandar de écido tanico (0.2g de 4cido tanico en 100 ml de 8gua desionizada).

> Amoniaco (0.8 g NH;/ 100 ml)

> Dimetilformamida al 75 % v / v (DMF).

% Citrato férrico de amonio (preparar 24 horas antes de usarse 0.35 g de citrato férrico de
amonio aforados en 100 ml de agua desionizada).

Procedimiento.

Se peso de 0.3 a | g de muestra finamente molida y desengrasada y en un vaso de
precipitado se agrego 20 ml de DMF y se agito durante 1 hora.

Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 ml, enjuagando con 3 ml de la
solucién de DMF y se llevo a la marca de aforo con este reactivo.

Se transfirié al tubo de centrifuga y se procedié a una centrifugaciéon por 10 minutos a 2700
r.p.m. y luego se decanto el sobrenadante y se homogeneizo.

Cada lectura se realizo a 525 nm.

Sc tomo tres alicuotas del extracto y se trabajo de la siguiente manera:

a) A cada uno de los tres tubos rotulados, donde uno de ellos sera el blanco se agrego 1 ml
del extracto.

b) Sc adiciona 5 ml de agua desionizada y al blanco 6 ml, se agito con el vortex, enseguida
agregar | ml de citrato férrico amoniacal y agitar nuevamente, por Gitimo se adiciona 1 ml
de amoniaco con excepcion del blanco.

¢) Se incuba durante 10 minutos a 30 = | °C y se realizo la lectura a 525 nm en el

espectrofotémetro.



Ciilculos.
Para la realizacion de

concentracién de 80 a 560 ug de dcido tdnico y se trabajo como indica el cuadro 4.

los cdlculos se elaboro una curva estindar que tuvo una

CUADRO 4.
Curva estindar para Taninos.
Tubo® ul estdndar ul DMF Mg de dcido Agua Citrato férrico Amoniaco
I8 % tinico (ml) amoniacal {ml)
[ [ 1000 .0 B 1 1 Incubacién
Blanco) 30+ 1°C
0 60 RO 10£ tmin
80 20 160
3 160 40 320
B 240 60 480
5 280 720 S, 1 1

“Mesclar perlectamente et contenido de los tubos despues de cadl adicion de reactivo.

Mediante la ecuacién de la linea recta obtenida con los datos de la curva estandar, se

determino el contenido de taninos y se reporto como % de acido tédnico.

4.9.2 NITRATOS

Fundamento.
Método de Cataldo y colaboradores, donde se realiza una éxtracbién de nitratos en tejidos

vegetales, utilizando centrifugacién y desarrollo dc color en el sobrenadante (formacién de
un complejo) por nitracién de #cido salicilico, quc nene su méximo de absorcién a 410 nm
en solucién alcalina. La absorbancia del croméforo es directamente proporcional a la

cantidad de nitratos present

(36

Material y reactivos.

\\'\'\'\’\‘\'\'\'\‘\

Centrifuga CLAY-ADAMS mod. Dynac™

Tubos de centrifuga con capacidad de 50 ml con tapas herméticas.
Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192,

Baito regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493.
Espectrofotémetro SEQUOIA-TURNER mod.340.

Papel Whatman # 542.

Mortero con pistilo

Solucién patrén de nitrato (nitrato de potasio R.A.) de 10 mg / ml.
Solucién de acido salicilico (R.A.) al 5 % m/v en H2SO4 concentrado.

NaOH 2 M.
Carbén activado R.A. (usar en muestras cuyo extracto esté muy pigmentado).
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Procedimiento. .
Se peso de 0.1 a 0.5 g de muestra finamente molida y desengrasada y se trituro en un

mortero con 25 ml de agua destiladay 045 g apmxlmadamenle de carbén activado, hasta

obtener una papilla homogénea. :
Se transtirié cuantitativamente a un tubo de cenlnfuga en_)uagando on agua destilada para
llegar a un volumen final de 30 ml y se cemnfugo 1 hom a 270 -300 r
Se decanto ¢l sobrenadante y se filtro con ayuda de vacxo sobre papel Whatman #-542. La

determinacion se realizo por triplicado. :
Se homogeneizo el extracto de la muestra y se traba_jo de la s:gulente form
a) Se rotulo 4 tubos y a cada uno se le adiciono 100 pul del extracto yo ml de solucnén de
dcido salicflico, con excepcién del blanco al cual se le agregxiron 0.4 ml de H;SO.,
concentrado. Con ayuda de un vortex se mezclo por 15 segundos, d\ s p e cada' adicion.

b) Se incubo 20 minutos a una temperatura de 30 °C.

se adiciono

d) La lectura se efectiio a 410 nm en el espectrofotémetro. -

Cilculos.
Se realizo una curva patrén con concentraciones de 6-60 pg de nitrato, en un tubo de

centrifuga se adiciono 3 ml de la solucién patrén de nitrato de 10mg /ml, y 0.45.g
aproximadamente  de carbén activado y 27 ml de agua destilada, se homogeneizo 'y
centrifugo por | hora a 2700-3000 r.p.m, se decanto el sobrenadante y filtro con papel
Whatman doble del # 542 con ayuda de vacio y homogeneizar. La lectura es a 410 nm.

