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INTRODUCCION.

Las raices y tubérculos, son los alimentos humanos més antiguos y de gran
importancia, debido a sus fundamentos nutrimentales, ecolégicos y econémicos; algunas
conforman la parte comestible de ciertas verduras. En los altimos afios, el desarrollo de la
agricultura moderna ha relegado y marginado la expansion de estas especies vegetales
debido a que las prioridades en la produccién de alimentos estdn siendo orientadas a los
cereales.

Sin duda, una de las razones que han impedido que las raices y tubérculos ocupen
un lugar més preponderante entre otros cultivos alimenticios es la dificultad de su
conservaci6n, lo que ha influido, en el desarrollo de procesos industriales que permitan y
faciliten la produccién de harina y otros productos. Existe conciencia generalizada de que
los cultivos de raices y tubérculos aportan energfa en gran cantidad y que la escasa proteina
que producen es de menor calidad a la de origen animal. Su papel en la dieta es el ser fuente
de energia en forma de almid6n y representa, cuando menos, el 40% del peso de la dieta.

La Sierra Norte de Puebla es una regi6n con gran diversidad ambiental propiciada
por un gradiente altitudinal entre 200 y 2000m snm (sobre el nivel del mar), un empinado
relieve y exposicién directa a los Vientos Alisios, con climas templados hamedos y
subhtimedos asf como semicédlidos y cdlido hdmedos y diversos tipos de vegetacién,
incluyendo bosque tropical perennifolio, bosque meséfilo de montafia y bosque de pino y
encino.

Habitada desde tiempos precolombinos por totonacos, tepehuas, nahuas, otomfes y
por mestizos luego de la conquista espaiiola, estos grupos humanos han tenido y tienen
como principal actividad econ6mica, la agricultura, con el mafz como principal cultivo,

aunque en la actualidad este ha sido desplazado en varios sitios de la Sierra por el



establecimiento de potreros y cafetales. Esta forma de apropiacién de la naturaleza, aunada a
un relativo aislamiento causado por la falta de vias de comunicacién hasta hace un par de
décadas, ha generado en los habitantes de esta region del pais un profundo conocimiento
acerca de los recursos naturales de su entorno y el aprovechamiento de los mismos para
satisfacer necesidades alimentarias, de medicinas, ornamentales, ceremoniales y de
combustible entre otras.

En esta regién del pafs, se han registrado més de 650 especies de plantas ttiles de las
cuales cerca de 250 se reportan comestibles, incluyendo frutas, verduras o rizomas,
tubérculos, bulbos, bulbillos y semillas geocirpicas. Estos camotes representan entre un 5% y

10% del total de las especies comestibles en diversas comunidades estudiadas.



OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Conocer la composicién bromatolégica en tres diferentes tipos de raices (papa
voladora, mafafa y camote) tanto crudas como cocidas, provenientes de la Sierra de Puebla,

asf como la existencia de algan factor antinutrimental y/o t6xico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

& Realizar el analisis proximal (bromatolégico) de las raices comestibles para conocer el
contenido de humedad, grasa, proteina, fibra, cenizas (minerales), e hidratos de carbono.

# Identificar y cuantificar factores antinutricionales y téxicos: taninos, inhibidores de
tripsina, lectinas, saponinas, 4cido fitico, gluc6sidos cianogénicos, alcaloides y
oligosacaridos.

# Determinar el contenido de mono (glucosa y fructosa) y disacéridos (sacarosa y maltosa)



HIPOTESIS.

= La composicién bromatol6gica de las tres raices nativas de nuestro pais tienen una
composicién semejante a lo informado en estudios previos aunque en estos no se

estudiaron aspectos toxilcolégicos ni tampoco las diferencias entre raices crudas y
cocidas.



ANTECEDENTES.

1. VERDURAS

1.1 GENERALIDADES

Con el nombre de hortalizas o verduras se designa a las plantas herbéceas que tienen

partes comestibles. Son alimentos ricos en sales minerales asimilables, vitaminas y celulosa.

Son muy diversas las partes que se utilizan en las verduras:

Hojas: repollo (col), lechuga, espinaca, acelga, berro, escarola, hojas de nabo, perejil.
Tallos: apio, hinojo.

Brotes: esparragos, brotes de soya, de alfalfa etc.

Flores: coliflor, alcachofa, etc.

Frutos: jitomate, berenjena, pepinos, pimiento morrén, calabaza. etc.
Vainas: ejotes

Semillas: guisantes, elotes, etc.

Raices: zanahoria, nabo etc.

Tubérculos: papa, camote.

Bulbos: cebolla, ajo etc.

Cogollos: palmitos



1.2 CLASIFICACION SEGUN EL CONTENIDO DE HIDRATOS DE CARBONO

e Grupo A (hasta un 5% de hidratos de carbono): acelga, apio, espinaca, berenjena,

coliflor, lechuga, pimiento, rabanito, jitomate, calabacita.

e Grupo B (hasta el 10% de hidratos de carbono): alcachofa, cebolla, nabo, poro,
po

calabaza, zanahoria, remolacha.
¢  Grupo C (hasta el 20% de hidratos de carbono): camote, mandioca, papa, elote.

Las verduras deben ser cuidadosamente lavadas y cepilladas, segtn se trate de hojas o
rafces o tubérculos. Estos tltimos no deben ser pelados ni raspados, pues la c4scara
contiene gran cantidad de vitaminas y otros elementos nutricio.
La sal se debe agregar al final de la coccién pues contribuye a endurecer el agua.
Para que las hortalizas conserven sus propiedades y su gusto, deben ser introducidas

directamente en agua hirviendo, o mejor atin, hervidas al vapor, o asadas con su céscara!

1.3 CLASIFICACION POR EL COLOR
El color se relaciona con la composicién quimica y las propiedades nutricias:

a) Verduras de hoja verde: riqueza en vitaminas (especialmente A, C, el complejo B, E y K),
minerales (en especial el calcio y el hierro) y fibra, dejan en el organismo un residuo alcalino
y el color verde se debe a la presencia de la clorofila. Ej, : lechuga, escarola, repollo, "diente
de le6n", berro, acelga, espinaca, etc.

b) Verduras amarillas: ricas en caroteno (favorece la formacién de vitamina A). Ej:
zanahoria, calabaza y elote amarillo.

c) Verduras blancas y de otro color: tienen poco caroteno pero son ricas en vitamina C y en

las vitaminas del complejo B.



Ej.: remolacha (rica en azdcar, su color se debe a la antocianina), jitomate (carotenos,
catalizador y remineralizador), cebolla (vitaminas, sales minerales).
d) Tubérculos y raices: papa (Solanum tuberosum): contiene abundante fécula y algo de
albimina de fécil digestién, vitamina C y algo de vitamina A y B.
La batata (camote): Composicién y valor alimentario similar al de la papa, las amarillas

contienen més carotenos lo que favorece la formaci6n de vitamina A23,

1.4 PRINCIPALES COMPONENTES QUIMICOS

Los principales componentes quimicos de las raices y tubérculos son agua, hidratos
de carbono, y proteina bruta; en suma forman hasta el 98% del peso total de la rafz. Estos
desempefian un papel muy importante en los procesos bioquimicos que se llevan a cabo en

el ser humano sin restarle importancia a la fibra, minerales, vitaminas y lipidos.

2 Agua

La mayoria de las funciones biolégicas del agua se relacionan con su propiedad de
actuar como solvente en numerosos compuestos. Participa en la digestién, la absorcién de los
nutrimentos digeridos, el transporte de metabolitos en el organismo y la excrecién de

productos de desecho, asf como medio para las reacciones metabélicas de un organismo.

Las raices y tubérculos contienen de un 60-80%de agua, dependiendo de la especie y de la

madurez de cada unat.
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A Contenido de Protefna.

Las proteinas se consideran moléculas complejas, al ser ingeridas en la dieta, son
degradas por las enzimas en los jugos digestivos, y permiten que los aminoacidos liberados
sean absorbidos por el organismo.

Lo que determina las caracteristicas bioquimicas de las proteinas depende de como se
combinan los 20 amino4cidos, pero el valor nutricio depende del tipo y proporcién de
aminoécidos que contenga. La funci6én primaria de las proteinas de la dieta es suministrar los
aminoé4cidos para que el organismo lleve a cabo los procesos de mantenimiento,
crecimiento, gestacién y lactancia.

Los aminoécidos indispensables son aquellos que el organismo no puede sintetizar (lisina,
isoleucina, leucina, valina, metionina, fenilalalina, treonina y triptofano, en infantes ademés
se requiere de arginina e histidina) para satisfacer necesidades fisiol6gicas.

En el caso de las raices y tubérculos no estdn recomendadas como fuente de alto valor

proteinico para los organismos en desarrollo, dado que su contenido de amino4cidos es bajo.

A Contenido de Lipidos

Debido al alto aporte cal6rico que suministran los lfpidos son considerados como un
importante combustible adem4s de representar una reserva importante de energia. Son
considerados quimicamente como ésteres de dcidos grasos y glicerol. Entre las funciones més
importantes de las grasas se encuentran: el mantenimiento del calor corporal, reserva

energética y vehiculo de vitaminas liposoluble.

Los é4cidos grasos pueden ser sintetizados en el organismo mediante vias metabblicas
especificas, sin embargo existen 4cidos grasos de importancia nutricional ya que son

indispensables, como el 4cido linoléico, linolénico y araquidénico.

11



A Contenido de minerales.

Los minerales tienen funciones especificas en el organismo; principalmente
estructural, como calcio y fésforo, electroliticas; como sodio y potasio y cataliticas; como
magnesio y zinc.

2 Contenido de hidratos de carbono.

Los hidratos de carbono constituyen una de las tres principales clases de nutrimentos
y suelen proporcionar la mayor parte de la energfa en las dietas®. Se hallan en los alimentos
como azticares y almidones, mismos que representan una de las principales fuente de
energia de la dieta, y como celulosa, la cual es uno de los principales componentes de la fibra
dietética®.
Los hidratos de carbono estdn compuestos de carbono, hidrégeno y oxigeno, con dos 4tomos
de hidrégeno por cada uno de oxigeno. El grupo comprende los azficares (mono, di y
trisacaridos), asf como almidones y celulosas que son polisacéridos.
Sélo las plantas y frutos inmaduros forman almidén Durante la digestion en el ser humano

este se hidroliza a glucosa.

La rafinosa y estaquiosa son oligosacéridos compuestos por unidades de, D-glucosa y
D-fructosa y D-galactosa no reductor?. La presencia de estos oligosacaridos puede producir
gases en el tracto gastrointestinal (flatulencia), estos compuestos no son asimilados
adecuadamente debido a la ausencia de «-galactosidasas en la mucosa intestinal, sin
embargo, bacterias anarer6bicas fermentativas presentes en el colén pueden romper el enlace
0-(1,6) con la consecuente emisién de hidrégeno, biéxido de carbono, metano y &cido

sulfhidrico, dando lugar a las flatulencias e interfiriendo con una adecuada digestién.
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En el caso de los vegetales suelen contener, dependiendo del género y especie a veces
un alto contenido de estos compuestos y para consumo humano suelen no recomendarse por
los problemas ya mencionados, ya que a diferencia de los rumiantes, el humano no puede

asimilar estos compuestos.

A Contenido de Fibra.

La fibra es un residuo orgénico insoluble constituido principalmente por la celulosa,
pectina, lignina, hemicelulosa, gomas y mucilagos. La celulosa es el hidrato de carbono més
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 unién
de las moléculas de glucosa, mediante un enlace B hace a la celulosa esencialmente insoluble
y resistente a la degradacién por las enzimas digestivas en los animales. No obstante, puede
degradarse por la fermentacién llevada a cabo por los microorganismos ya que éstos
conservan la enzima celulasa que los animales superiores han perdido en el proceso de
evolucién. Es por ello que tanto en el rumen como en la porcién distal del tracto digestivo de
rumiantes sea posible la degradacién de celulosa, sin embargo animales monogéstricos no
poseen esta habilidad.

Las pectinas son polimeros compuestos principalmente de unidades de (1-4)-a-D
galacturonapiranosilo, y se encuentran en las laminillas intermedias de las células vegetales.
Un aspecto que diferencia a las pectinas entre sf es su contenido en esteres metilicos, o grado
de esterificaci6n, que disminuye al producirse la maduracién de plantas.

La hemicelulosa es de los polisacéridos m4s complejos, sin embargo al igual que la celulosa
no puede ser aprovechada por monogéstricos porque no tienen microorganismos con
actividad celulolitica. Esta, posee un esqueleto de tipo xilano compuesto por unidades (14)-

B -D-xilopiranosilo. No se conoce bien su funcién en la dieta, pero es buena fuente de fibra

13



dietética al formar parte del complejo no digestible de las paredes vegetales, pareciendo
probable que tenga efectos nutricios y fisiologicos beneficiosos sobre la motilidad intestinal,
peso y volumen del bolo alimenticio y tiempo que éste tarda en recorrer el intestino.

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 siringaldehido y la
vainillina) unidos mediante cadenas alifticas laterales de tres carbonos. La lignificacion de
las membranas celulares, en especial de aquellas de los tejidos xilematosos y
esclerenquimatosos, les proporciona una considerable resistencia y rigidezs.

La lignina no es aprovechada adecuadamente; ya que la capacidad nutrimental de la
celulosa depende notoriamente de la relacion lignina-celulosa presente. En ocasiones cuando
existe un alto contenido de lignina en los alimentos, los tratamientos con é4lcalis que
disuelven parcialmente la lignina y rompen los enlaces entre la lignina y los hidratos de
carbono, permiten un mejor aprovechamiento de la celulosa. Se ha comprobado que el
contenido de lignina est4 relacionado con una digestibilidad baja de los principios nutritivos
de los alimentos.

Durante la maduracién 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 digerible.

Se ha comprobado que el contenido de lignina est4 relacionado con una digestibilidad

baja en los principios nutricios de los alimentos?.
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1.5 FACTORES TOXICOS Y ANTINUTRICIONALES

Este apartado, pretende dar una breve descripcién acerca de los factores téxicos y
antinutrimentales que fueron parte del anilisis toxicol6gico de las tres raices.

Las sustancias antinutrimentales se definen, como aquellos compuestos que estin
presentes de manera natural en algunos alimentos y actdan provocando una pérdida de
nutrimentos indispensables o interfiriendo en su utilizaci6n y funcién metabblica. Su
presencia en los alimentos no implica necesariamente un problema de toxicidad aguda y sus
riesgos pueden no ser serios en paises desarrollados, pues una alimentacién equilibrada, o
incluso el aumento del aporte en la dieta del nutrimento afectado, puede mejorar
rapidamente 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 o animal
sea evaluado y puedan tomarse las medidas preventivas o correctivas correspondientes.
Existen ademas sustancias toxicas, tales como el cianuro liberado a partir de glucésidos
cianogénicos y las lectinas, que tienen efecto a corto tiempo y pueden incluso causar la
muerte®,

Un ejemplo de estos efectos causados por los factores es en el caso de una proteina, su
valor nutricio, esta determinado por su digestibilidad, su contenido de aminoécidos
indispensables y la disponibilidad de amino4cidos individuales, en algunos alimentos la
presencia de un bajo contenido de aminoé4cidos azufrados o lisina, estructuras compactas de
proteinas y la presencia de compuestos no proteicos (fibra dietética, taninos, fitatos) y/o
proteinas antifisiol6gicas (inhibidores de tripsina, lectinas), pueden perjudicar y aumentar la

excrecién de nitrégeno endégeno, disminuyendo el valor nutricio de un alimento®.

15



1.5.1. Hemaglutininas

También conocidas como lectinas, son un grupo de proteinas o glicoproteinas
enterotoxicas, presentes comtinmente en las leguminosas comestibles, que suelen presentar
la propiedad de aglutinar los glébulos rojos sanguineos. Todas las lectinas producen
sintomas parecidos, entre los que resaltan la intensa inflamaci6én de la mucosa intestinal, con
la posterior destruccién de los epitelios, edema y la hemorragia del tejido linfatico. Las
lectinas se unen a las microvellosidades de los enterocitos del yeyuno y obstaculizan su
funcién. Hay destruccién entonces de las células de la mucosa, disminucion de la actividad
enzimética, aumenta la descamacién de las células de la mucosa y las vellosidades
disminuyen de tamafio, con lo que se disminuye la superficie de absorcién. 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 accién,
pues de no ser especificas no pueden unirse a las células y causar dafio, ademds para que el
efecto, via oral, de las lectinas sea efectivo, éstas deben resistir el ataque de las proteasas a lo
largo del tracto digestivo. Estas suelen destruirse por métodos de calentamiento como el

secado o coccién?!,

1.5.2 Inhibidores de Tripsina.

Son sustancias de naturaleza proteinica ampliamente distribuidas en los alimentos de
origen vegetal, que interfieren inhibiendo la actividad de las proteasas las cuales permiten la
asimilacién adecuada de proteinas, afectando primordialmente el crecimiento, digestibilidad
del alimento y utilizacién metab6lica de los alimentos. Los inhibidores tienen uno o mas
péptidos de unién (sitio reactivo), los cuales interaccionan con el sitio reactivo de la enzima;
ésta inhibici6n se traduce en una reduccién de la digestién protefnica y por consecuencia

también de su asimilacién!!. Mediante el calentamiento apropiado puede destruirse el efecto
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de los principales inhibidores de las proteasas o al menos disminuirlo en gran parte, aunque

ésta destruccién depende de la temperatura, duracién y tipo de calentamiento112,

1.5.3 Glucésidos cianogénicos
La bioquimica de los glucésidos cianogénicos es relativamente bien conocida.

Son compuestos con una parte polar (azticar) y el aglucén que es el que tiene el efecto téxico,
el oligosacarido no causa dafio, sino el aglucon pues produce la liberacién de &cido
cianhidrico. La ingesti6n del gluc6sido no es venenosa, ya que en el tracto digestivo no existe
ninguna enzima como la B-glucosidasa que lo libere, pero algunas bacterias intestinales
pueden descomponer el glicésido dejando en libertad el 4cido cianhidrico. En las plantas que
contienen éstos glucésidos la B-glucosidasa es extracelular y solamente por destruccién fisica
o quimica de la pared celular puede llegar a ponerse en contacto con el compuesto. Ademés
del peligro del envenenamiento agudo hay que considerar el del envenenamiento crénico,

que hasta el momento permanece sin explicaciéns.10.13,

1.5.4 Taninos

Los taninos son compuestos polifenélicos solubles en agua con un peso molecular en
un rango de 500-3000 Da, estin distribuidos en los alimentos de origen vegetal. Los taninos
son clasificados como condensados o hidrolizables, basindose en su tipo estructural y su
reactividad contra agentes hidroliticos, particularmente &cidos. Ellos pueden formar
complejos solubles e insolubles con proteinas, los cuales pueden ser responsables del efecto
antinutricional de éstos!4,
Se consideran indeseables pues la oxidacién de los grupos fendlicos de los taninos a
quinonas puede formar enlaces covalentes entre los grupos o-amino de los restos de lisina y

arginina en las cadenas peptidicas lo que produce la precipitacién de las proteinas y en
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consecuencia una reduccién del valor nutricio del alimento. La unién de los taninos a las
enzimas digestivas impide su acci6n; la unién con las proteinas del alimento dificulta su

digestion y su unién a la mucosa intestinal disminuye la absorcién de los alimentos0.

1.5.5 Acido fitico

Se encuentra en concentraciones elevadas en diversos alimentos como 4cido inositol
hexafosférico, es una estructura altamente reactiva, debido a que la molécula posee miiltiples
grupos fosfato reactivos, capaces de formar complejos con cationes. Su accién principal es la
disminucién de la absorcién o biodisponibilidad de minerales bivalentes como Ca, Co, Cu,
Mg, Mo, Mn, Fe y Zn con los que forma sales insolubles. Ademds forma complejos insolubles
fitato-mineral-proteina, provocando la disminucién de la solubilidad y digestibilidad de las
proteinas en el organismo asi como la inhibicién de enzimas digestivas, bajo condiciones
fisiol6gicas, como la pepsina, tripsina y a-amilasa.

Se encuentra fundamentalmente en cereales, leguminosas y semillas oleaginosas siendo la
forma de almacenaje de fésforo. Sin embargo en ésta forma de fosfato permanece no
disponible para el hombre y animales monogéstricos, debido a que est4n desprovistos de
suficiente actividad de fosfatasas end6genas que sean capaces de liberar grupos fosfato de la

estructura del fitato 81516,
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2. GENERALIDADES DE RA{CES A ESTUDIAR

2.1. Papa voladora (Dioscorea bulbifera)

2.1.1 Caracterfsticas Generales:
Reino: Plantae

Filo: MAGNOLIOPHYTA

Clase: Liliopsida

Orden: Dioscoreales

Familia: Dioscoreaceae
Género: Discorea
Especie: bulbifera

Se le llama Papa Voladora porque sus bulbos se encuentran en el aire y no
subterrdneos, pertenece al género Djoscorea que es importante mundialmente por los
tubérculos y bulbillos comestibles (especialmente en Africa) y para la produccién de
hormonas esteroides, tipo anticonceptivo. Se desarrolla mejor con temperaturas medias entre
25 y 30°C, en suelos francos, sueltos, profundos, con buen drenaje, pH alrededor de 6,0 de
buena fertilidad y para obtener méximos rendimientos necesita de abundante agua, entre
1,500 y 2,000 m3/afio. Requiere abundante luz para obtener mayor producci6n, siendo
adecuado un periodo de 12 horas con luz. El perfodo critico para mantener la humedad es
durante los cinco primeros meses de desarrollo; pasado este tiempo, el exceso de humedad

puede ocasionar pudricién de los tubérculos??.
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2.1.2 Caracteristicas botanicas

Las flores inconspicuas, de color blanco o amarillo verdoso, agrupadas en espigas o
en racimos, tienen céliz de seis piezas, corola (interno) que cubre estambres y un pistilo. El
fruto es una cdpsula con tres alas membranosas.

El barbasco, o cabeza de negro (Disocorea alata) es una especie anteriormente
silvestre y ahora cultivada en algunos estados de la llamada 'tierra caliente' de México
(Veracruz, Chiapas, Guerrero, Oaxaca) por su valor en la industria farmacéutica, ya que su
rizoma sirve para fabricar hormonas sintéticas con las que se elaboran pildoras
anticonceptivas, entre otros fairmacos ademds de que no es comestible.

El barbasco es la especie Discorea mexicana; el fiame de agua es Djoscorea alata; el iame de
China, Djoscorea batatas; la papa voladora, Dioscorea bulbifera; y el fiame silvestre,

Dioscorea villosa.

2.1.3 Planta y su cultivo

Los tubérculos con peso de 250 a 300 g son los que se producen mejor, prefiriéndose
los tubérculos enteros.

Para prevenir ataque de plagas o enfermedades, los pedazos de tubérculo se deben
desinfectar con insecticida y fungicida o sumergirlos en agua caliente a 45°C por cinco
minutos.

La planta cumple su ciclo vegetativo desde los 12 a 14 meses, que se manifiesta por el
amarillamiento de las hojas que luego se secan. En este momento se puede proceder a la
cosecha.

Tecnologia de cosecha y poscosecha:
La cosecha se efecta manualmente cuando la planta estd seca. Los tubérculos se

extraen del suelo, se dejan secar para eliminar la tierra, se separan por la parte més delgada o
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pedtnculo y se guardan. La falta de lavado y desinfeccién de los tubérculos conduce a
pérdida por ataque de hongos, pero el principal problema que se presenta durante el
almacenaje es el brotamiento.

Los tubérculos pueden almacenarse por varios meses; la pérdida de peso (en un
periodo hasta de ocho meses) fluctda entre 7 y 24% de acuerdo con la especie. La mejor
manera de almacenar los tubérculos en el campo es enterrindolos. Para almacenar
tubérculos para semilla, éstos deben ser tendidos en el suelo en capas finas o en monticulos a
la temperatura ambiente (25 a 30°C). Cuando los tubérculos quedan expuestos al sol durante

mucho tiempo se desarrollan lesiones negruzcas en el interior de ellos.

2.1.4 Perspectivas de mejoramiento del cultivo
Diversidad genética:

La familia Dioscoreacea tiene alrededor de 600 especies distribuidas en las zonas
tropicales. El género Dioscorea es grande, teniendo entre 15 a 20 especies comestibles; de
éstas posiblemente la tinica que tenga origen americanos sea D. trifida.

Especies relacionadas son D. alata, cuyo tallo enrolla hacia la derecha ("fiame grande", "fiame
gigante", Llame, "yam"). D. cayenensis ("fiame amarillo"), D. bulbifera ("papa caribe",
"huayra papa", "air potato") y D. esculenta ("tongo"), entre las cultivadas por el cormo; D.
decorticans ("macaquifio"), cultivado como ornamental y D. composita y D. florfbunda
("cabeza de negro"), cultivadas para obterter diosgenina, una saponina utilizada en la sintesis

de esteroides 15.19,
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2.1.5 Composicién y usos de la Papa Voladora

A continuacién se presenta una tabla con datos referentes a la composicién

nutricional de la papa voladora.

Tabla 1. Composici6n nutricional en 100 g de porcién comestible de la papa voladora?.

COMPONENTE CANTIDAD

Energfa 535K] o 128 kcal
Humedad 6030 g

Cenizas 140 ¢g

Extracto etéreo 015¢g

Protefna bruta 412¢g

Hidratos de carbono  33.13 g

Fibra bruta 09%¢g
Calcio 34 mg
Fosforo 40 mg
Hierro 296 mg
Tiamina 0.23 mg
Riboflavina 0.02mg
Niacina 0.52 mg
Acido ascorbico 15.50 mg
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Se ha encontrado que muchas especies de fiame silvestre contienen sustancias
denominadas sapogeninas, cuya estructura quimica tiene el mismo anillo de ciclopentano, el
fenantreno, que la cortisona 2.

La Papa Voladora se utiliza de manera similar a la papa, en la alimentacién directa después
de cocinados, en puré, en sopas y guisos. Se consume frito, forma en la que se preparan
hojuelas crocantes.

En Africa, el fiame (otro tipo de Dioscorea), se usa en la preparacién de "fufu", alimento
tradicional en estos pueblos, que consiste en una masa el4stica elaborada con fiame cocido,

molido y amasado en un mortero de madera2.

2.2 Camote (/[pomoea batatas)

2.2.1. Caracteristicas Generales
Reino: Plantae;

Familia: Convolvulaceae

Género: Ipomea
Especie: batatas
Llamado también en Africa cilera abana, que significa “protector de los nifios”, fue
introducido en China a fines del siglo XVI y se expandi6 a Asia, Africa y América Latina

durante los siglos XVII y XVIII.

El camote tiene un registro alrededor de 6500 variedades, incluidas accesiones
silvestres, variedades comerciales y lineas de mejoramiento. Crece bien bajo diferentes

condiciones agricolas, inclusive en suelos pobres con pocos fertilizantes.
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Por su versatilidad y adaptabilidad, es el séptimo cultivo alimenticio mas importante del
mundo, después del trigo, arroz, maiz, papa, cebada y yuca; es rico en hidratos de carbono,
carotenos y vitamina A y puede producir més energia comestible por hectérea por dia que el
trigo, arroz o yuca.

Mas de 133 millones de toneladas se producen globalmente cada afio, siendo el
continente asidtico el principal productor de camote.

América Latina, cuna del camote, produce 1.9 millones de toneladas de este cultivo
anualmente. La produccién en Norte América es de aproximadamente 600,000 t. El tinico

pais europeo que produce cantidades grandes es Portugal, con 23,000 t.

2.2.2. Caracteristicas botdnicas

Pertenece a la familia de convolvulaceas (Convolvulaceae). El 6rgano de consumo del
camote corresponde a lo que se denomina raiz tuberosa la que, a diferencia de un tubérculo
de papa que es de origen caulinar, esto es, que se puede distinguir facilmente el tallo de las
rafces. La estructura es la caracteristica de una raiz con crecimiento secundario, en la cual se
distingue un tejido externo, corteza y al centro, un parénquima de almacenamiento con haces
vasculares dispersos en el que se acumula almidén y algunos azfcares simples,
especialmente sacarosa, que le dan el sabor dulce caracteristico. Las raices tuberosas pueden
ser de distintos tamafios y formas, aunque las mas comunes son del tamafio de una papa
grande (+/- 200g) y de forma elongada. La superficie puede ser lisa, surcada o sinuosa y de
color amarillo-blanquecino a roja violdcea. Internamente la pulpa de la raiz puede variar de

blanca a naranja, siendo este tiltimo tipo més rico en beta-caroteno o provitamina A2,
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2.2.3 Composicion y usos del camote:
En el siguiente cuadro se presenta la composicién nutricia del camote, destacdndose

ademas de los hidratos de carbono, el alto contenido de vitamina A o su precursor.

Tabla 3. Composicién nutricia de 100 gramos de camote asado?.

Componente Contenido Unidad
Agua 73,00 %
Hidratos de carbono 25,00 g
Proteina 1,75 g
Lipidos e g
Calcio 28,20 mg
Fésforo 55,40 mg
Fierro 0,45 mg
Potasio 350,00 mg
Sodio 9,70 mg

Vitamina A (valor) 21.89500 Ul

Tiamina 0,07 mg
Riboflavina 0,80 mg
Niacina 0,12 mg
Acido ascérbico 24,60 mg

Valor energético 101,00 kcal

La raiz tuberosa posee un alto porcentaje de hidratos de carbono, principalmente

almidén, que en algunos tipos sobrepasa el 25% del peso fresco del producto. El almidén se
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descompone quimicamente en la coccién liberando maltosa, dextrina y otros azicares, que

junto con pequefias cantidades de sacarosa, contribuyen a dar el sabor dulce a este producto.

El uso en otros paises, donde forma parte bésica de la dieta y se le incluye a diario en
los diversos platos, es marcadamente distinto al uso que se le da en México, en donde se
consume casi de manera exclusiva en productos de reposteria, a pesar de que cada vez es
més dificil encontrar dulce o confitados de camote, los que eran habituales hace algunos

anos. Entre otros usos estan:

- El consumo de las raices frescas, o de las hojas procesadas como forraje, almid6n, harina,
caramelos, medio de propagaciéon o materia prima barata para la industria y alcohol. Las
raices reservantes que es el objetivo de su manejo, se utiliza tanto en seco como en fresco,
como planta ornamental.