La curva patrén y el filtrado se trabajo de acuerdo con el cuadro 5.

CUADRO S.
Curva estiandar para nitratos.

Tubo® Solucidén patrén Agun Solucién de Solucién de
de nitrato [(T)] deido salicllico NaOH
I1mg/ml {(mb) (ml)
wh
[] [} 100 0.4 9.5
(Blanca)
2 [ 924 E 30°C K 30°C
3 10 20 X 20+ tmin. K 15x 1 min,
L 30 70 E. .4
5 40 60 £ 2
60 40 E .8
“Kczclar per por 15 ] de os tubos despucs de cada adicion.
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Mediante Ja ecuacion de la linea recta obtenida con los datos de la curva patrén, determinar

el contenido de nitratos y reportar como % de nitratos.

4.9.3 ACIDO FiTICO
Fundamento.

L.a metodologia empleada es la propuesta por Haug y Lantzsh, la cual se basa en la
determinacién colorimétrica indirecta del fésforo del fitato presente en la muestra. El
extracto de la muestra es calentado con una solucién acidificada de concentracién conocida
de Fe (I11) en exceso. el cual forma un complejo con el fitato. Se cuantifica el Fe (lI)

residual que el acido fitico no alcanza a acomplejar mediante una reaccién colorida con la
o (26)

2.2-bipiridina, ficilmente medib! p -ofotométri

Malerlal ¥ reactivos. .
Parrilla de calentamiento y agntac:én multlple THERMOLYNE mod. Sp-13025. :

Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac ™

Tubos para centrifuga con tapén.

Vortex LAB-LINE mod. 1192

Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod 340

HC1 0.2 N.

Sulfato férrico de amonio e 12 H,0.

Acido tioglicélico.

Fitato de sodio

Solucién férrica (pesar 0.2 g de sulfato férrico de amonio «12H;O, disolver en 100 m!

de HC1 0.2 Ny aforar a | LL con agua desionizada).

Solucion de 2,2-bipiridina (pesar 1g de 2,2-bipiridina, medir 1ml de 4acido tioglicélico y
aforar a 100 m! con agua desionizada)

Solucién estandar de fitatos 1.5 mg/ m) (pesar 0.1714 g de fitato de sodio (pureza de 94
% y humedad 8.3 %) aforar a 100 ml con agua desionizada).

YYYYYYYyyy

v

Ay

Procedimiento.

®Se pesan de 40 a 120 mg. de muestra finamente molida y desengrasada, y se le adicionan

20 ml de HCI 0.2 N. para someter a una agitacion mecdnica a temperatura ambiente durante

20 minutos. .
e Una vez transcurrido el tiempo, el extracto se centrifuga a 1200 r.p.m. durante 15 minutos

a temperatura ambiente y se colecta ‘el‘sobfen'adanle.

® Obtenido cl extracto de la muestra, se toma una alicuota de 1ml que se coloca en un tubo

de ensayo, se adiciona 1ml de solucién férrica y se tapa con una canica.
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e A partir de este paso para la corrida del blanco y de los estiandares, se toma | ml de agua

(para el blanco). o de c/u de los estandares (3-30 pg P/ ml) y se sigue con el analisis desde

el punto anterior. )
® [LLos tubos se colocan en un bailo de agua a ebulllt:lén por

' minutos cuidando que el

agua cubra totalmente el nivel del liquido.

COI’I’EbIda respccuva.

Cialculos.

e Las soluciones de la curva patréh sé prep la solucién de referencia de

fitato con HCI 0.2 N en un rango de 3 30 ne 'de fésforo fitico / ml

e El fitato de sodio y/o dcido fitico conuenen 6 éxomos de fésforo (peso molecular =30.97
£/ mol). por lo que 6 x 30.97= 185.82 g de P/ mol. EI peso molecular del dcido fitico es de
660 g/mol y el peso molecular del fitato de sodio es de 923.8 g/ mol.

® La solucion patrdn contiene 1.5 mg, de fitato / ml, o sea:

1500 pge fitatode sodio x 18582 ugP = = = 30L72ugP/ml
ml 923.8 pg fitato de sodio

Se realiza la curva estandar de acuerdo con el cuadro 6, en donde al final se interpola el

valor de la muestra con el valor de la curva y de esta manera se obtiene la concentracién

tinal de fésforo en la muestra.