- En ensaladas para mujeres embarazadas, ya que estimula la secrecién lactea.

- Para acompaiiar algunos potajes, como los cebiches.

- Algunas mujeres inglesas usan crema de camote como un auxiliar contra los efectos de la
menopausia (aunque esto todavia no esta comprobado cientificamente a pesar de haber ya
varios estudios). Esto se usa sobretodo en Inglaterra donde también se cree que ayuda a
aumentar la densidad de los huesos, aliviar sintomas de la menstruacién y contribuir a

reducir el dolor de senos, la depresi6n, el sobrepeso y la pérdida de la libido.
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2.3 Mafafa (Xanthosoma sagittifolium)

2.3.1 Caracteristicas Generales
Reino: Plantae

Filo: MAGNOLIOPHYTA

Clase: Liliopsida

Orden: Arales

Familia: Araceae
Género: Xanthosoma

Especie: saggitifolium

Otras especies: X. brasiliense, X. atrovireus, X. violaceum
Entre algunos nombres comunes estin: Mafafa, Otoe, yautia, tiquisque, tiriquirque,
quequexque, etc.

La yautia es originaria de América tropical, fue dispersandose posteriormente al
sureste de Asia, las islas del Pacifico y Africa donde se introdujo en el siglo XIX.

Generalmente crece en los claros de la selva, y lo hace rapidamente hasta alcanzar la
edad reproductora, antes de que el claro se cierre.

En su hdbitat natural crece en la sombra del bosque, pero en cultivos comerciales se
desarrolla a pleno sol. Requiere suelos bien drenados y, aunque no tolera agua permanente,
prefiere suelos con buen contenido de humedad. La temperatura media debe ser mayor a
20° C, para un adecuado desarrollo, altitudes bajas 0 medianas (950 m). Crecen mejor con

una precipitacién pluvial de 140 a 200 mm.
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2.3.2. Descripci6n botanica

El género Xanthosoma es un miembro de la familia de las Araceas a la que pertenecen
varias plantas cultivadas y utilizadas para la alimentacién en regiones tropicales. Existen
entre 30 a 40 especies de yautia (Xanthosoma spp. ) que crecen dispersas en el trépico, de las
cuales 5 a 6 son fuentes importantes de alimento. Es una planta terrestre, comiin en las orillas
de los rios, con grandes raices que son comestibles después de su cocimiento. La planta no
tiene tallo, sus hojas son grandes, acorazonadas de 12 a 25 cm de ancho. Las flores machos
estdn separadas de las hembras por 6rganos neutros y tienen anteras entrelazadas que se
abren en la cispide. Los ovarios tienen estilos cortos, coronados, con muchos 6vulos.

La raiz es un rizoma tuberoso, rodeado de tubérculos de menor tamaiio, los cuales
constituyen la parte comestible. La capacidad de producci6n es de 30 a 60 ton por hectarea.

Los tubérculos son duros, con corteza oscura y pulpa blanca.

2.3.3 La planta y su cultivo

La utilizacién de semilla originada en 4pices de tallos cultivados in vitro cuadriplica

el rendimiento y aumenta la proporcién de cosecha exportable de 40 a 80%, por eliminacién
del virus de la malanga.

Précticas culturales y producci6n:

La siembra se efecttia en camellones cuando la cosecha ser4 semimecanizada. Siembras muy

superficiales, producen numerosos brotes laterales que disminuyen el rendimiento.

El follaje se desarrolla en los primeros seis meses del trasplante, formando la mayor
parte de la planta. Entre los dos a cuatro meses siguientes el follaje permanece constante,

pero los tallos aumentan de peso.
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Los tallos o cornos estan listos para cosecharse cuando el follaje empieza a secarse,
generalmente, antes que aparezcan las inflorescencias. Los rendimientos son variables,
dependiendo de la densidad de siembra, especie, variedad, clima, suelo y practicas
culturales. Plantas sembradas aisladamente en buenos suelos pueden rendir 5 K cada una.
En general, se puede indicar que plantaciones en monocultivo tienen rendimientos entre 10 y
20 ton/ha en condiciones poco intensivas de cultivo y entre 20 y 40 ton/ha en plantaciones
comerciales intensivas y mecanizadas.

Principales plagas y enfermedades.

Control:

El principal problema del cultivo es el "mal seco", enfermedad producida por el
complejo de hongos (Rhizoctonia y Phvtium)y bacterias (Erwinia, Pseudomonas) que ataca a
las plantas jévenes, produciendo el marchitamiento del follaje y la pudricién de la planta,
como vemos el control de la enfermedad es muy dificil, recomendindose medidas
preventivas como buen drenaje sembrar en camellones y rotacién de cultivos. También se ha

encontrado ataque por Cercospora chevalieri C. verruculosa, Panctellina solteroi; y

Sclerotium rolfsii.

Tecnologia de cosecha y poscosecha:

La cosecha se realiza diez a doce meses después de la siembra, cuando el follaje se
torna amarillo y se empieza a secar. En las plantaciones comerciales para exportaci6n, la
extraccién de las raices se puede efectuar en forma manual 0 mecanizada, luego se recogen,

lavan, desinfectan y se colocan en cajas en cimaras refrigeradas.
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2.3.4 Perspectivas de mejoramiento del cultivo
Diversidad genética:

Existe mucha variabilidad intra e inter especies en Xanthosoma, la que no puede
definirse por no haberse precisado la posicién taxonémica de las especies cultivadas por sus
tallos subterraneos. Las variedades cultivadas han sido asignadas a cuatro especies: X.
sagittifolium, X. violaceum (X. nigrum), X. atrovirens y X. caracu, pero algunos cultivares no
han podido ser asignados a ninguna de ellas. Ademss, los caracteres diferenciadores entre

especies y cultivares (forma de hoja, nervadura, color de peciolo, ramificacién de tallos

subterrdneos, resistencia a enfermedades) atin no estdn claramente definidos.

Otras especies del mismo género, que tienen cormo comestible son X jacquini
("huitina”, "uncucha") y X. helleborifolium ("mano abierta"), entre otros. Una especie del
mismo género que se utiliza mucho con fines ornamentales es X. purpuratum Krause ("oreja

de elefante").
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2.3.5 Composicién y usos de la Mafafa:

Los tallos subterraneos tuberosos contienen entre 15 y 39% de hidratos de carbono,

2 a 3% de protefna y 70 a 77% de agua, con valor nutricio semejante a la papa, con igual o

mayor digestibilidad. En la tabla 4 se presentan la composicién nutricional de la Mafafa.

Tabla 4. Contenido de Nutrimentos por 100 g de porcion comestible Xanthosoma spp. %

NUTRIENTE CANTIDAD
Agua(g) 65.9
Proteina (g) 1.7
Grasa (g) 0.3
Hidratos de Carbono totales (g)  30.9
Fibra cruda (g) 0.6
Ceniza (g) 1.2
Calcio (mg) 14
Fosforo (mg) 56
Hierro (mg) 0.8
Actividad de vitamina A (ug) 10
Tiamina (mg) 0.13
Riboflavina (mg) 0.03 0.03
Niacina (mg) 0.7
Acido ascérbico (mg) 5
Valor energético (kcal) 132

La parte comestible es el cormo o tallo que es una excelente fuente de hidratos de

carbono, que se consume cocido. Se puede consumir cocida en agua como se hace con otros

tubérculos, también puede ser consumida horneada o frita en aceite. Se puede obtener una

harina previa coccién y deshidratacién. La raiz es también utilizada como fuente de energfa

en alimentacién animal.
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Un uso secundario es el de las hojas tiernas y cocidas, como relleno de carnes o como

espinacas, més comun que en el taro (Colocasia esculenta).

El mercado en los paises amaz6nicos est4 principalmente en las poblaciones ubicadas
en la regién. No obstante, existe potencial para exportar a EE.UU. y otros paises
desarrollados, como lo hacen Costa Rica y Puerto Rico. Asimismo, existe potencial para

industrializar los cormos y comercializar en estos mercados?.%.
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METODOLOGIA.

1. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

Recepcion
de la muestra.

!

Lavado (agua y jab6n)

Liofilizaci6n de
1/3 parte dela

muestra.

!

Determinacion de
humedad gruesa

}

Secado a 60°C de
1/3 parte de la
muestra sin cascara
y el 1/3 restante
tuvo un proceso de
coccibn, finalizado
este, eliminacion de
la cascara y luego el
secado

Muestra seca.
(estufa con
corriente de aire)
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2. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO.

Muestra
seca.
MOLIENDA DE LA MOLIENDA DE LA
MUESTRA SECA MUESTRA LIOFILIZADA
(estufa)
Andlisis proximal: Pruebas de Anélisis
Humedad analitica, toxicologfa analitica Nutricional
Cenizas, Grasa,
Proteina, Fibra e l l
hidratos de carbono
(oor diferencia)
Identificacién y Cuantificacién de
cuantificacién de factores mono y disacaridos:
antinutricionales y Glucosa. Fructosa,
t6xicos: Sacarosa y Maltosa
Taninos
Inhibidores de Tripsina
Hemaglutininas
Saponinas
Acido fitico
Glucésidos cianogénicos
Alcaloides y
Oligosacaridos
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3. INFORMACION ACERCA DE LA MUESTRA

3.1 Procedencia de la muestra:

A) PAPA VOLADORA

La muestra se adquiri6 en la regién de Ayotzinapan, Cuetzaldn, Puebla. 1-Feb-2003

Coordenadas: 20° 03.300'N Altura: 570 m sobre el nivel del mar
97°32.014°0

B) MAFAFA

La muestra se adquiri6 en la regi6n de Ayotzinapan, Cuetzaldn, Puebla. 1-Feb-2003

Coordenadas: 20° 03.469 ‘N Altura: 430 m sobre el nivel del mar
97°31.423°0

C) CAMOTE

La muestra se adquirié en el supermercado Wall-Mart ubicado en la calle de San Francisco,

Col. del Valle. 9-Feb-2003

3.2 Tratamientos después de la recepcién:

2/3 de la muestra se mantuvieron a temperatura ambiente durante 24 horas en bolsas de
plastico selladas, previa al secado a la estufa y la determinacién de humedad.

El otro 1/3 de la muestra se mantuvo en congelacién en bolsas de pléstico selladas mientras

se sometian al liofilizado y a la determinacién de humedad.
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4. DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA.

4.1 Conservaci6én de la muestra:

Una vez recibida la muestra, se determin6 el contenido de humedad total, para
posteriormente referir los resultados en base original El secado tuvo como objetivo dar
condiciones adecuadas a la muestra para su posterior anélisis. En ambos métodos (secado a
la estufa y liofilizacién), el fundamento de estos es conservar la muestra reduciendo el
contenido de agua, de tal manera que se evite la descomposicién de la muestra por la
actividad quimica o microbianas2,

La cantidad total de cada una de las muestras fue dividida en tres de tal manera que un
tercio crudo fue secado (sin cascara), otro tercio fue sometido a coccién (con céscara) y luego

secado (sin céscara) y el altimo tercio fue liofilizado (sin céscara).

*Secado
Para el tratamiento térmico se pesaron 601 g de Papa voladora, 767.8 g de Camote y 326.7 g
de Mafafa ya pelados se sometieron a secado por un periodo de 24 horas a 55° C + 3 enuna
estufa con corriente de aire (Lab-Line Imperial III, Radiant Heat Oven Modelo 293 A).
Terminado el tiempo de secado, la muestra fue colocada en un bote de pléastico y se

almacenaron para su posterior molienda.

* Cocci6n
Para el proceso de coccién se pesaron 925.7 g de Papa Voladora y 756.5 g de Camote con
céscara los cuales fueron sometidos por separado a ebullicién durante 30 minutos, en el
caso de la Mafafa los 517.4 g que se pesaron, fueron sometidos a 40 minutos en ebullicién,
posteriormente el liquido de coccién se eliminé y a cada una de las raices se les elimin6 la

cascara para proceder con el secado por un periodo de 48 horas a 55°C + 3 en una estufa de
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aire. Terminado el tiempo de secado, la muestra fue colocada en un bote de plastico y se

almacenaron para su posterior molienda.

* Liofilizacién
735.6 g de Papa Voladora, 410.5g de Camote y 249.3 g de Mafafa sin cdscara se dividieron en
lotes de aproximadamente 90 - 120 g. Cada lote se someti6 a congelamiento répido con
nitrégeno liquido, posteriormente se someti6 a un proceso de Liofilizacién (Liofilizadora
Labconco Freeze Dryer Modelo 4.5) por un periodo de 72 horas, a una temperatura no mayor
a -50°C y una presién de 10 micrémetros de mercurio. Al terminar la liofilizacién, las
muestras fueron colocadas en un bote de plastico y se almacenaron en un lugar sin luz para

su posterior molienda.

* Molienda
Las muestras secas a la estufa se les determin6 el andlisis proximal y a las liofilizadas se les
detrerminaron los factores antinutricionales, téxicos y deméds pruebas. Para poder llevar a
cabo estos analisis correctamente, fueron molidas en un molino Tomas Wiley Laboratory
Hill Mod. 4, pasadas a través de una malla de 1.0 mm de didmetro y posteriormente por la

malla de 0.5 mm.
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4.2 ANALISIS PROXIMAL

3€ Determinacién de Humedad
Fundamento

Es un método que involucra la determinacién de la pérdida de peso debida a la
evaporacién de agua en el punto de ebullicién o temperaturas cercanas a él. La proporcién
de agua perdida aumenta al elevar la temperatura; por lo tanto, es importante comparar sélo
los resultados obtenidos usando las mismas condiciones de secado, mas atn, si es factible
que ocurra alguna descomposicién. A su vez, la pérdida en peso depende de diversos
factores como son: tamafio de la particula, peso de la muestra, tipo de charolas y las

variaciones de temperatura entre una y otra charola en la estufa.

Material y reactivos

o 3 charolas de aluminio

o Balanza analitica (Sartorius Analytic)

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

o Desecador de vidrio

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 934.01)®

Las charolas de aluminio se colocaron en la estufa de vacio hasta que éstas alcanzaron
peso constante (aproximadamente 24 horas), el cual fue registrado. Posteriormente se
pesaron aproximadamente 3 gramos de cada raiz molida tanto de la cruda como de la
cocida. Las charolas con la raiz se introdujeron en una estufa de vacio, la cual mantuvo las

siguientes condiciones: Presién no menor a 15 mm de Hg y la temperatura fue modificada de
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60-65°C a 80°C (esto debido a la que las muestras presentaron un alto grado de higroscopia),
y durante aproximadamente 96 horas.

Durante el tiempo en que las charolas con las raices permanecieron en la estufa de
vacio, se realizaron pesadas periédicas de las mismas; sacandolas de la estufa y colocando
inmediatamente en un desecador donde permanecian aproximadamente 15 minutos; y
después cada charola con las raices molidas fue pesado en una balanza analitica, hasta que se
alcanz6 el peso constante.

La determinacion se hizo por triplicado

Caélculos
Muestra seca = peso charolas + residuo seco = PESO charola
Contenido de humedad = muestra hameda = MUESLTa seca

% de humedad = (contenido de humedad / peso de muestra nemeda ) x 100

3€ Determinacién de cenizas
Fundamento

La determinacién de cenizas se basa en la destruccién de la materia orgénica
contenida en una matriz alimentaria, considerdndose a las cenizas como el residuo

inorgénico que queda después de incinerar dicha materia organica en una mufla 2.