33




CUADRO 6
Curva estiandar para fitatos,

Tubo ‘mide solucion estandar Aforara Cancentracion final
(301.72 ug P/ m1) (mh HE P 7ol

3.0172

8.1032
4.1376
30.1720

-

HHE S

A
=l [e

4.9.4 INHIBIDORES DE TRIPSINA.

Fundamento.
La técnica es la utilizada por Kakade y colaboradores que se basa en observar la inhibicion

producida por un extracto acuoso de la muestra sobre una solucién estindar de tripsina. Y

después se determina la actividad proteolitica remanente por medio de un sustrato sintético

(BAPNA), el cual 'produce una coloracion debida a la produccién de p-nitroanilina que se
lec en el espectrofotémetro a 410 nm. Dicha coloracién es inversamente proporcional al

contenido de inhibidores de la muestra.*?

Material y reactivos.

YVYNYYVYYVY VYYYYy

v

Potenciémetro CORNING mod. 430

Parrilla de calentamiento y agitacién multiple THERMOLYNE mod. SP-13025.
Agitador mecénico tipo vortex LAB-LINE mod. 1192

Bafo regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493,

Espectrofotémetro SEQUOIA-TURNER mod. 340

Papel filtro Whatman # 1|

NaOH 0.01N.

HC10.001 N.

Hidroximetil-amino-metano (TRIS).

Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HC! (BAPNA).

Solucién amortiguadora para TRIS pH 8.2 / 0.05 M (6.05 g de TRIS y 2.94 g de
CaCl,e2H;0 se disuelven en 900 ml de agua destilada, se ajusta el pH a 8.2 y se aforaa
1L). R

Soluciéon BAPNA preparada el mismo dia (100 mg de BAPNA se disuelven en 2.5 m!
de dimetil-sulféxido ¥ se diluye a 250 ml con amortiguador TRIS previamente
calentado a 37 °C). i

Solucién estindar de tripsina 20 g / ml (pesar con mucha exactitud 4 mg de tripsina
bovina SIGMA # T-8253 y se disuelven en 200 ml de HC] 0.001 N).

Acido acético al 30 %.
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Procedimiento.
a) Preparaciondel extracto.

e Sec peso ! g de muestra finamente molxda y desengrasada 'y se le adlclono 45 ml de

NaOH. se ajusta el pH de ésta suspenslén a 9.6 +0. 2 y se aforo a 50 ml

gltn la suspcnsxén ‘ecdnicament por espacio

e Transferir a un vaso de precnpnados y St
de 2 1/2 horas a 300 r.p.m. : ° :
e Después de dicho tiempo se deja '/z hora
sobrenadante eliminando el residuo |nsoluble. :
e El sobrenadante se diluyo hasta el punto de que 1'ml prod zca una inhibicién de 40-60 %
(esto es indispensable para reducir la desvuacnén esﬁindar relahva) . .

b) Determinacion de Ja actividad. ]
e A continuacién en el cuadro 7 se observa como se tmba_;o una serie de tubos pam

determinar la actividad inhibitoria de la muestra.

CUADRO 7
Sccuencia para determinar la actividad inhibitoria de 1a muestra.

" Clave® Extracto Agus Tripsina Acido BAPNA Acido
(ml) (ml) (ml) scético (ml) Acético
2 37°C 30% 2 37°C 30%
a1 8 2 T mi —
r % X - Tmi
B2 e X X Imt Bafio s Bafo a 37°C -
2 pr X X - arec imi
n3 K K X Tmi =
3 K K X 10 min. Tmi
¥ X " X 10 min, Exactos [ |
4 X A X iml)
BS o 0 —
5 [1] 2.0 2. tml
“heclar perfectamenic ¢l contenido de las tubos después de cada adicion.

® La reaccion enzimatica se detiene por la adicidn del 4cido acético al 30 %:; si se enturbia
o forma un precipitado, se filtra el contenido a través de papel! filtro Whatman # 1.

e La lectura de cada tubo se realiza en el espectrofotémetro a 410 nm. Previamente se
ajusto a 100 % de transmitancia con el respectivo blanco de cada dilucién.

Ciilculos.
Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un incremento de 0.01

unidades de absorbancia a 410 nm por 10 ml de mezcia de reaccién descritas por Kakade y

colaboradores. La actividad de los inhibidores de tripsina se expresa en términos de
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Unidndcs‘dc Tripsina [Inhibida (U.T.l.). la lectura de absorbancia (A), puede ser

transformada directamente en unidades de tripsina:
U.T.=Ax 100 -

Ya que se tiene una serie de diluciones, se tendmn a su vez una sene dc vulores de U.T., es
conveniente determinar ¢l % de inhibicién para lo cual se toma como referencia el tubo 3
que es el que conticne Im! de extracto. Si el % de mhlblctén no cne dcntro del rango ‘de 40

al 60 % de inhibicién es necesario hacer un aJustc del extracto para que cumpla estc

requisito. PITE
100

% Inhibicion .=

alicuotas.