Material y reactivos

o 3 crisoles de porcelana
o Desecador de vidrio

a  Mechero bunsen

o Campana de extraccién
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o Balanza analitica (Sartorius Analytic)

o Mufla (Heraew Hanau)

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 942.05)

Los tres crisoles se colocaron en la mufla a una temperatura de 500°, hasta alcanzar
peso constante el cual se registr6.
En cada crisol a peso constante se colocaron aproximadamente 3 gramos de cada raiz seca
tanto cruda como cocida, previamente molido.
El crisol con la raiz se colocé en la flama de un mechero con el fin de carbonizar el residuo
hasta que se observé un minimo desprendimiento de humo lo que indicaba la eliminacién de
restos de materia organica. Posteriormente los crisoles se introdujeron en la mufla, la cual

mantenia una temperatura entre 500°C y 550°C.

Después de aproximadamente 2 horas los crisoles fueron colocados en un desecador
por aproximadamente 20 minutos y fueron pesados en la balanza analitica. Posteriormente
se realizaron pesadas peri6dicas de los crisoles hasta que éstos alcanzaron peso constante, los
cuales también se registraron.

La determinaci6n se hizo por triplicado.

Calculos

Cantidad de cenizas = peso crisol + cenizas ~ P€SO crisol

% de cenizas = (cantidad de cenizas / peso muestra) X 100

40



3¢ Determinaci6n de grasa cruda
Fundamento

Los constituyentes grasos de las materias organicas son diversas sustancias lipidicas.
El contenido de grasa es aquel que puede ser extraido por los disolventes no polares como lo
son el éter de petr6leo y éter etilico. La determinacion se basa en la extraccién con una
fraccién ligera de éter de petréleo o con éter etilico del material seco y molido en un aparato
de extracci6n 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

disolvente2s,

Material y reactivos

o Aparato de extraccién Goldfish (Labconco Mod 35001-00CV)
g 3 vasos de borde esmerilado (Labconco 35051)

o 3 porta dedales de vidrio

o 3 anillos metalicos para extraccién Goldfish

o 3 tubos recuperadores de disolvente

o 3 cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm

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

o Balanza analitica (Satorius Analytic)

o Bomba de recirculacién (Little Grant pump Mod. 1)

o Eter de petréleo

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 920.39)
Se colocaron los vasos esmerilados en la estufa de vacio hasta que éstos alcanzaron

peso constante el cual fue registrado.
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En los cartuchos de celulosa se colocaron aproximadamente 3.5 g de las raices secas tanto
crudas como cocidas previamente molidas, posteriormente los cartuchos se taparon con
algodén introduciéndose a los porta dedales de vidrio y se colocaron en el compartimento de

extraccion de Goldfish.

En los vasos esmerilados se colocaron aproximadamente 50 mL de éter de petréleo y
fueron colocados con ayuda del anillo metilico en el aparato de extraccién, el cual a su vez se

conecté con una bomba de recirculacién de agua helada.

Finalmente se subi6 la parrilla de calentamiento del equipo y se trabajo con el control de
calentamiento en la posicion 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 volvi6 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 extraccién, para asegurar la completa remocién del disolvente. Los vasos fueron
colocados en la estufa de vacio hasta alcanzar peso constante, el cual se registr6.

La determinacién fue hecha por triplicado

Cilculos
Cantidad de grasa = pesovaso + grasa— PesOvaso

% grasa = (Peso grasa / PesO muestra ) x 100
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3€ Determinacién de fibra cruda

Fundamento

La fibra cruda es el residuo organico insoluble y comestible que queda después de
tratar la muestra desengrasada en las condiciones descritas a continuacién; hidroélisis acida
con 4cido sulfarico, seguido de una hidrélisis alcalina, lavado con alcohol con una posterior
incineracién del material insoluble, de tal modo que por diferencia es posible obtener el
contenido de hidratos de carbono no degradables. Este tratamiento empirico proporciona la
fibra cruda, que consiste principalmente en celulosa y cierta proporcién de lignina y

hemicelulosa contenidas en la muestra original?.

Material y reactivos

o 3 vasos-de Berzelius de 600 mL (Kimax)
o Estufa de vacio (Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620)
o Balanza analitica (Satorius analytic)

o Mufla (Heraew Hanau)

o Mechero bunsen

o Aparato de digestién (Labconco)

o 3 crisoles de porcelana

o 3 matraces de vidrio Kitasato (Kimax)

o Silicato de aluminio

o Embudo buchner tipo california

o Solucién de H;504 al 1.25% (m/v)

o Solucién de NaOH al 1.25% (m/v)

g Solucién antiespumante

o Alcohol etilico
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Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 962.09)

La muestra desengrasada obtenida a partir de la determinacién de grasa, se pasé
cuantitativamente a los vasos de Berzelius que contenian aproximadamente 0.5 g de silicato
de aluminio.

A continuacién se le adicionaron 200 mL de H2S04 al 1.25% (m/v), en ebullicién, asi como
unas gotas de antiespumante y perlas de vidrio para controlar la ebullicién.

Los vasos se colocaron inmediatamente en el aparato de digestién, el cual estaba
previamente calentado, y se dejé digerir por un tiempo de 30 minutos exactos. Al término de
éste tiempo se vaci6 el contenido sobre un embudo tipo california y se filtr6 con ayuda de

vacio, lavando las raices molidas con agua (destilada) caliente hasta que se elimin6 el 4cido.

Nuevamente las raices molidas fueron transferidas cuantitativamente al vaso
Berzelius, y se adicionaron unas gotas de antiespumante y 200 mL de NaOH al 1.25% (m/v)
hirviendo y se mantuvieron en el aparato de digestién por un tiempo de 30 minutos exactos.
Transcurrido éste tiempo, se vacié nuevamente al embudo buchner tipo california y se filtr6,
lavando las raices con agua caliente hasta que se logré la eliminacién del 4lcali y finalmente

se agregaron 25 mL de alcohol etilico.

Cada raiz se traslad6é a un crisol de porcelana el cual previamente fue puesto a peso
constante registrando éste valor. Se coloc6 en la estufa de vacio para su secado hasta que

alcanz6 peso constante. (se registré el peso del crisol més raiz digerido)

A continuacién se carbonizé la raiz con un mechero y se introdujo en la mufla, los crisoles
fueron pesados en diferentes periodos de tiempo hasta que éstos alcanzaron peso constante

registrando el valor obtenido.



La determinacion se hizo por triplicado.

Calculos

% de fibra = [(PesOcrisol con raiz después del secado~ P€5Ocrisol + cenizas) / P€SOmuestra] X 100

¢ Determinacién de proteina cruda

Fundamento

Para la determinaci6n de proteina, es comtinmente empleado el método Kjeldahl, que
en realidad determina el nitrégeno total contenido en una matriz alimenticia. Este método se
basa en la combustién en himedo de la muestra por calentamiento con 4cido sulftrico
concentrado en presencia de catalizadores metélicos y de otro tipo para reducir el nitrégeno
orgénico de la muestra hasta nitr6geno inorganico en forma de amoniaco, el cual queda en
solucién 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 soluci6n de 4cido bérico y posteriormente titulado.?®

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

proteinas tienen 16% de nitrégeno.

Las reacciones antes descritas se muestran a continuaci6n:
Materia orgénica + H:SO; —» CO; + H;O + (NH,)HSO4 + SO,
NHHSO; + 2NaOH —»  NaSOs + NHs 1+ H,0
3NHs + HaBO,—» (NH,)3BO5
(NH4)3BOs +3HClL—p 3NH/Cl + HsBOs
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Material y reactivos

o Digestor (Tecator 20 - 40)

a  Equipo de microdestilacion (Kjeltec Auto analyzer Tecator Mod 1030)

g 4 tubos de digestion de 75 mL (Tecator)

o Mezcla digestiva (3 g de CuSOs5H;0O, 50 mL de HsPOjs y 430 mL de H2SO; concentrado)

o Peréxido de hidrégeno al 30%

o Sulfato de potasio (reactivo analitico)

@ Solucién de NaOH al 40%

o Soluci6én de 4cido bérico con indicadores (se pesaron 5 g de 4acido bérico, 35 mL rojo de
metilo y 10 mL de verde de bromocresol y se llev6 a un volumen final de 1L

g Solucién de HCI 0.01 N valorada

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 976.01) #

El contenido de proteina se determin6 con el método AOAC pero con las siguientes
modificaciones: 1) se emplean de 100 a 200 mg de muestra y se agregaron 0.5 g de K;S0; y 3
mL de mezcla digestiva (3 g de CuSOs, 50 ml de HsPOy y 430 ml de HzSO4 concentrado) en
los tubos de digestién y se colocaron en el digestor; 2) después de 15 minutos en el digestor a
370° C, se sacaron los tubos y se mantuvieron a temperatura ambiente 5-10 minutos. Se
adicionaron 1.5 mL de HzO; al 30% y se colocaron de nuevamente en el digestor a 370° C
hasta que se logr6 transparencia en la mezcla y 3) se realizé la destilacién recibiendo en
4cido bérico con indicadores (4cido bérico 1%, rojo de metilo 0.0007% y 0.001% de verde de
bromocresol), valorando con HCI 0.01 N normalizado. El objetivo de modificar la mezcla
digestiva y utilizar peréxido de hidrégeno fue lograr la completa oxidacién de la materia

orgénica y reducir la pérdida de nitrégeno por formacién de aminas o nitrégeno libre,
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favoreciendo la formacién de sulfato de amonio. Se utilizé6 como blanco dextrosa. Esta
determinacién se realizé con n = 3.

n = repeticiones realizadas en la determinacion.

Célculos

% de nitrégeno = [(M - Y) x N x meq x 100] / m
% de Proteina = % nitrégeno x F
M : mL sirutacién de la muestra
Y: mL tirulacion del blanco
N: Normalidad de la solucién de HCI
meq: miliequivalentes de nitr6geno (0.014)
m : peso de la muestra en gramos

F: factor de conversién de proteina que en el caso del residuo se emple6 el valor de 6.25

¢ Determinacién de Hidratos de Carbono

Para poder determinar este componente se sigui6 la siguiente férmula:

%Hidratos de Carbono =100 - (%Humedad +% Proteina + %Cenizas + %Fibra + %Grasa)
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4.3 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE FACTORES TOXICOS Y

ANTINUTRICIONALES.

@3 Determinacién del contenido de taninos 3

Fundamento

Se basa en la extraccibn de taninos con dimetilformamida, seguida de una
centrifugacién y adicién de citrato férrico aménico a una alicuota obtenida a partir del
sobrenadante obtenido de la centrifugacién, de éste modo se da lugar a la formacién 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 calibracién
utilizando un estindar de 4cido ténico y de éste modo conocer el contenido de equivalentes

de 4cido tanico existentes en la alicuota del extracto.

Material y reactivos

o Parrilla con agitacion magnética de 4 platos (Thermolyne Mod. SP -13025)
g Centrifuga (DINAC)

a  Tubos de centrifuga con capacidad de 50 mL

& Magnetos

a  Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)

o Espectrofotémetro (Sequioa-Turner Mod. 340)

o Pipetas con capacidad de 1, 5, 20 mL

o Pipetas graduadas con capacidad de 5y 10 mL

o Tubos de ensaye (140 x 14 mm)

o Matraces aforados de 25 mL
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o Solucién patrén de 4cido ténico de 2 g/L (Merck 773) (se pesaron 0.05 g de 4cido tanico
para ser llevados a un volumen final de 25 mL)

o Solucién de amoniaco 8 g/L, como NH;s (se tomaron 1.54 mL de hidréxido de amonio
con densidad de 0.896 a 20°C y 29 % de pureza llevandose a un volumen final de 50mL)

o  Solucién de dimetilformamida 75% (v/v) (se tomaron 375 mL de dimetilformamida y se
llevaron a un volumen final de 500 mL con agua)

@ Solucién 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 soluci6n se prepar6
24 horas antes de la determinaci6n.

Procedimiento

e Extraccién

Se colocé aproximadamente 1 g de la raiz liofilizada y molida dentro de un tubo de

centrifuga y se afiadieron 25 mL de soluci6én de dimetilformamida al 75%. Posteriormente se

someti6 el tubo a agitacién durante 60 minutos en una parrilla, transcurrido éste tiempo se

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

* Preparacién del blanco
Se tomé6 una alicuota de 1 mL del sobrenadante obtenido después de la centrifugacion y se
introdujo en un tubo de ensaye al cual se le agregaron 6 mL de agua desionizada y ImL de

solucién de amonia (8 g/L) y se agit6 durante unos segundos en un vértex.

¢ Preparacién de la muestra para el desarrollo de color
Se tom6 una alicuota de 1 mL del sobrenadante obtenido después de la centrifugacién y se

introdujo en un tubo de ensaye al cual se le agregaron 5 mL de agua desionizada y 1mL de
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solucién de citrato férrico amoniacal (3.5g/L) finalmente se agregé 1 mL de amonio y se

agit6 durante unos segundos en un vértex.

El blanco y la muestra se transfirieron después de 10 minutos a una celda de vidrio y se
midi6 la absorbancia a 525 nm en el Espectrofotometro.
Se realizaron 3 extractos de cada raiz y de cada uno se hicieron 3 determinaciones

espectrofotométricas.

* Preparaci6n de la curva patrén de dcido tinico
En 6 matraces aforados de 25 mL se colocaron respectivamente: 0, 1, 2, 3, 4 y 5 mL de la

solucién estdndar de 4cido ténico (2 g/L) y se afor6 cada uno de los matraces con solucién de

dimetilformamida al 75%.

De cada matraz aforado se tom6 1mL de la solucién y se adicionaron 5mL de agua
desionizada, 1 mL de citrato férrico amoniacal, se agitaron durante unos segundos, después

se agreg6 1 mL de la solucién de amoniaco y se volvi6 a agitar por unos segundos mas.

El contenido de cada tubo se transfiri6 respectivamente a una celda de vidrio 10 minutos

después de su preparaci6n, y se midi6 la absorbancia a 525 nm en el espectrofotémetro.

Finalmente se construy6 una curva patrén de la absorbancia en funcién de la concentracién
(Mgécido tanico/ ML) con los datos registrados. (Ver anexo figura 6)
De cada matraz se tomaron 3 alicuotas con el fin de tener un triplicado de cada punto de la

curva patrén.
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Caélculos

El valor de absorbancia se convirti6 a concentracion con la curva patrén realizada

% ac. T4nico (UG/100 g muestra) = [[(Hgac. tinico / VOlUMEN,iicuons) X VOIUMENforo] / Eenuestra] X 100

- 38 Determinaci6n de inhibidores de tripsina®!

Fundamento

Se basa en observar la inhibicién producida por un extracto acuoso de la muestra
sobre una solucién estdndar de tripsina.
El extracto se pone en contacto con una solucién estandarizada de tripsina y después de
cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente, por medio de un sustrato
sintético (BAPNA), el cual producira coloracién al ser hidrolizado por la enzima, la cual se
lee en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 410 nm, donde la coloracién 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.