Donde:

UL M

rﬁen"extrw’clo (ml)
Figura 3 Grﬂ'ca U.T l. /ml vs. ml de extracto.

Este valor extmpolado, es e_ &s cercuno a la actividad inhibitoria real o verdadera (si se

refiere uno al inhibidor de soya ‘del tipo Kunitz),
Si la correlacién llneal no es satlsfactorla ( r < 0.9 ), se puede trabajar con un valor
promedio de la serie de ahcuolas y reportar en U.T.I./ ml.
U.T.I. /mi = UTI / ml de extracto.
36



Es conveniente reportar en unidades de tripsina inhibida con respecto a | mg de muestra:
UT.I./mgdemuestra=B xFxN

Donde:

B = valor extrapolado o promedio en U.T.I./ml.

F = Factor de dilucién, el cual depende de la(s) dilucién(es) reélizada(s)'. Cuando se tiene el

extracto directo F = |,

4.9.5 DETERMINACION DE LECTINAS.

Fundamento.

La determinacion se basa en el poder aglutinante que tienen ciertos componentes de
naturaleza proteinica hacia los eritrocitos. Se emplea la técnica de microtitulacién basada
en una serie de diluciones donde el punto final de agluﬁnaciéh se dctcrmina mediante una
estimacion visual, para ello se requiere que los erllrocnos sean senS|b|l|zados mediante una

proteasa t3®

l\ln(crlal ¥ reactivos. :
Parrilla multiple con agitacion marca THERMOLIN
Centrifuga Dynac

Tubos de centrifuga de 15 m! con graduaclén
Incubadora marca BLUE-M
Espectrofotéometro marca SEQUOIA-TURNER, mod
Adaptador para celdas de 10 x 75 mm (acondicionado’
Microtiter kit (Cook Eng-alexander Vlrgmm USA):
Filtro de vidrio con fibra de vidrio :
Sangre de hamster desfibrinada y lavada
Solucién anticoagulante.

Solucién salina al 1.0 %

Solucidén salina al 0.9 % ; R S
Solucién de pronasa de S. Griseus (SIGMA P- olucién salina.

na ‘abertum' de lem?)

VYIYYYYYYYyYyYyy

Procedimiento.
A. Preparacién del extracto: N
Se requiere | gramo de muestra fnumeme mohda Y desengrasada

cual se suspendié en
agitacién mecdanica durante

10 ml de solucién salina al | %, y se efectio una extrac}cné
2 horas a 300 r.p.m. a temperatura ambiente. * :
Despuds de este tiempo se centrifugo el exlraclo a:'1400 r.p.m. durante 15 minutos para
climinar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtro a través del filtro de fibra de vidrio y
sc atoro al volumen inicial con NaCl al 1 %.

B. Preparacién de la sangre:
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Una vez que se sangra al animal (hamster), la sangre se coloca en un matraz pequefilo que
contenga solucion anticoagulante, agitar suavemente para la coh‘npleta homogeneizncién de
la sangre con la solucuén anticoagulante. La sangre con anucoagulamc se trasvasa a (ubos
de centrifuga para lavarla 3 veces) con . solucién’ sahna al. 0.9 %. La relacxén
sangre:solucion salina es aproximadamente 1:5. 2

Se centrifuga a 1500 r.p.m. durante 10 minutos. Después del ul Vlmo luvado. se mide en el
tubo de centrifuga. la cantidad de paquete de eritrocitos y se dllu en al 4 % para lo cual se

agregan por cada 1.0 ml de glébulos rojos 24 ml de solucwn salmn nl O 9 %. 5 e

C. Scasibilizacién de los glébulos rojos: =
A cada 10 m! de suspensiéon de glébulos rojos al 4 % agregarles 1:ml dc solucnén dc

pronasa y colocarlos en incubadora por espacio de 1 hora a 37. °C.

Después del tiempo estipulado, centrifugar para eliminar la enzlma sobrcnadnnte, dando

ademas 3 lavados con solucién salina al 0.9 %. REER
Después del altimo lavado resuspender el paquete de glébulos ro_|os al 4 %, por lo cual'

cada 1.0 ml de paquete de eritrocitos se le adiciona 24 ml de soluc:én salma al 0.9 %.
), es io filtrar

Nara: Cuando se observa que la sangre tiene algunos cadgule 1que sean peq
esta suspension, para lo cual se puede hacer a través de un pequeiia trozo de gasa, colocando dentro de un

embudo de cuello co