La reaccién antes mencionada es la siguiente:
tripsina
N-o-Benzoil-D-L-arginina-p-nitroanilida—# N-& benzoil-D-L-arginina + p-nitroanilinaamariio)
pH82/37°C
Material y reactivos
a  Potenciometro (Coming Mod. 10)
o Parrilla con agitacién magnética (Thermoline Mod. SP-13025)
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Bafio de agua a 37°C (Grant Mod. 67530)

Espectrofotémetro (Sequoia-Turner Mod. 340)

Vortex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)

Tubos de ensayo

Solucién de NaOH 0.01 N

Soluci6n de dcido acético al 30 %

Solucién amortiguadora TRIS pH 8.2 y 0.05M (3.025 g de hidroximetil-amino-metano y
1.47 g de CaClz 2H:0 se disolvieron en 450 mL de agua destilada, se ajustoel pHa 8.2y
se afor6 a un volumen de 500mL)

Solucién BAPNA (100 mg de N-x-benzoil-D-L-arginina-p-nitroanilida-HCl se disolvieron
en 2.5 mL de dimetil-sulféxido y se diluyen a 250 mL con amortiguador TRIS el cual se
calent6 previamente a 37°C) esta soluci6n se prepar6 el mismo dia de la determinaci6n.
Solucién estindar de tripsina 20 pg/mL (se pesaron 4 mg exactos de tripsina bovina -

SIGMA T-8253) y se disolvieron en 200 mL de HC1 0.001 N)

Procedimiento

» Preparacién del extracto

Se pes6 aproximadamente 1 g de la raiz liofilizada y molida en un vaso de precipitados y se

adicionaron 45 mL de NaOH 0.01 N, posteriormente se ajust6 el pH a 9.6 + 0.2 y se afor6 con

NaOH 0.01IN a 50 mL, se introdujo un magneto en el vaso y se colocé en agitacién por un

periodo de 2 horas y media a 300 r.p.m.

Transcurrido el tiempo se quité el magneto del vaso y se dej6 reposar el extracto por

30 minutos y posteriormente por decantacién se obtuvo el extracto eliminandose el residuo

insoluble.
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* Determinacién de la actividad del extracto

Se introdujeron dentro de un tubo de ensaye 0, 0.6, 1, 1.4 y 1.8 mL del extracto obtenido y se
ajusté cada tubo a un volumen final de 2 mL con agua destilada. Los tubos se introdujeron
en el bafio de agua a 37°C y se adicionaron 2 mL de soluci6n estandar de tripsina a 37°C y se
mantuvieron asi por 10 minutos exactos. Después se adicionaron 5mL de BAPNA a 37°C a
cada tubo, se mantuvieron asi por 10 minutos exactos a 37°C, finalmente se detuvo la

reaccién con adicién de 1 mL de acido acético al 30% y se homogeneizé.

En el caso del blanco después de agregar la soluci6n estandar de tripsina, se le
adicion6 inmediatamente 2 mL de 4cido acético para detener la reaccién.

Los tubos de reaccién después de un tiempo de reposo de 15 minutos se
centrifugaron por 10 minutos, posteriormente se recuper6 el sobrenadante para su lectura en
el espectrofotémetro.

De cada tubo se realiz6 la lectura de transmitancia en el espectrofotémetro (ajustado a 100%
de transmitancia con el tubo que contenia 0 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 por cada muestra y se hicieron tres

determinaciones a partir de cada extracto.

Calculos

El valor de transmitancia fue convertido a un valor de absorbancia la cual se
multiplicé por 100, para convertir a unidades de tripsina inhibidas (UTI); se rest6 a cada
valor obtenido el valor de la referencia que es el tubo al cual no se le agregé extracto.

Después se dividi6 cada valor entre la cantidad de extracto empleada de tal modo que se
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tienen UTI/mL. A continuacién se relacioné el volumen de extracto con UTI/mL con un

modelo de regresién lineal.

UTI/ Mgmuestn= Ordenada al origenregresion lineal X (VOlUMeNetracto/ MGmuestra)

Nota: La ecuaci6n anterior es utilizada siempre y cuando los inhibidores de tripsina
determinados muestren una cinética de inhibidores tipo Kunitz; esto es cuando el coeficiente
de correlacién de la ecuacién de la recta sea -0.9, de no de ser asi se obtiene el promedio de

un cuadruplicado y se reporta el valor.

3 Determinacién de hemaglutininas (prueba semicuantitativa)®
Fundamento
La deteccién de hemaglutininas o lectinas se basa en la observacién de la aglutinacién
de gl6bulos rojos provocada por un extracto de lectinas proveniente de una muestra. La
técnica incluye diluciones seriadas del extracto, en la cual se determina el punto final por una
estimacién visual de la aglutinacién de los glébulos rojos los cuales son lavados y activados

con una soluci6n de proteasa (pronasa), lo cual aumenta la sensibilidad de la aglutinacién.

Material y reactivos

o Parrilla con agitacién magnética (Thermoline Mod. SP-13025)
o Espectrofotometro (Sequoia-Turner Mod. 340)

@ Centrifuga para tubos (DYNAC)

o Tubos graduados de 15 mL para centrifuga

o Incubadora a 37°C (Blue-M)

o Adaptador para celdas de 10 x 75 mm (acondicionado a una abertura de 1 cm?)
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o Kit de Microtitulacién (Microtiter Kit cook Eng-Alexander Virginia USA)
o Placas tipo “V” para Microtitulacién

o Dispositivo con espejo para la lectura de las placas de Microtitulaci6n.

@ Papel Whatman de filtracién rapida

o Matraces aforados de 20mL

g Solucién de pronasa 0.2% en solucién salina

o Solucién salina al 1% (m/v)

o Soluci6n salina al 0.9% (m/v)

o Solucién anticoagulante (heparina)

o Sangre de hamster (aproximadamente 50 gotas)

Procedimiento
¢ Preparacién del extracto

Se pes6 1 g de la raiz liofilizada, desengrasada y molida, para posteriormente
suspenderse, cada uno en 10 mL de soluci6n salina al 1%.
La suspensién se sometié a agitacién mecanica durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura
ambiente.
Transcurrido el tiempo de agitacién, el extracto se centrifugé 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 solucién
salina al 1%.
Se realizaron 3 extractos de cada raiz y dos determinaciones por cada uno asi como 1

extracto de frijol negro jamapa que se utiliz6 como control positivo.
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* Preparacién del paquete de eritrocitos
Lavado de eritrocitos

Se obtuvieron aproximadamente 50 gotas de sangre de hamster, las cuales fueron colocadas
en un matraz de 25 mL que contenia heparina, posteriormente se diluy6 la sangre con
solucién salina al 0.9% en una relacién 1:5 v/v (sangre:solucién salina), la sangre fue
distribuida en 4 tubos graduados para centrifuga y se sometieron a centrifugacion a
1500 r.p.m. durante 10 minutos, al término de éste tiempo se separ6 el sobrenadante y se
volvieron a diluir los eritrocitos con la misma relacién antes mencionada para volver a ser
centrifugados bajo las mismas condiciones.

Esta operaci6n se repiti6 3 veces.

Finalmente el paquete de eritrocitos se diluy6 a una concentracién de 4% de eritrocitos, para

lo cual se agregaron por cada 1 mL de eritrocitos 24 mL de solucién salina al 0.9%

Sensibilizacién de eritrocitos

A la solucién al 4% de eritrocitos, se agreg6 por cada 10 mL de solucién, 1 mL de solucién de
pronasa al 0.2% en solucién salina, fueron colocados en una incubadora durante 1 hora a
37°C y al término de éste tiempo la solucién de eritrocitos se distribuy6é nuevamente en
tubos graduados para centrifuga y se centrifugaron a 1500 r.p.m. durante 10 minutos con el
fin de eliminar la pronasa. Finalmente se sometieron los eritrocitos a 3 lavados con solucién

salina al 0.9% de la misma manera mencionada en el lavado de la sangre.

Después del dltimo lavado el paquete de eritrocitos fue llevado a una suspensién al 4% con
solucién salina al 0.9%, para lo cual se consider6 que por cada 1 mL de eritrocitos se

agregaron 24 mL de solucién salina.
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Ajuste de la suspension de eritrocitos

Se tomaron 0.1 mL de la suspensién de eritrocitos y se agregaron 4.9 mL de solucién salina
en una celda de vidrio, midiéndose inmediatamente el valor de transmitancia en el
espectrofotémetro a 620 nm utilizando un adaptador de celdas que permitiera el paso de
1cm? de luz. (El espectrofotémetro fue ajustado a 100% de transmitancia utilizando como
blanco solucién salina al 0.9%). La lectura apreciada fue de 24.3% de transmitancia,
considerdndose adecuada para la determinacion. (El valor de % de transmitancia debi6 estar

enel rangode 24 - 29% T)

e Microtitulacié
En las placas tipo “V” se colocaron, en cada pozo de cada hilera 50 pL de soluci6n salina al
0.9% con un pipetero de gota (es necesario evitar tocar las paredes de los pozos).

Posteriormente se llen6 el microdilutor con 50 PL del extracto y se procedi6 a realizar 12
diluciones sucesivas en forma de culebra japonesa, después se llen6 el microdilutor con 50uL

del extracto de referencia y se realizaron 12 diluciones sucesivas.

Finalmente en cada pozo se colocaron 50 pL de la suspensi6n 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 incubacién, se coloc6 la placa en el dispositivo de lectura

y se report6 la maxima dilucién que present6 aglutinacion.
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@8 Determinacién de saponinas. Método de hemélisis™

Fundamento

En el método, una suspensién de glébulos rojos se hemoliza por accién de las Saponinas
disueltas en un extracto salino de la muestra. La hemoglobina pasa de los glébulos rojos a la
solucién, transformandola de una suspensién turbia a una roja traslacida, luego de dejarla en
reposo, la parte no hemolizada sedimenta, y después de una hem6lisis total, se encontrara en
el fondo del recipiente una capa tenue compuesta de los estromas de gl6bulos rojos.

La forma de accién de las Saponinas sobre el glébulo rojo es que forman productos de
interaccién de diferente estabilidad con el colesterol, proteinas y fosfolipidos de la
membrana, lo que afecta su actividad surgiendo entonces el rompimiento de la estructura y

provocando hemélisis.

Material y reactivos

a  Extractor de grasa Goldfish-Labconco

o Cartuchos de celulosa -Whatman, dimensiones 22 x 80 m

o Balanza analitica -Sartorius

o Rotavapor- Biichi, modelo R

o Centrifuga - Clay Adams, modelo DINAC

o Incubadora bacteriolégica -Electric Company, modelo Blue M de conveccién
gravitacional

o Espectrofotémetro -Coleman Junior, modelo 61A20, con celdas de vidrio - Perkin Elmer
(dimensiones 10 x 75 mm) y adaptador de celdas que permiten el paso de 1 cm? de luz.

o Incubadora con agitacién -Labline

o Micropipetas de gota -Cook Microtiter System, Dynatech Laboratories, inc., de 0.050 ml

o Microdilutores -Cook Microtiter System, Dynatech Laboratories, inc., de 0.050 m I
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Placas de Microtitulacién reutilizables -Cook Microtiter System, Dynatech Laboratories,
inc., tipo"U"

Espejo adaptado para lectura de hemélisis en las placas de Microtitulacién.

Papel filtro Whatman No.1

Solucién de MeOH (R.A.) y agua destilada al 85 % (v/v)

Eter de petréleo

Solucién de NaCl al 0.9 %(m/v)

Heparina como anticoagulante de 5000 Ul/ml

Solucién de proteasa (tripsina de péancreas porcino (SIGMA # T -8128) al 0.1 % en
soluci6n salina (0.9 %) (m/v)

Solucién estdndar de Saponinas al 0.5 % en solucién salina 0.9 %. el estindar de
Saponinas es una mezcla 1:1 de digitonina (saponina de tipo esteroidal) de la casa Sigma
y un extracto de quillaja (saponina de tipo triterpenoide) de la casa BDH.

Sangre de conejo

Procedimiento

¢ Sensibilizacién de sangre de conejo

1.- La sangre con anticoagulante (0.1 m I de heparina de 5000 UI/ml para 5 ml de sangre) se

transvasa a tubos de centrifuga para lavarla (3 veces) con solucién salina 0.9 % en una

proporcion de sangre:solucion salina de 1 :5.

2.- Centrifugar aproximadamente a 1500 r.p.m. por 15 min. y por decantacién eliminar el

sobrenadante.

3.- Después del tercer lavado, diluir el paquete al 4 %, por lo que por cada ml. Afadir 24 ml

de solucién salina 0.9 % y filtrar a través de gasa.
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4.- Para la sensibilizacién por cada 10 ml. de glébulos al 4 % agregar 1 ml. de solucién de
proteasa.
5.- Incubar por 1 hora a 37°C
6.- Lavar nuevamente (3 veces), centrifugando para eliminar la enzima a 1500 r.p.m. por 15
min. con solucién salina 0.9 %.
7.- Medir el paquete y resuspender al 5 %, para lo cual por cada mL de glébulos afiadir 19
mL de solucion salina al 0.9%.
8.- Colocar la suspensi6n de eritrocitos en un matraz, filtrando con gasa.
9.- Se tomaron 0.5 mL de la suspensi6n de eritrocitos, agitando para homogeneizar la
solucién y se agregaron 2 mL de solucién salina, midiéndose inmediatamente el valor de
transmitancia en el espectrofotémetro a 620 nm utilizando un adaptador de celdas que
permitiera el paso de 1 cm? de luz. (El espectrofotémetro fue ajustado a 100 % de
transmitancia con solucién salina 0.9 %). La lectura 24% de transmitancia, considerdndose
adecuada para la deterinacién. (El valor de % de transmitancia debi6 estar en el rango de 24-
29% T).

¢ Extracci6n de Saponinas
1.- Pesar 1.25 g de muestra desengrasada previamente con éter de petréleo.
2.- Colocar la muestra en los cartuchos de celulosa, ponerlos en los portadedales del
Extractor Goldfish.
3.- Extraer con mezcla MeOH-H20 (85:15) por 2 horas para extraer las saponinas a la méxima
temperatura.
4.- Concentrar la solucién a sequedad en el rotavapor a temperatura de 65°C.
5.- Resuspender en solucién salina 0.9 % y filtrar con vacio, pasando el filtrado a un matraz y

aforar a 25 ml.
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6.- Hacer una microtitulacién en placas de tipo "U", colocando en cada pozo 50 pl de solucién
salina 0.9 %, con el pipeteador de gota.

7.- Con el microdilutor poner 50 pl del extracto o del estindar y hacer diluciones sucesivas
desde el primer pozo (siguiendo la hilera horizontal hasta donde se desee) y al finalizar se
elimina el residuo de la Gltima dilucién.

8.- Una vez hechas las diluciones se colocan con el pipeteador de gota 50 pl de la suspension
de gl6bulos ya sensibilizados y ajustados, teniendo un control negativo con solucién salina
0.95 sin extracto problema y otro positivo con solucién salina 0.9% y el estindar de saponina
al 0.5% en solucién salina al 0.9%.

9.- Rotar la placa e incubar 1 hora a 37°C

10.- Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se pone la placa con todo cuidado en el
dispositivo especial para poder realizar la lectura. Para obtener el titulo de hemolisis se
observé a través del espejo adaptado al dispositivo y se localiz6 en la hilera horizontal de la
placa el nimero que correspondi6 al Gltimo pozo donde se aprecié la hem¢lisis, y que

resulta ser la minima cantidad de muestra que produce prueba positiva de hemolisis.

Lectura de placas
Una vez transcurrido el iempo de incubacién, se colocé la placa en el dispositivo de

lectura y se report6 la méxima dilucién que presenté hemélisis.

@3 Determinacién de acido fitico @
Fundamento

Este método emplea una columna de intercambio i6nico, con el fin de purificar los extractos

del 4cido fitico, eliminando las fracciones menores de fosfatos de inositol, permitiendo una
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cuantificacién real del 4cido fitico. A su vez, la determinacién colorimétrica se basa en la
medida de la disminucién de la absorbancia del complejo FeCls-dcido sulfosalicilico

(Reactivo de Wade) debido al enlace del Fe(III) con el 4cido fitico.

Material y reactivos

g Parrilla con agitacién magnética (Thermoline Mod. SP-13025)

a  Espectrofotémetro (Sequoia-Turner Mod. 340)

o Centrifuga para tubos (DYNAC)

o Vértex (Lab-Line mod. 1290 super mixer)

0o Tubos para centrifuga

o  Jeringas de 3 mL (plastipak)

@  Gradilla metilica para las jeringas

o Probetas de 20 mL

g Vasos de precipitados de 100 mL

o Tubos de ensaye 10 x 160 mm

o Solucién de NaOH1N

o Solucién de NaCl10.1 N

o Solucién de NaCl10.7 N

g Solucién de HCI 0.65N

o Agua desionizada

g Resina de intercambio i6nico Dowex AG1 X 8 (200-400 mesh, Bio Rad no. de catslogo
140-141)

o Solucién estandar de 4cido fitico (1000 pg 4cido fitico/ mL), (se pesaron exactamente
0.080 g de fitato de sodio con pureza del 94% y humedad de 8.3% y se aforaron con agua

desionizada hasta un volumen de 50 mL)
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o Reactivo de Wade (se pesaron 0.03 g de FeCl3 6H20 (sigma F-2877) y 0.3 g de acido
sulfosalicilico (sigma 5-0640) y se disolvieron en agua desionizada hasta un volumen de
100 mL, el reactivo fue preparado en el momento en que se hizo la determinacion

espectrofotométrica)

Procediing
* Preparaci6n de la muestra

1 g de la rafz liofilizada y desengrasada, se coloc6 dentro de un vaso de precipitado,
posteriormente se le adicionaron 20 mL de HC1 0.65 N, esto con el fin de disociar al fitato de
complejos con minerales y protefnas. Esta solucién se someti6 a agitacién vigorosa por un
tiempo de 2 horas a temperatura ambiente y el extracto obtenido se transfirié
cuantitativamente a un tubo para centrifuga, éste se someti6 a centrifugacién
(aproximadamente 12000 r.p.m) a temperatura ambiente por 15 minutos, y se colect6 el
sobrenadante.

Se realizaron 3 extractos de cada raiz y tres determinaciones por cada uno.

¢ Preparacién de la columna de intercambio i6nico
Se pes6 aproximadamente 1 g de resina de intercambio i6nico y se hidrat6 con 1.2 mL de
agua desionizada.
Aparte en una jeringa Plastipak se le coloc6 un tap6n de fibra de vidrio en el fondo.
Posteriormente se verti6 la resina hidratada sobre la jeringa (columna), es importante hacer
notar que la resina debi6 quedar asentada uniformemente sobre la columna. Una vez que la
resina se empact bien en la columna, se hicieron pasar 15 mL de NaCl 0.7N y posteriormente

se lav6 con 60 mL de agua desionizada. (Se dejé agua suficiente, aproximadamente 5 cm de

63



altura por encima de la resina empacada, para que ésta no se secara) y asi quedo lista hasta

que se llev6 a cabo la determinaci6n.

¢ Purificacién por columna de intercambio iénico
Se tomo6 una alicuota de 3 mL de los extractos recolectados y se diluyeron a 25 mL con agua
desionizada. Esta alicuota fue ajustada a pH 6 con NaOH 1 N. Posteriormente se tomaron
10 mL de la alicuota diluida y se transfiri6 cuantitativamente a la columna preparada como
se mencioné anteriormente. La columna fue lavada con 15 mL de NaCl 0.1 N con el fin de
eliminar el fosfato inorganico y fracciones menores de inositol y se desech6 el agua de
lavado. Finalmente se eluy6 al fitato con 15 mL de NaCl 0.7 N, colectdndose el extracto

purificado.

¢ Preparacion de la curva patr6n
A partir del estindar de 4cido fitico, se prepararon soluciones que fueron desde 5 hasta 50
pg/ mL, esto se logré colocando 0.125, 0.250, 0.500, 0.750, 1.000 y 1.250 mL del estdndar
concentrado, en respectivos matraces aforados de 25 mL, cada matraz con la respectiva
cantidad de estdndar se aforé con agua destilada. De cada uno se tomaron 3 mL y se realiz6
la determinacién espectrofotométrica como se indica posteriormente, a partir de la cual fue
posible la construccién de una curva de calibracién que relacionaba la concentraci6n de 4cido
fitico y la absorbancia obtenida para la posterior cuantificacién del 4cido fitico en las tres

raices. (Ver anexo figura 7)



* Determinacién espectrofotométrica
Se tomaron 3 mL de agua desionizada la cual fue usada como blanco, 3 mL de los estdndares

(soluciones de fitato de sodio con contenido de 5 a 50 pg/ml) y 3 mL del extracto purificado

del residuo previamente ajustados a pH 3.

Estas cantidades de agua, estdndares y extracto fueron colocadas en respectivos tubos de
ensaye y se le agreg6 a cada tubo 1 mL del reactivo de Wade y se someti6 a agitacién en un
vortex por 5 segundos leyendo inmediatamente la absorbancia a 500 nm en el

espectrofotémetro.

Cilculos

El valor de absorbancia fue convertido a concentracién con la siguiente férmula
AbSblanco-AbSmuestra = AbSreal

Con el resultado obtenido se convirti6 a concentracién con la curva patrén realizada para

obtener la cantidad de 4cido fitico en g/mL

La cantidad de muestra se trata como sigue:

Zamueatra/ ML = (Emoestrn/ VOPextracto )(dilucion empleadab)(Factore)

a: Volumen de HCI para la extraccién 20 mL
b: dilucién empleada 3mL/25mL
c: Factor 10mL/15mlL, se refiere a la alicuota que se coloca en la columna de intercambio

i6nico y el volumen al que se lleva con la solucién de NaCl 0.7N que lo eluye.
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Este altimo valor obtenido se considera el 100%, asi que se relaciona el valor de
concentracién de 4cido fitico obtenido a partir de la absorbancia y se obtiene el porcentaje de

4cido fitico en la muestra.

8 Determinacion de glucésidos cianogénicos™
Fundamento

El 4cido cianhidrico en cantidades traza, estd ampliamente distribuido en el reino
vegetal y se presenta principalmente en forma de glucésidos cianogénicos; sin embargo
concentraciones relativamente altas de estos toxicos son encontradas en algunas gramineas,

leguminosas, raices feculentas y almendras de frutas.

Este método aprovecha la reaccién sensible y especifica de Guignard, la cual es ampliamente
utilizada en pruebas cualitativas para la detecci6n tanto de glucésidos cianogénicos como del

propio HCN.

Para poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se hace uso de
una hidrélisis enzimética (por medio de a-glucosidasa) del correspondiente glucésido
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 pg de HCN, equivalentes a 46 mg de glucésidos cianogénicos referidos como

Material y reactivos
o Incubadora (Blue -M)

o Congelador comercial
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o Espectrofotémetro (Sequoia-Turner Mod. 340)

o Bafio de agua con agitacién (Lab-Line/Dubnoff incu-Shaker Mod. 357)

o Tubos de cultivo con tapén de rosca (PIREX)

o Papel con picrato de sodio alcalinizado (se cortaron tiras iguales de papel filtro Whatman
no. 2, y se empaparon con una solucién de picrato de sodio alcalinizada, éstas se dejaron
escurrir y se colocaron en una estufa a secar a una temperatura de 55-60°C por 30
minutos).

o Solucién de o-glucosidasa (1mg/mL) con activador (se pesaron 0.25 g de « -glucosidasa 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 actu6 como activador de la enzima, todo lo
anterior se llev6 a un volumen de 250 mL con el buffer de fosfatos pH 7)

o Solucién de KCN equivalente a 100 pg = HCN/mL

o HCI0SN

o Buffer de fosfatos pH 7

o Solucién de picrato de sodio alcalinizada (se disolvieron 2.5 g de 4cido picrico seguidos
de 12.5 g de carbonato de sodio en agua destilada, y se llev6 a un volumen de 500 mL)

a  Fécula de maiz comercial (maizena).

Procedimiento
¢ Elaboracién de la curva patrén

Se utiliz6 una solucién estindar de HCN (1pg/mL), y con el fin de simular la interaccién

muestra-HCN se introdujo fécula de maiz como matriz alimentaria.

Se adicionaron 0, 0.05, 0.10, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6 mL de la solucién estdndar en los tubos con

tap6n de rosca, a cada tubo se adicionaron previamente 500 mg de fécula de maiz y 5 mL de
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buffer pH 7, se homogeneiz6 esta solucién y se colocé 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 tapén de rosca.

Los tubos se mantuvieron a 40°C por un tiempo de 4 horas en un bafio con agitacién, al

término de éste tiempo se adicion6 a cada tubo 1ImL de HC1 0.5N en frio.

La liberacién de HCN se realiz6 sacando de cada tubo el papel e introduciéndolo en un tubo
de ensayo, posteriormente se agregaron 20 mL de agua destilada y se someti6 cada tubo a
agitacién por un espacio de 2 minutos, al término de éste tiempo se filtr6 la solucién y se
mide absorbancia.

Se tomé la lectura en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 520 nm.

¢ Preparacion de la muestra
Se pesaron en tres tubos 100 mg y 500 mg de la rafz liofilizada respectivamente. A cada tubo
se le adicionaron 5 mL de solucién de &-glucosidasa fria, se homogeneiz6 esta solucién en un
vértex con la muestra y se coloc6 la tira de papel indicador (humedecida previamente con
algunas gotas de agua) en la boca del tubo y se cerr6 herméticamente con un tapé6n de rosca.
Los tubos se colocaron en el bafio de agua a una temperatura de 40°C por 4 horas, con la
agitaci6n ajustada a 3.5. Al término de éste tiempo los tubos se sacaron del bafio y se

colocmoneneld)ngeladorporespadode%nﬁnutos.
Transcurrido éste tiempo se sacaron los tubos y se les adicion6 1 mL de HCl (frio), los tubos
se volvieron a cerrar y se homogeneizé cuidando que la solucién no tocara el papel

indicador, se colocaron los tubos en una incubadora a una temperatura de 60°C y al término
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de éste tiempo se tomo la lectura cualitativa de los tubos, considerandose una minima

coloracién rojiza como prueba positiva.

@8 Determinacién cualitativa de alcaloides®

Fundamento
El material seco y desengrasado de la planta se extrae con metanol. Una soluci6n acuosa de
la porcién soluble en 4cido del extracto con metanol fue hecho basico con amoniaco y sujeto
a extraccién diferencial con cloroformo-etanol. Los 2 extractos asi obtenidos fueron entonces
ensayados con 7 reactivos para alcaloides:
1. Reactivo de MAYER (cloruro de mercurio y yoduro de potasio)
2. Reactivo de WAGNER (triyoduro de potasio)
3. Reactivo de DRAGENDOREFF ( nitrato de bismuto y yoduro de potasio)
4. Reactivo de SONNENSCHEIN (4cido fosfomalibdénico)
5. Reactivo de HAGER (4cido picrico)
6. Reactivo de SCHEIBLER (4cido fosfottingstico)
7. Reactivo de ACIDO SILICOTUGSTENICO

El precipitado formado con los reactivos para alcaloides varian en cantidad con los
diferentes alcaloides; en consecuencia, una estimacién de la concentracién de alcaloides a
partir de la cantidad de precipitado con un reactivo, es solamente aproximado. La exactitud
puede ser mejorada usando varios reactivos y el método esté basado en la comparacion de la
cantidad de precipitado obtenido con los 7 diferentes reactivos de alcaloides, comparando

con los precipitados obtenidos con una solucién de estricnina de concentracién conocida.
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Material y Reactivos

o Embudo de separacién de 125 ml.

a  Parrilla de agitacion CORNING Mod. PC-531

o Estufa de vacfo marca LAB-LINE INSTRUMENTS.

a  Papel filtro Whatman #1

o  Rotavapor marca BUCHI Mod. R.

g Acido nitrico (30% o p=1.180)

a  Acido clorhidrico (1%)

o Acido silicotugstico (4H20-502-12WO-22H.0)

g Metanol (R.A.)

m  Etanol (R.A)

o Sulfato de sodio anhidro (R.A.)

o Estricnina (US.P.)

o Reactivo de MAYER (1).

o Reactivo de WAGNER (2).

o Reactivo de DRAGENDORFF (3).

a  Reactivo de SONNENSCHEIN (4).

o Reactivo de HAGER (5).

o Reactivo de SCHEIBLER (6).

a  Reactivo de ACTDO SILICOTUGSTENICO (7).

(1). Se disuelven 1.36 g de HgClen 60 mL de agua y 5 g de KI en 10 mL de agua. Se juntan
las dos soluciones y se aforan a 100 mL con agua destilada.
(2). Se disuelven 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua;

la soluci6n se afora a 100 mL con agua destilada.
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(3). Se disuelven 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20mL de 4cido nitrico
(densidad 1.18 o asea el 30%) y 27.2 g de KI en 50 ML de agua. Se mezclaron las 2 soluciones
y se dejaron reposar 24 horas. Se decanta la solucién y se afora con agua a 100 mL.

(4). A 100 mL de una solucién caliente de molibdato de amonio (43g/100mL), adicionar 100
mL de una solucién caliente de fosfato de sodio dibésico anhidro (10g/100mL); a esta
solucién clara adicionar 10 mL de 4cido nitrico concentrado; al precipitado amarillo que se
formé6 dejar reposar durante una hora. Decantar el liquido sobrenadante y desecharlo,
suspender el precipitado amarillo en 50 mL de agua destilada y calentar. A la suspensién
caliente adicionar 100 mL de la solucién de carbonato de sodio anhidro caliente
(28g/100mL). Una solucién clara debe formarse, y esta solucién es evaporada en cépsula a
sequedad; flamear para evaporar las sales de amonio. Pesar el polvo, y debe ser
aproximadamente 30 g ( si se realiz6 con las cantidades indicadas anteriormente). Disolver
el polvo con 200 mL de agua destilada caliente, calentar y adicionar a esta solucién 50 mL de
4cido nitrico concentrado, a esta solucién adicionar agua destilada hasta llevar a una aforo de
300 mL; resultando una solucién clara amarilla de 4cido forfomolibdico.

(5). Preparar una solucién acuosa saturada de 4cido picrico, (2g/100mL).

(6). Se disuelven en 50 mL de agua 10 g de tingstato de sodio y 7 g de fosfato dis6dico. La
soluci6n se acidula con écido nftrico.

(7). Se disuelven 50 g de 4cido silicotgstico en el 4cido sulfirico (6N) necesario para formar

100 mL de solucién.

Procedimiento

24 g de muestra seca y molida (por debajo de 50°C se debe secar), es mantenida toda la
noche con 40 mL de metanol; a continuacién se calienta durante 4 horas a 50°C (agitando
interrumpidamente). La mezcla es entonces filtrada, y el residuo es lavado con 20 mL de
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metanol y los extractos se combinan y se evapora el metanol en un rotavapor. El residuo es
resuspendido con 2 mL de metanol y 12 mL de HCl al 1%; la mezcla es agitada y filtrada;
para lavar el residuo se usan 8 mL de HCl al 1%, se combinan los extractos filtrados y se hace
bésico con amoniaco concentrado (aprox. 25%). Se extrae con tres porciones de 20 mL de
cloroformo cada una, dando la FRACCION “A”.

A la solucién acuosa residual de la anterior extraccién, se procede a extraerla con
una mezcla de cloroformo-etanol (3:2 v/v), con tres porciones de 20 mL cada una, con lo cual
se obtiene la FRACCION “B”.

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

Las dos fracciones A y B, son evaporadas en un rotavapor por separado; y el
residuo es resuspendido con 5mL de HCl al 1% y 1.5 mL de cloroformo se agita
vigorosamente y la fase de cada fracci6n es pipeteada y filtrada a través de algodén y
dividida en 7 porciones; estas alicuotas son ensayadas con los siguientes 7 reactivos de
alcaloides:

(1). Reactivo de MAYER: El reactivo sélo debe afiadirse a soluciones previamente aciduladas
con HCl o HzS0, diluidos.

La solucién no debe contener 4cido acético o etanol, porque disuelven el precipitado. Sélo
deben agregarse unas cuantas gotas de reactivo porque algunos alcaloides son solubles en
exceso de reactivo.

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

(3). Reactivo de DRAGENDORFF: Se usa sobre soluciones aciduladas. Se puede recoger el
precipitado anaranjado-marrén, liberar los alcaloides con solucién de carbonado de sodio y

extraerse con éter etilico o un disolvente similar.
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(4). Reactivo de SONNENCHEIN: Los alcaloides y sales de amonio dan precipitados
amarillos. Se puede recuperar los alcaloides disolviendo en amoniaco.

(5)- Reactivo de HAGER: La mayoria de soluciones aciduladas de alcaloides forman
precipitados color amarillo.

(6). Reactivo de SCHEIBLER: La soluci6n acidulada da un precipitado blanco-grisaceo.

(7). Reactivo de ACIDO SILICOTUGSTENICO: La solucién acidulada da un precipitado

blanco-grisaceo.

Resultados
Debido a la frecuencia de reacciones falsas-positivas con los reactivos comunes de
alcaloides, s6lo se considera como positiva la presencia de ellos en nuestra seleccién de
plantas, cuando cualquiera de las dos fracciones (A y B) dan reaccién positiva con los siete
reactivos anteriormente enumerados.
Hay que mencionar que para el caso del reactivo de HAGER (4cido picrico) debido a su baja
sensibilidad, cuando da una reaccién negativa y todas las demés dan reaccién positiva, este
resultado se puede descartar, considerando positiva la presencia de alcaloides en la muestra.
Esta prueba preliminar de seleccién para la determinacién de alcaloides, se puede
manejar en forma semi-cuantitativa cuando los precipitados formados se comparan con

soluciones de estricnina de concentracién conocida.
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8 Determinacién de oligosacaridos (rafinosa y estaquiosa) %
Fundamento

La cuantificacién de rafinosa y estaquiosa se basa en la extraccién con etanol de la rafinosa y
estaquiosa de una matriz alimentaria y su posterior cuantificacién por cromatografia de
liquidos de alta eficiencia utilizando una columna aminada, mezclas de acetonitrilo-agua

como fase mévil y un detector de fndice de refracci6n.

Material y reactivos

o Parrilla de agitacién magnética con control de temperatura

O Magnetos para agitacion

o Centrifuga (DYNAC)

o Rotavapor (Biichi Mod. RE 111)

o Bafio para rotavapor (Blichi 461 water bath)

o Equipo HPLC (Perkin Elmer chromatography Mod. 250), bomba (Perkin Elmer 250
bomb), sistema de inyeccién (Rheodine 7125 NS injection valve) , detector (Series 200
refraction index detector) y sistema de integracién (Perkin Elmer 1020 integration
system).

o Columna aminada de silica para HPLC (Altech Econosphere 150 x 4.6 mm, 5um de
tamario de particula)

o Matraces de bola de 250 mL

o Papel filtro Whatman # 5

o Matraces aforados de 10 mL

o Acrodiscos de 0.2 y 0.4 pm (Waters)

o Cartuchos Sep-pack C18 (Waters)

o Jeringa de vidrio con capacidad de 100uL
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@ Solucién de etanol al 50% (v/v)

o Agua grado HPLC (Agua desionizada, filtrada por filtro milipore 0.2 y degasificada por
20 minutos).

o Solucién estdndar de rafinosa y estaquiosa 0.02M (se pesaron 0.067 g de estaquiosa y
0.0504 g de rafinosa y se llevaron a un volumen final de 5 mL con agua grado HPLC)

o Fase mévil 80:20 acetonitrilo:agua (Se colocaron 800 mL de acetonitrilo grado HPLC en
una probeta de 1L y se agregé agua grado HPLC en la misma probeta hasta alcanzar el

volumen final de la misma)

Procedimiento

* Preparacién del extracto
Se pesaron 3 g de la rafz molida, liofilizada y desengrasada, se colocaron en un vaso con un
magneto y se agregaron 30 mL de solucién de etanol al 50%. La suspensi6n se someti6é a

agitacion constante 300 r.p.m. por 1 hora a 55-60°C.

Al término de éste tiempo el extracto fue centrifugado por 30 minutos y posteriormente se

filtr6 el sobrenadante a través de papel Whatman # 52, lavando cuantitativamente.

El extracto filtrado se introdujo al rotavapor a una temperatura de 65°C con el fin de eliminar
el etanol presente y posteriormente se llevé a un volumen final de 2.5 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 metanol seguido de 3 mL de agua desionizada) con

el fin de eliminar interferencias no polares.
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Antes de la inyeccion, el extracto fue filtrado a través de un acrodisco de 0.4 pm de tamafio
de poro y después por un acrodisco de 0.2 ym de tamafio de poro.

Se realizaron tres extractos

o Koot jeno del eqiiipo
Se encendi6 la bomba del HPLC junto con el detector 1 hora antes de realizar las inyecciones,
y se dej6 pasar la fase mévil (acetonitrilo: agua 80:20) hasta que se aprecié estabilidad del
detector por més de 10 minutos. Cambiando el flujo de la fase mévil cada 10 minutos desde

0.1 mL/min. hasta llegar a 1.5 mL/min.

* Condiciones de trabajo del equipo HPLC
Flujo de la fase mévil: 1.5 mL/min.
Tiempo de corrida: 8 minutos
Temperatura: ambiente 20-25°C
Cuantificacién del pico: Por altura
Ancho de pico: 5.5-13 s

Presién : 2000 psi

¢ Cuantificacién de rafinosa y estaquiosa
Se inyectaron 20 pL del extracto, con un tiempo de corrida de 8 minutos, durante el cual

fueron cuantificables, la rafinosa y estaquiosa presentes en cada una de las rafces.z

A su vez se prepararon soluciones con concentraciones de 0.009, 0.01, 0.015 y 0.020M de
rafinosa y estaquiosa con el fin de construir una curva patrén en donde se relaciono la altura

de cada pico en funcién de la concentracién molar de rafinosa y de estaquiosa, para la
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cuantificacién posterior de estos compuestos en las tres raices. De cada concentracién se

inyectaron 20 pL por triplicado.

Los picos se identificaron por el tiempo de retenci6n; los cuales fueron de 3.7 min. para la
rafinosa y 5.4 min. para la estaquiosa. (Ver ejemplo anexo figura 13)

Cada extracto fue inyectado 3 veces.

Célculos

1.- El 4rea del pico del oligosacarido se extrapol6 en la curva patrén, obteniéndo la

concentraci6n. (Ver curvas patrén en anexo figura 8 y figura 9)

2.- La concentraci6n obtenida se multiplicé por el peso molecular del oligosacarido medido

y luego por la dilucién realizada para obtener el extracto original.
g oligos. /100 g de muestra = [conc. extrapolada * 2.5 mL * P.M. * 100] / [pesomuest]

Concentraci6n extrapolada (mol/L)
P.M. = Peso molecular (g/mol)

Peso de la muestra (g)
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4.4. DETERMINACION DE HIDRATOS DE CARBONO ASIMILABLES

38 Determinacién de monosacéridos (glucosa y fructosa) y disacaridos
(sacarosa y maltosa)
Fundamento
La cuantificacién de los mono y disacaridos se basa en la extraccién con etanol de una matriz
alimentaria y su posterior cuantificacién por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
utilizando una columna aminada, mezclas de acetonitrilo-agua como fase mévil y un
detector de indice de refraccién.

Material y reactivos

o Parrilla de agitacién magnética con control de temperatura

o Magnetos para agitacién

o Centrifuga (DYNAC)

o Rotavapor (Biichi Mod. RE 111)

o Bafio para rotavapor (Biichi 461 water bath)

o Equipo HPLC (Perkin Elmer chromatography Mod. 250 - bomba (Perkin Elmer 250
bomb), sistema de inyeccién (Rheodine 7125 NS injection valve) , detector (Series 200
refraction index detector) y sistema de integracién (Perkin Elmer 1020 integration
system)

o Columna aminada de silica para HPLC (Altech Econosphere 150 x 4.6 mm, 5pm de
tamafio de particula)

o Matraces de bola de 250 mL

o Papel filtro Whatman # 5
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o Matraces aforados de 10 mL

g Acrodiscos de 0.2 y 0.4 ym (Waters

o Cartuchos Sep-pack C18 (Waters)

o Jeringa de vidrio con capacidad de 100uL

o Solucién de etanol al 50% (v/v)

o Agua grado HPLC (Agua desionizada, filtrada por filtro millipore 0.2 y degasificada por
20 minutos)

o Soluci6n estandar de glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa 0.02M (se pesaron 0.036 g de
glucosa, 0.036 g de fructosa, 0.072 g de maltosa y 0.068 g de sacarosa y se llevaron a un
volumen final de 5 mL con agua grado HPLC)

o  Fase mévil 85:15 acetonitrilo:agua (Se colocaron 850 mL de acetonitrilo grado HPLC en
una probeta de 1L y se agregé agua grado HPLC en la misma probeta hasta alcanzar el

volumen final de la misma)

Procedimiento

¢ Preparacién 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 solucién de etanol al 50%. La suspensién se sometié a
agitacién constante 300 r.p.m. por 1 hora a 55-60°C.
Al término de éste tiempo el extracto fue centrifugado por 30 minutos y posteriormente se
filtr6 el sobrenadante a través de papel Whatman # 52, lavando cuantitativamente.
El extracto filtrado se introdujo al rotavapor a una temperatura de 65°C con el fin de eliminar

el etanol presente y posteriormente se llev6 a un volumen final de 2.5 mL con agua destilada.
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2 mL del extracto obtenido fueron pasados a través de un cartucho Sep-Pack Cl18
(previamente activada pasando 3 mL de metanol seguido de 3 mL de agua desionizada) con
la finalidad de eliminar interferencias no polares.

Antes de la inyeccién, el extracto fue filtrado a través de un acrodisco de 0.4 pm de tamafio
de poro y después por un acrodisco de 0.2pm de tamafio de poro.

Se realizaron tres extractos de cada raiz liofilizada.

¢ Acondicionamiento del equipo
Se encendi6 la bomba del HPLC junto con el detector 1 hora antes de realizar las inyecciones,
y se dej6 pasar la fase mévil (acetonitrilo: agua 85:15) hasta que se apreci6 estabilidad del
detector por més de 10 minutos. Cambiando el flujo de la fase mévil cada 10 minutos desde

0.1 mL/min hasta llegar a 1.5 mL/min

¢ Condiciones de trabajo del equipo HPLC
Flujo de la fase mévil: 1.5 mL/min
Tiempo de corrida: 10 minutos
Temperatura: ambiente 20-25°C
Cuantificacién del pico: Por altura
Ancho de pico:5.5-13 s

Presién : 2000 psi

» Cuantificaci6n de glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa
Se inyectaron 20 pL del extracto, con un tiempo de corrida de 10 minutos, durante el cual

fueron cuantificables, la fructosa, sacarosa y maltosa presentes en las rafces. La glucosa no se
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pudo cuantificar dado que los picos entre esta y la fructosa estaban muy juntos y la
resolucién fue muy poca.

A su vez se prepararon soluciones estdndar con concentraciones de 0.009, 0.01, 0.015 y
0.020M, que contenian los cuatro carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa) con el
fin de construir una curva patrén en donde se relacioné la altura de cada pico en funcién de
la concentracién molar de glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa, para la cuantificaci6n
posterior de estos compuestos en las tres rafces. De cada concentracién se inyectaron 20 pL
por triplicado.

Los picos se identificaron por el tiempo de retenci6n; los cuales fueron de 3.0 min. para la
fructosa, 3.4 min. para glucosa, 5.2 min. para la sacarosa y 5.6 min. para maltosa. (Ver
ejemplo en el anexo figura 14)

Cada extracto fue inyectado 3 veces.

Calculos

1.- El 4rea del pico del carbohidrato se extrapol6 en la curva patrén, obteniendo la

concentracion. (Ver curvas patrén en el anexo figura 10, 11 y 12).

2.- La concentracién obtenida se multiplic6 por el peso molecular delhidrato de carbono

medido y luego por la dilucién realizada para obtener el extracto original.
8 hidrato de carbano / 100 g de muestra = [conc. extrapolada * 2.5 mL * P.M. * 100] / [pesomuest]

Concentracién extrapolada (mol/L)
P.M. = Peso molecular (g/mol)

Peso de la muestra (g)

81



RESULTADOS Y DISCUSIONES.

1. Composici6én Proximal

En la tabla 5 se muestra el analisis proximal de las tres raices en base htimeda, cabe

mencionar que cada raiz se analiz6 de dos maneras: cruda y cocida.

Tabla 5. Anélisis proximal en base hiimeda de las diferentes raices (g/100g de muestra)A

PAPA VOLADORA MAFAFA CAMOTE
COMPONENTE| CRUDA COCIDA | CRUDA COCIDA | CRUDA COCIDA
HUMEDAD 8021050 73.62+0.27 7665052 7130+0.09 69.93+0.09 74.46+0.29
PROTEINA 1754002 226002 201£003 2721003 1224001 0.79+0.02
GRASA 006+0.002 0.06+0.003 008+0.01 0.16+0.04 0214001 0.08+0.001
CENIZAS 089+0005 043+001 128+0.07 1444003 1134001 091+0.02
FIBRA 054+002 0631001 066+0.08 0671003 082+008 088+0.02
HIDRATOS DE
CARBONO® 17.01 2254 19.32 23.71 29.13 2288

A Los resultados se expresan con su desviacion esténdar, todas las determinaciones se realizaron por triplicado

(n=3) y en todos los casos el coeficiente de variacién fue menor al 5%.

B Se calcularon por diferencia

Estos resultados fueron calculados en base seca para poder analizarlos

estadisticamente y ver si habia diferencia significativa dentro de la misma especie ya fuera

cruda o cocida y entre las muestras. Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. An4lisis proximal en base seca de las diferentes raices (g/100g de muestra)

PAPA VOLADORA MAFAFA CAMOTE
COMPONENTE
CRUDA COCIDA CRUDA COCIDA CRUDA COCIDA
PROTEINA 9.38+0.19>* 9151002+ 918+0.33¢* 9.99+0.08" 4.24+0.07* 3.3710.13"
GRASA 0.30 £ 0.01* 025+001 056+007* 042+01 0.72+0.04"* 03910.01"
CENIZAS 231+0020* 3.6110.04%" 585+0.22¢ 527+0.09% 3.92+0.01* 3.91+007"°
FIBRA 2911011 253+£0.07<" 2941032 2441+012° 284+024' 3771014+
HIDRATOS DE
CARBONO! 85.104* 84.46 4" 8147 81.88° 88.28* 88.56 "
1 Se calcularon por diferencia

abcdelehi Letras iguales indican que si hay diferencia significativa entre muestra cruday cocida

* Indica que hay diferencia entre las tres rafces ya sea en el caso de crudas o cocidas

Como se aprecia en la tabla con referencia a la proteina, las tres raices presentaron

similar contenido a excepci6én del camote que present6 el menor porcentaje. Al comparar la

composicién entre las muestras crudas y cocidas por anélisis estadistico (t-student y anélisis

de varianza), hubo diferencia entre cada raiz, y entre las raices.

En lo que se refiere al contenido de grasa los valores en general fueron bajos, siendo

el camote el que present6 el mayor contenido, después de comparar la composicién entre las

muestras crudas y cocidas presentaron diferencia signficativa y entre las rafces solo hubo

diferncia entre las crudas.

Para poder apreciar los resultados de una manera més facil, se muestran a

continuacion los resultados en gréficas.
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Griafica 1. Contenido de Proteina de diferentes raices

(g/100 g muestra seca)
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g/100g de mtra.

Gréfica 3. Contenido de cenizas de diferentes raices
(g/100g muestra seca)
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Gréfica 4. Contenido de Fibra de diferentes raices
(g/100 g de muestra seca)
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Gréfica 5. Contenido de Hidratos de Carbono de diferentes raices

(g/100g de muestra seca)
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En el caso de las cenizas, la papa y el camote presentaron un contenido similar,
siendo la mafafa la que present6 el mayor contenido. Al hacer el analisis estadistico entre las

muestras crudas y cocidas, hubo diferencia entre cada raiz, y entre las raices.

La fibra es un componente que se encuentra en cantidad considerable en alimentos de
origen vegetal. Si observamos entre las muestras crudas y cocida, el contenido es bajo, atn
asi se encontré diferencia significativa solo en la papa voladora y el camote, no siendo el
caso de la mafafa donde no hubo diferencia atin con el tratamiento térmico. Entre las raices si

hubo diferencia pero solo entre las cocidas.
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Al comparar la composicién de hidratos de carbono se obtuvo un alto contenido en
las raices, esto era de esperarse ya que en este tipo de alimentos este nutrimento es
caracteristico. La iinica muestra que present6 diferencia signfiicativa a causa del tratamiento
térmico fue la papa voladora. Entre las tres raices hubo diferencia tanto para las crudas como
para las cocidas.

Podemos ver que en general los nutrimentos disminuyen por el proceso de coccién,
que era lo que se esperaba, pero hubo excepciones como fue el caso de Mafafa y el camote.

Lo anterior se puede explicar de la siguiente manera, al disminuir la cantidad de
componentes por el efecto de proceso de coccién, trae como consecuencia la concentracién de
otro, como es por ejemplo el caso del camote, donde la proteina, ceniza y grasa disminuyen
aumentando por efecto de concentracién el contenido de hidratos de carbono y fibra. O en el

caso de la Mafafa dondee lo que aument6 fue el contenido de proteina y el de carbohidratos.



2.- Anélisis nutricional y toxicolégico.
En la tabla 7 se muestran los resultados tanto para los factores toxicol6gicos como
para los antinutricionales determinados en cada una de las diferentes raices liofilizadas.

Tabla 7. Contenido de Factores antinutricionales y toxicol6gicos.

PAPA VOLADORA MAFAFA CAMOTE Expresado en

DETERMINACION
Acido Ténicos ND ND ND g/ 100 Gruestra
Inhibidores de Tripsina 1.02+0.07 468+028 26.87+1.78 UTI/ M@muestra ®
Acido Fiticos 0.28+0.05 1.04£007  0.03+0.02 8/100gmuestra
Hemaglutininas 2 M 9 Titulo de aglutinaciéne
Saponinas Negativo Negativo Negativo Titulo de hemolisisd
Glucésidos Cianogénicos Negativo Negativo Negativo Prueba cualitativa
Alcaloides Positivo Negativo Negativo Prueba cualitativa
Glucésidos Cianogénicos Negativo Negativo Negativo Prueba cualitativa

«Se muestran resultados promedio + desviacién estindar con un coeficiente de variacién de 5- 6% y n=3
bUTL: Unidades de tripsina inhibida

< Titulo: méxima dilucién en la que se presentt aglutinacién en eritrocitos de hamster

« Titulo: méxima dilucién en la que se present6 hemélisis en eritrocitos de conejo

No se detectaron glucésidos cianogénicos ya que los tubos de reaccién no
presentaron ninguna coloraci6n café-rojizo en el papel indicador. Por lo que ninguna de las
raices presenta una cantidad no detectable; tampoco se encontraron saponinas a pesar de
que en el caso del género Dioscorea se han encontrado saponinas, sin embargo para la
especie bulbifera la prueba fue negativa asi como para las otras raices, atin cuando se
hicieron otro tipo de pruebas cualitativas que confirmaron lo obtenido, por lo tanto estos

dos factores no representan un riesgo a la salud.
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En lo que se refiere al contenido de taninos hay que recordar que son compuestos
orgénicos polifenélicos que pueden interaccionar con las proteinas y enzimas digestivas
disminuyendo el valor nutricio de la raiz e impidiendo la digestién de las proteinas
afectando su biodisponibilidad para ser absorbidas. Ademés de formar complejos con los
iones metilicos como Fe?* disminuyendo su biodisponibilidad.

El contenido de 4cido ténico en las tres rafces es menor a 80 Ug aunque sabemos que
la dosis diaria admisible (DDA) de écido ténico es de 500mg/kg.p.c.¥ para una persona con
peso promedio de 70kg tendria que comer 43.75kg de cualquiera de las tres raices por lo que
obviamente no representa ningtin riesgo.

Para el 4cido fitico, se sabe que es un muy buen agente quelante que forma complejos
con cationes minerales y proteinas disminuyendo su biodisponibilidad y que los alimentos
con un contenido mayor a 400 mg/100 g de muestra son desmineralizantes¥. Con esto ni la
Papa Voladora (280mg/100g mtra) ni el Camote (36mg/100g mtra) se acercan al limite, en
cambio la Mafafa con una cantidad de 1040 mg/100 mtra si se considera desmineralizante ya
que rebasa la cantidad limite, ademas dado que es termoestable, es dificil la destoxificacién
de la raiz y por lo tanto el proceso de coccién no lo eliminaria o disminuirfa lo que

provocaria un efecto antinutrimental al consumirse.

Por lo que se refiere a las hemaglutininas que son un tipo de enterotoxinas de
naturaleza proteinica un titulo mayor a 10 representa un riesgo siempre y cuando la lectina
posea afinidad por la células del intestino de los humanos®. Con esto en el caso de la Papa
Voladora y el Camote, este factor no representa ningfin riesgo ya que estd por debajo del
titulo citado; en cambio la Mafafa presenta un titulo de 34, lo que implicaria un riesgo. Al
tratarse de glicoproteinas se puede destoxificar la raiz con aplicacién de calor, en este caso

serfa la coccién de la raiz, pero no se sabe que tanto disminuiria ya que el titulo es muy alto.

89



En el caso de inhibidores de tripsina un contenido mayor a 10 UTI/mg se considera
un riesgo®. Para la Papa Voladora y la Mafafa ambas est4n por debajo de esta cantidad por
lo que no representan un efecto antinutrimental.

Por el contrario el Camote con 26.87 UTI/mg si representa un riesgo, pero estos inhibidores

se pueden eliminar con un tratamiento térmico como la coccién.

Por tltimo para los alcaloides no fueron detectados ni en la Mafafa ni en el Camote ya
que las fracciones de las muestras no presentaron prueba positiva con los 7 reactivos
utilizados, para hacer la deteccién de este tipo de neurotoxinas, siendo el caso contrario la

Papa Voladora que en la prueba cualitativa dio positivo.
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2.1 Contenido de oligosaciridos (Rafinosa y Estaquiosa)
En la tabla 8 se muestra el contenido de oligosacéridos obtenidos por HPLC en la
Papa Voladora, la Mafafa y el Camote.

Tabla 8. Contenido de oligosacéridos en las tres raices.

PAPA VOLADORA __ MAFAFA CAMOTE
OLIGOSACARIDO e
Rafinosa 037 0.16* 142
Estaquiosa 0.41* 297 187

* En el caso de la papa tanto para rafinosa como estaquiosa y para la mafafa con la rafinosa, los
resultados obtenidos a partir del anélisis por HPLC, fueron menores al minimo valor detectable

por el equipo (0.009 mol/L)

Como ya se menciond, el contenido de rafinosa y estaquiosa no representa ningin problema
dado que se encuentra en baja concentracién en la papa voladora y en la mafafa (rafinosa),
incluso por debajo del limite de cuantificacién de la técnica empleada para su determinaci6n.
Sin embargo en el caso de la mafafa y el camote est&n por arriba del limite de deteccién pero
sigue siendo una concentracién muy baja, de modo que problemas digestivos como la

flatulencia3, no serian atribuibles a la presencia de estos compuestos.
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3. Contenido de monosaciridos y disacaridos (Fructosa, Glucosa, Sacarosa y
Maltosa).

En la tabla 9 se muestra el contenido de mono y disacéridos obtenidos por HPLC en la Papa
Voladora, la Mafafa y el Camote.

Tabla 9. Contenido de mono y disacéridos en las tres raices.

PAPA MAFAFA
MONOSACARIDO  VOLADORA (8/100g CANKIR,
muestra)
Glucosa NDA ND ND
Fructosa 0.238 0.608 0.078
DISACARIDO
Sacarosa 0.578 0.228 13.11
Maltosa 0.118 ND ND
AND = no detectado

B Resultados obtenidos a partir del analisis por HPLC, fueron menores al minimo valor detectable

por el equipo (0.009 mol/L)

La glucosa no pudo ser detectada por medio de esta técnica, dado que la columna ya
tiene mucho tiempo de uso, y se presentaron varias dificultades para poder distinguir entre
monosacéridos (fructosa y glucosa) y disacaridos (maltosa y sacarosa) ademés de que los
tiempos de retencién en cada uno eran muy cercanos y la resolucién no muy clara.

En el caso de la papa voladora y la mafafa el contenido de fructosa, sacarosa y
maltosa estdn por debajo del valor detectable.

El camote fue el tnico que present6 un contenido alto, solo en el caso de sacarosa, mayor al
valor detectable y en una concentracién que se esperaba por informacién obtenida en

literatura.
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CONCLUSIONES

v Como era de esperarse las raices estudiadas mostraron un alto contenido de
hidratos de carbono que es caracteristico de este tipo de alimentos. En cambio el contenido
de grasa y fibra es bajo y la proteina es similar a la de los cereales, en las muestras en base
seca.

v Se logré apreciar que el proceso de coccién disminuye diversos componentes y
concentra por consecuencia a otros al eliminarse estos en el agua de cocci6n.

v No se detectaron glucésidos cianogénicos ni saponinas y el bajo contenido de
taninos, alcaloides, rafinosa y estaquiosa no representan un riesgo en el consumo de
cualquiera de las tres raices.

v En la Papa Voladora el bajo contenido de hemaglutininas, inhibidores, dcido fitico y
alcaloides, no representan ningtin riesgo para la salud.

v Para el Camote atin cuando tiene una concentracién de inhibidores de tripsina que
sobrepasa el limite de seguridad, estos se destruyen con la coccién. El édcido fitico y
hemaglutininas estan por debajo del limite permisible. En cambio la Mafafa excede el limite
permisible en el 4cido fitico, y ademés no se elimina con el proceso de coccién dado que es
termoestable. También tiene un contenido de hemaglutininas e inhibidores de tripsina
superior al limite permisible pero no representan un riesgo para la salud ya que se puede
eliminar con un tratamiento térmico.

v El contenido de los oligosacdridos, rafinosa y estaquiosa no representa ningtn
problema dado que se encuentra en baja concentracién, de modo que problemas digestivos

como la flatulencia no serian atribuibles a la presencia de estos compuestos.
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ANEXO

A continuacién se presentan las curvas patrén de taninos, acido fitico, rafinosa, estaquiosa,
fructosa, sacarosa y maltosa asi como los cromatogramas que se emplearon para las

diferentes determinaciones mencionadas en las metodologias aplicadas a las tres raices.

Figura 6. Curva patrén y ecuaci6n de regresién para la determinacion del contenido de

taninos.
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Figura 7. Curva patrén y ecuacién de regresion para la determinacién del contenido de acido

fitico.
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Figura 8. Curva patrén y ecuacién de regresién para la determinacién del contenido de

rafinosa.
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Figura 9. Curva patrén y ecuacién de regresién para la determinacién del contenido de

estaquiosa.
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Figura 10. Curva patrén y ecuacién de regresion para la determinacién de Fructosa.
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Figura 11. Curva patrén y ecuacién de regresién para la determinacién de Sacarosa.
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Figura 12. Curva patrén y ecuacion de regresion para la determinacién de Maltosa.
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Figura 13. Ejemplo del cromatograma del esténdar de rafinosa y estaquiosa (concentracién

0.020M).
le : 18SEPT27.D01 Raf+Est 0.9220M LACTEGS 22
n : @3 Type : Sample
th : C:\CHROM\OCT Inst : Model 1022

llection 1 18:48114 Nov @S 2003 Method
tegration: 18:48:14 Nov 95 2083 Method
port : 18:56:16 Nov @5 2003 Method

AGALACTO [ 16:44:10 Nov 05 2003 1]
AGALACTO [ 16:44:;10 Nov @5 2003 1
AGALACTO [ 16:44:10 Nov @S 2083 1]

lution: 1.0000Q0e+@

NORMALIZATION ( AREA )

RT Area BC  ExpRT RF Area %* Name
3.627 32787584 T 3.700 1. 00000e+@ 6. 5381 rafinosa
5.353 42063936 T S. 400 1. OD00Re+d 8, 3879 estaquiosa
6.793 426633 VS 1. 00000e+3 85.0741 Unknown
(asSErm2r.el) W
» e [ ] -]
a [} a ] a
g : ‘ ' : ;
(] [} ] (] [ ]
'-. L S 1) L 1

st minn

: ==5,353 estaquiosa
£

102



Figura 14. Ejemplo del cromatograma del estindar de mono y disacaridos (concentracién

0.009M).
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